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RESUMO

O aquecimento global se deve as crescentes concentragdes atmosféricas de dioxido de carbono
(CO») e outros gases de efeito estufa (GEE). Este fenomeno provoca o aumento da temperatura
média da superficie terrestre e desencadeia diversas implicagdes nocivas ao meio ambiente.
Neste contexto, abordagens sdo propostas para a redugao da concentracao de CO na atmosfera.
Estudos indicam que a mitigagdo de CO> por microalgas ¢ uma tecnologia promissora para
capturar e armazenar carbono. Parametros fisico-quimicos e hidrodindmicos podem influenciar
a fixacao de CO; por microalgas. Ademais, fatores como salinidade e a aplicagdo de estratégias
de cultivo podem contribuir para o aumento da produtividade de biomassa e de macromoléculas
em microalgas. Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo aumentar a fixagdo de
COa», produtividade de biomassa e de macromoléculas de microalgas mediante o estudo de
parametros fisico-quimicos, hidrodindmicos e estratégias de cultivo. Para tal, o trabalho foi
realizado em quatro etapas, a saber: (1) A primeira etapa consistiu na avaliagdo da influéncia
da concentragdo de COz no crescimento, fixagdo de CO> e composicdo da biomassa de
Chlorella fusca LEB 111. (2) A segunda etapa contemplou a avaliacao da adi¢ao de cloreto de
sodio (NaCl) em estratégia de tunico (UE) e duplo estagio (DE) com injecdo de CO> na
produtividade de biomassa (Px) e de macromoléculas por C. fusca LEB 111. (3) Na terceira
etapa foi avaliada a influéncia da vazdo de CO; no controle do pH, nas produtividades de
biomassa e lipidica e na eficiéncia de utilizagdo de CO2 (Eco2) por Nannochloropsis gaditana
cultivada em condigdes outdoor. (4) Na quarta etapa foi verificado o efeito do pH na Px e Eco2
por N. gaditana quando cultivada sob condi¢des outdoor. Os maiores resultados de Px (194,3
mg L d'!) e fixagdo de CO2 (390,9 mg L' d!) foram verificados quando C. fusca foi cultivada
com 15% de COx. O fornecimento de 10% de CO; ao cultivo resultou na maxima concentragao
de carboidratos na biomassa (31,9% m m!) e producio teérica de etanol (14,5 mL 100 g™ de
biomassa). A adi¢do de 200 mmol L' de NaCl no cultivo de C. fusca em UE promoveu o
incremento da produtividade de carboidratos em 81,0% em comparagdo ao ensaio controle
(EC), enquanto que no cultivo em DE, a adi¢do de 15% de CO; e 100 mmol L' de NaCl
favoreceu o aumento de 33,8% da produtividade lipidica em comparagdo ao EC. A vazdo de 5
L min! de CO: foi selecionada para o controle do pH dos cultivos de N. gaditana. Nesta
condigdo foi verificada Eco» pela microalga de aproximadamente 70% (m m™') e méxima
produtividade de biomassa (0,24 g L' d!). O pH 8,0 foi considerado ideal para o crescimento
de N. gaditana, sendo verificadas as maximas Px (0,17 g L' d!) e Ecoz2 (79% m m™). Diante
do exposto, foi verificada a importancia da determinagdo de pardmetros e estratégias de cultivo
para tornar a conversdo de carbono em biomassa mais eficiente, contribuindo assim para o
aumento da aplicagdo de microalgas para a producao de bioenergia e mitigagao de GEE.

Palavras-chave: Chlorella. Dioxido de carbono. Duplo estagio. Nannochloropsis. pH.
Parametros hidrodindmicos.






MICROALGAE BIOENGINEERING APPLIED IN THE CO:z: FIXATION PROCESS:
BIOMASS AND MACROMOLECULES PRODUCTION

ABSTRACT

Global warming is caused by increasing atmospheric concentrations of carbon dioxide (CO>)
and other greenhouse gases (GHG). This phenomenon causes the increase of the average
temperature of the terrestrial surface and triggers several harmful implications to the
environment. In this context, approaches are proposed to reduce the CO2 concentration in the
atmosphere. Studies indicate that microalgal CO> mitigation is a promising technology for
capturing and storing carbon. Physicochemical and hydrodynamic parameters can influence
CO, fixation by microalgae. In addition, factors, such as salinity and the application of
cultivation strategies, may contribute to the increase the biomass productivity and
macromolecules in microalgae. Therefore, the present work aimed to increase CO; fixation,
biomass productivity, and macromolecules into microalgae by means of the study of
physicochemical and hydrodynamic parameters, and cultivation strategies. To accomplish this,
the work was conducted in four stages, namely: (1) The first stage consisted of the evaluation
of the influence of CO> concentration on growth, CO: fixation, and biomass composition of
Chlorella fusca LEB 111; (2) The second stage evaluated the addition of sodium chloride
(NaCl) in a single-stage (SS) and two-stage (TS) strategy with CO> injection on biomass
productivity (Px) and macromolecules by C. fusca LEB 111. (3) In the third step, we assessed
the influence of the CO; flow rate on pH control, biomass and lipid productivity, and CO>
utilization efficiency (Ecoz) by Nannochloropsis gaditana cultivated in outdoor conditions. (4)
In the fourth step, the pH effect on Px and Ecoz by N. gaditana when cultivated under outdoor
conditions was verified. The highest Px (194.3 mg L' d"!) and CO» fixation (390.9 mg L' d'!)
results were verified when C. fusca was cultivated with 15% CO». The supply of the 10% CO>
to the cultivation resulted in the maximum carbohydrate concentration (31.9% w w!) in
biomass and theoretical ethanol production (14.5 mL 100 gbiomass™). The addition of 200
mmol L' NaCl to the C. fusca SS cultivation promoted an increase in carbohydrate productivity
in 81.0% compared to the control assay (CA), whereas in TS cultivation, the addition of 15%
CO> and 100 mmol L' of NaCl favored a 33.8% increase in lipid productivity compared to CA.
The CO; flow rate of 5 L min™! was selected for pH control in N. gaditana cultivation. In this
condition was verified Eco> by microalgae of approximately 70% (w w') and maximum Px
(0.24 g L't d!). The pH 8.0 was considered the optimum for the growth of N. gaditana in
outdoor conditions, being verified by the maximum Px (0.17 g L' d"!) and Ecoz (79% w w).
In view of the above, the importance of determining parameters and cultivation strategies to
make the carbon conversion into biomass more efficient was verified, thus contributing to the
increase of the application of microalgae for bioenergy production and GHG mitigation.

Keywords: Carbon dioxide. Chlorella. Hydrodynamic parameters. Nannochloropsis. pH.
Two-stage.
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1 INTRODUCAO

A acdo antropogénica a partir da revolugdo industrial causou grande influéncia
sobre as mudangas climaticas sentidas no periodo contemporaneo. Este fato se deve as
excessivas emissoes de gases de efeito estufa (GEE) para a atmosfera, causadas principalmente
pela industrializacdo e o uso de combustiveis fosseis (ZHU et al., 2017). Entre os GEE emitidos,
o dioxido de carbono (CO>) tem sido apontado como o principal intensificador do aquecimento
global (IPCC, 2014).

Diante disso, estratégias para a reducdo da concentragdo de CO> na atmosfera sdo
assuntos pesquisados em plena expansdo. Nesse sentido, abordagens sdo propostas para a
redugdo deste GEE na atmosfera, tal como armazenamento, absor¢dao e adsor¢cao por meios
geoldgicos, quimicos e biologicos (ZHOU et al., 2017). Entre essas, a fixagao biologica de CO-
por microalgas tem sido considerada um método promissor em processos de pds-combustio,
captura e armazenamento de CO>. As microalgas apresentam elevada capacidade de fixar e
armazenar o carbono pela fotossintese, convertendo na presenca de luz o CO2 e agua em
compostos organicos, sem consumo de energia adicional e polui¢do secundéria (ZHAO; SU,
2014).

Diversos pardmetros podem influenciar a fixagdo de CO; pelas microalgas, os quais
necessitam ser avaliados € a0 mesmo tempo otimizados a fim de melhorar a eficiéncia do
processo. Os pardmetros podem ser classificados em trés categorias, tais como biologicos
(espécie da microalga), fisico-quimicos (temperatura, luz, pH, concentragdo do inoculo e de
nutrientes) e hidrodinamicos (vazao, taxa de mistura e transferéncia de massa) e adicionalmente
a configuragdo do fotobiorreator (YADAV; SEN, 2017).

Com relagdo as espécies de microalga, cepas como Chlorella, Scenedesmus,
Spirulina e Nannochloropsis apresentaram potencial para mitigar CO2 (SINGH; SINGH, 2014).
Entre essas podemos destacar a cepa Chlorella fusca LEB 111, a qual foi isolada em lagoas de
sedimentacao de cinzas da Usina Termelétrica Presidente Médici. Esta cepa nativa apresentou
resultados promissores quanto a fixacao de CO; e producao de biomassa quando cultivada com
gas de combustio do carvao mineral (DUARTE et al. 2017a). Nannochloropsis gaditana ¢ uma
microalga encontrada naturalmente no Mar Mediterraneo, com elevado teor de lipidios em sua
composicio, apresentando potencial para a produgéo de biodiesel (CAMACHO-RODRIGUEZ
et al. 2015).
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O carbono na biomassa microalgal pode representar entre 30 e 50% da massa seca
(ACIEN et al., 2017). As fontes habituais de carbono empregadas podem ser o CO» atmosférico,
fixado quimicamente na forma de carbonatos soluveis (NaHCO3 e NaxCO3) ou proveniente de
gases de combustio (5-15% de CO») (ACIEN et al., 2017; WANG et al., 2008). Estima-se que
para a produgdo de 1,0 kg de biomassa microalgal sdo necessarios cerca de 1,8 kg de COo,
podendo esse representar até 30% dos custos de produgio de microalgas (ACIEN et al., 2012a).
A concentragdo de CO; na corrente gasosa e a vazao de alimentagao nao s6 podem influenciar
a disponibilidade da fonte de carbono para os cultivos, afetando diretamente a produtividade e
a composicao da biomassa produzida, como também o pH (DUARTE-SANTOS et al., 2016;
MORAES et al., 2016).

O CO; pode ser fornecido como fonte de carbono aos cultivos na forma pura,
alimentado por meio de vazdes baixas ou at¢ mesmo na forma de misturas e gases de
combustdo, em vazdes mais elevadas. Nesse sentido, independentemente do tipo de
fornecimento empregado, este deve ser adequadamente projetado para maximizar a eficiéncia
de utilizagcdo de CO: pelas microalgas, minimizar as variacdes de pH do cultivo, bem como
reduzir as perdas para a atmosfera (ACIEN et al., 2017).

O pH ¢ um parametro que pode afetar significativamente o crescimento e a taxa de
fixagdo de CO> por microalgas por meio de modificagdes nas atividades metabolicas e a
distribuicao de nutrientes do meio de cultivo. O valor ou intervalo 6timo de pH pode variar de
acordo com a espécie da microalga (ZHOU et al., 2017). Entre os métodos aplicados para o
controle deste parametro, destaca-se a inje¢do de CO., que além de promover a manutencao do
pH no valor 6timo, também ¢ fonte de carbono para os cultivos (GROBBELAAR, 2013).

A fixacao de CO; por microalgas, além de contribuir para a reducdo deste GEE na
atmosfera ¢ acompanhada pela produ¢do de biomassa, a qual possui ampla aplicabilidade na
alimentacdo humana, animal, cosméticos, biomateriais, fertilizantes, bem como na producao de
biocombustiveis (COSTA; MORALIS, 2011; MORAIS et al.,, 2016; PIRES et al., 2012).
Todavia, ¢ importante destacar que mesmo que as microalgas convertam o CO; de forma
eficiente, outros fatores podem influenciar a composi¢do da biomassa, principalmente
compostos de reserva, como lipidios e carboidratos.

Neste sentido, podem ser empregadas estratégias de cultivo que promovam
condigdes de estresse nas microalgas, com o objetivo de desencadear a biossintese de
compostos de reserva do metabolismo microalgal. Entre as condi¢des estudadas, podemos citar
a restri¢do de nitrogénio, aumento da ilumindncia e temperatura, incremento da salinidade do

meio e estratégias de cultivo, como o modo em duplo estagio (CHEN et al., 2017). Este modo
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de cultivo vem sendo sugerido para aumentar a produtividade das macromoléculas nas células
microalgais. Para tal sdo aplicados dois estagios de cultivo, sendo o primeiro para a producao
de biomassa, seguido pela fase de estresse, na qual ocorre o acimulo dos compostos de reserva
(PANCHA et al., 2015; RA et al., 2015).

Diante do exposto, a presente tese teve como objetivo aumentar a fixagdo de CO»
por microalgas por meio do estudo de parametros fisico-quimicos e hidrodinamicos, bem como
avaliar o desenvolvimento de estratégias de cultivo para aumentar a produtividade de biomassa

e de macromoléculas.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

O presente trabalho teve como objetivo aumentar a fixagao de CO-, produtividade
de biomassa e macromoléculas de microalgas mediante o estudo de parametros fisico-quimicos,

hidrodinamicos e estratégias de cultivo.

2.2 ESPECIFICOS

- Avaliar a influéncia de diferentes concentragdes de CO; nos pardmetros de
crescimento, perfil proteico, fixagdo de CO2 e composi¢do da biomassa nos cultivos de
Chlorella fusca LEB 111,

- Cultivar Chlorella fusca LEB 111 em modo de duplo estdgio mediante a aplicagao
de processo integrado com injecdo de CO; e adig@o de NaCl para aumentar a produtividade de
biomassa e de macromoléculas;

- Determinar a influéncia de diferentes vazdes de COz no controle de pH, eficiéncia
de utilizacao de CO; e nas produtividades de biomassa e lipidica de Nannochloropsis gaditana,
quando cultivada em fotobiorreatores tubulares em escala piloto;

- Verificar o efeito do pH no crescimento e na capacidade de utilizagdo de CO; por

Nannochloropsis gaditana cultivada em fotobiorreatores tubulares em condigdes outdoor.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 EMISSOES DE GASES DE EFEITO ESTUFA E O AQUECIMENTO GLOBAL

O aumento das emissdes antropogénicas de gases de efeito estufa (GEE) desde a
era pré-industrial até o periodo contemporaneo, em grande parte € atribuido ao crescimento
econdmico e demografico. Os efeitos das emissdes, bem como outros fatores antropogénicos,
foram detectados em todo o sistema climatico, sendo muito provavel que tenham sido a
principal causa do aquecimento terrestre observado a partir da segunda metade do século XX.
As projegoes indicam que o aumento da temperatura da superficie ird perdurar ao longo do
século XXI, e em consequéncia disso as mudangas climaticas podem ser intensificadas, como
ondas de calor mais frequentes, aumento de precipitagdes, acidificacdo e aumento do nivel dos
oceanos (IPCC, 2014).

Segundo dados divulgados pela International Energy Agency é notavel que entre as
atividades antropogénicas, o setor de energia é responsavel pela maior parcela das emissodes de
GEE, enquanto que as menores correspondem a agricultura (como criagdo de gado e cultivo de
arroz) e aos processos industriais ndo ligados ao setor energético (Figura 1). Do montante das
emissdes de GEE, 90% ¢ representada pelo CO; (IEA, 2017). De acordo com o monitoramento
realizado pela Administragdo Nacional Oceanica e Atmosférica dos Estados Unidos (NOAA),
a concentragdo de CO» na atmosfera tem aumentado em média 2 ppm por ano na tltima década.

Em 2017, o valor médio no més de outubro ja havia atingido valores de 403,96 ppm

(DLUGOKENCKY; TANS, 2018).

Figura 1 - Dados estimados das emissdes de GEE por setores ligados a atividades
antropogénicas (2014)
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Devido aos impactos ambientais e sociais causados pelo aquecimento terrestre, nos
ultimos anos este tema tornou-se uma questdo internacionalmente importante nos campos da
ciéncia, meio ambiente, economia e politica (ZHAO; SU, 2014). Neste contexto, estratégias de
armazenamento e sequestro de CO» tém sido investigadas a fim de reduzir os niveis deste GEE
na atmosfera. Estas incluem métodos fisicos, tais como separagdo por membranas, injecao de
CO; em reservatorios geologicos e oceanos; quimicos como a adsor¢ao e absorgao; e bioldgicos
como o reflorestamento (incorporagao do CO, atmosférico por meio da fotossintese das plantas
superiores), fertilizacao dos oceanos (crescimento de organismos fotossintéticos desencadeado

pela adicdo de fontes extras de ferro) e cultivo de microalgas (ZHOU et al., 2017).

3.2 MICROALGAS: APLICACOES BIOTECNOLOGICAS

As microalgas sdo organismos unicelulares, microscopicos (2-200um) que por
meio da fotossintese utilizam CO», dgua, luz solar e sais inorganicos para o seu crescimento
(RAZZAK et al., 2013). Estes micro-organismos podem ser classificados em quatro principais
grupos: (1) Cyanophyta (cianobactérias), procaridticas, possuem clorofila a e ficobiliproteinas;
(2) Chlorophyta (algas verdes), eucarioticas, possuem clorofila a e b e sdo capazes de armazenar
amido no interior dos cloroplastos; (3) Glaucophyta (eucaridticas); (4) Rhodophyta (algas
vermelhas), também eucaridticas, possuem clorofila a e ficobiliproteinas, sem células
flageladas e capazes de armazenar amido das florideas como produto de reserva (LEE, 2008).

Microalgas podem estar presentes tanto em ambientes aquaticos (4gua doce ou
marinha), quanto em terrestres, sendo estimado a existéncia de mais de 50.000 espécies, embora
apenas 30.000 destas foram isoladas e analisadas (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).

A biomassa microalgal ¢ composta principalmente por proteinas, carboidratos e
lipidios, sendo que as concentragdes destas macromoléculas podem variar em fun¢do das
espécies das microalgas e das condi¢des de cultivo aplicadas. Segundo relatado por Hu (2013),
fatores ambientais, tais como luz, temperatura, nutrientes e salinidade no meio ndo s6 podem
afetar o crescimento, como também a composicao da biomassa.

O elevado contetido proteico presente nas microalgas faz com que elas sejam
consideradas fontes de proteina (HAYES et al., 2017). Microalgas como Chlorella vulgaris,
Scenedesmus obliquus e Spirulina maxima podem alcangar valores de proteinas de até 58, 56 e
71% em massa seca, respectivamente (BECKER, 2004). As proteinas além de serem utilizadas
na alimentacdo humana e animal, podem também ser empregadas como fertilizantes, enzimas

industriais, bioplasticos e tensoativos (TRIVEDI et al., 2015).
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Quanto ao teor de carboidratos, as microalgas podem conter entre 8 a 64% (m m™)
(BECKER, 2004). Nas células microalgais, os carboidratos acumulam-se como materiais de
reserva (amido) ou constituintes da parede celular (celulose) (TRIVEDI et al., 2015). Neste
sentido, a biomassa microalgal pode ser considerada matéria-prima promissora para producao
de bioetanol (MORALIS et al., 2016). Estudos relataram que modificagdes nas condi¢des de
cultivo, como a privagdo da fonte nitrogénio e fosforo (MARGARITES; COSTA, 2014),
elevadas concentragdoes de CO», uso de pentoses no meio de cultivo (FREITAS; MORALIS;
COSTA, 2017a,b), bem como o aumento da salinidade (PANCHA et al., 2015), podem
estimular o acumulo de carboidratos em microalgas.

Os lipidios na sua grande maioria sdo constituidos por acidos graxos, € essas
macromoléculas podem ser classificadas em duas principais categorias: (1) lipidios neutros que
correspondem aos acilglicerdis e acidos graxos livres e (2) lipidios polares que podem ser sub-
categorizados em fosfolipidios e glicolipidios. Os lipidios neutros nas microalgas sao utilizados
como armazenamento de energia (HALIM; DANQUAH; WEBLEY, 2012), enquanto os
lipidios polares sao importantes constituintes da membrana externa, membrana dos cloroplastos
e do reticulo endoplasmatico (PANCHA et al., 2014). Cabe ressaltar que alguns tipos de lipidios
neutros presentes nas microalgas nao contém em sua composi¢cdo acidos graxos, entre eles
hidrocarbonetos, esterois, cetonas e pigmentos (carotenos e clorofilas) (HALIM; DANQUAH;
WEBLEY, 2012).

O conteudo e a composic¢ao dos lipidios presentes nas microalgas podem variar de
acordo com a espécie, com as fases de crescimento e com as condi¢des de cultivo. Estima-se
que a concentracdo de lipidios pode atingir até 77% (m m™') da massa seca (CHISTIL, 2007).
Modificacdes nas condigdes de cultivos podem acarretar no aumento do conteudo lipidico das
células microalgais, entre elas pode-se citar a privagao de nitrogénio, temperatura, concentragao
da fonte de carbono e salinidade (CHOKSHI et al., 2015; PANCHA et al., 2014; TANG et al.,
2011). Entre as principais aplicagdes dos lipidios de microalgas pode-se citar a produgdo de
biodiesel e extra¢do de acidos graxos poli-insaturados (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010;
VANTHOOR-KOOPMANS et al., 2013).

Além das aplicagdes da biomassa como fonte de alimentos, cosméticos, farmacos,
produtos para agricultura, compostos bioativos (pigmentos, acidos graxos poli-insaturados e
peptideos) e na produgdo de vetores energéticos, as microalgas também podem ser empregadas
no tratamento de 4guas residuais, biossor¢cdo de metais pesados e na fixacdo de CO> (REIS;

GOUVEIA, 2013).
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3.3 FIXACAO DE CO, POR MICROALGAS

Diante dos problemas ambientais causados pelas emissdes excessivas de gases de
efeito estufa (GEE), as microalgas tém sido consideradas um potencial método para a redugao
dos niveis destes gases na atmosfera (ZHAO; SU, 2014). A utilizagdo de microalgas no
processo de fixacdo de CO, apresenta vantagens, devido a elevada taxa fotossintética e de
crescimento comparadas as plantas terrestres (WANG et al., 2008). Estes micro-organismos
fotossintéticos possuem capacidade de fixar tanto baixas, quanto altas concentracdes de CO» (a
partir de gases de combustdo) (DUARTE et al., 2017a; MORAIS; COSTA, 2007a; VAZ;
COSTA; MORALIS, 2016b) e podem ser cultivados em ambientes adversos, como meios
altamente salinos e alcalinos. Além disso, o cultivo de microalgas pode ser realizado em terras
ndo araveis, desta maneira ndo competindo com culturas alimentares (CHISTI, 2007;
SHEEHAN et al., 1998). A biomassa microalgal produzida mediante a conversdo de carbono
pode ser utilizada na producdo de bioenergia ¢ de produtos de alto valor agregado,

representando beneficio adicional ao processo (ZHAO; SU, 2014).

3.3.1 Fotossintese: processo metabolico de fixacao de CO2

A fotossintese € o processo metabolico realizado por plantas terrestres e por micro-
organismos fotossintéticos, como por exemplo microalgas. E composta por uma série de
complexas reacdes redox, durante as quais a energia luminosa ¢ absorvida por pigmentos,
principalmente clorofila, sendo convertida em energia quimica. Isto resulta na producdo de
oxigénio e carboidratos, bem como outros metabolitos secundarios (TEBBANI et al., 2014). A
fotossintese essencialmente engloba dois processos: reacdes dependentes da luz e reacdes
independentes da luz ou de assimila¢do de carbono (Figura 2) (CAMPBELL; FARRELL,
2011).

As reagoes da fotossintese dependentes da luz ocorrem nas membranas tilacoides,
as quais sdo realizadas por dois fotossistemas diferentes, ambos contendo um centro de reagao.
No fotossistema II ocorre a oxidagao da dgua para produzir o oxigénio. A reagao de reducao do
NADP" a NADPH ocorre no fotossistema I. Os fotossistemas operam em série conectados por
uma cadeia transportadora de elétrons, geralmente visualizados no chamado esquema Z
(MASOJIDEK; TORZILLO; KOBLIZEK, 2013). A producio de ATP ¢ vinculada ao
transporte de elétrons em um processo semelhante a producdo de ATP pelo transporte

mitocondrial de elétrons (CAMPBELL; FARRELL, 2011).
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Figura 2 — Processo de fotossintese: reagcdes dependentes e independentes da luz
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A fixagdo do didxido de carbono ocorre na fase independente da luz, utilizando
NADPH e ATP produzidos na fase dependente da luz. A fim de fixar uma molécula de CO,,
duas moléculas de NADPH e trés de ATP sdo necesséarias (NELSON; COX, 2014). A conversao
de CO; em carboidratos ocorre por via ciclica completa, em trés estagios distintos, denominado

ciclo de Calvin (CAMPBELL; FARRELL, 2011; NELSON; COX, 2014).

Figura 3 — Ciclo de Calvin-Benson: Estagios de fixagdo de CO; em organismos
fotossintéticos
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No estagio 1 ocorre a fixacdo de CO2 em 3-fosfoglicerato. A enzima que catalisa a
incorporagdo do CO; em forma organica ¢ a ribulose-1,5-bifosfato-carboxilase/oxigenase
(Rubisco). No estagio 2 o 3-fosfoglicerato formado no estagio 1 € convertido em gliceraldeido-
3-fosfato. No estagio 3 ocorre a regeneracao da ribulose-1,5-bifosfato a partir das trioses-fosfato
(Figura 3) (NELSON; COX, 2014). Os principais produtos da fotossintese sao os carboidratos,
mas acidos graxos, aminoacidos e dcidos organicos também podem ser sintetizados no processo
de fixagdo de CO,. Condig¢des de cultivo, como intensidade luminosa, concentragcdes de COa,
O e nutrientes podem influenciar a formagdo de produtos na fotossintese (MASOJIDEK;

TORZILLO; KOBLIZEK, 2013).

3.3.2 Fatores que influenciam a fixa¢cdo de CO:2 por microalgas

A fixagdo de CO; por microalgas pode ser influenciada por diversos parametros
como espécie da microalga, fisico-quimicos (pH, temperatura, intensidade de luz, nutrientes,
concentragdo inicial do inoculo e poluentes toxicos dos gases de combustdo), parametros
hidrodinamicos (vazao, taxa de mistura e transferéncia de massa) (ZHAO; SU, 2014; YADAV;
SEN, 2017) e configuragdo do biorreator (CHEAH et al., 2015; PIRES et al., 2012).

Os topicos descritos a seguir abordardo os principais aspectos que influenciam o

processo de fixagdo de CO» por microalgas, estes relacionados com o presente trabalho de tese.

3.3.2.1 Concentragao ¢ vazao de CO;

O carbono ¢ o principal constituinte das microalgas, representando entre 30 e 50%
da massa seca das cé¢lulas. A fonte de carbono pode ser fornecida ao cultivo pela adigao de
bicarbonato e carbonato ao meio de cultura ou pela injecdo de COx ) (ar atmosférico 0,03%,
puro, misturas com ar ou proveniente de gases de combustao). Quando o COz() € fornecido aos
cultivos, deve-se levar em consideragdo que apenas o carbono que foi eficientemente
transferido para a fase liquida ¢ a fracdo que estéd disponivel para o consumo das células. Ao ser
injetado, o CO> reage com o meio liquido e ¢ transformado em &cido carbonico (H2CO3),
bicarbonato (HCO5") ou carbonato (CO3%") de acordo com o pH do meio (ACIEN et al., 2017).

Ao longo dos anos diversos estudos vém sendo realizados para investigar os efeitos
das concentragdes e vazdes de CO2 no cultivo de microalgas. Estes levam em consideragao
fatores como tolerancia das cepas, produtividade e composicdo bioquimica da biomassa,
aspectos de transferéncia de massa, a fim de melhorar a eficiéncia do processo (DUARTE-

SANTOS et al., 2016; FAN et al., 2007; MAEDA et al., 1995; MORAIS; COSTA, 2007a,



45

2007b, ROSA et al., 2011, Rosa et al., 2016; TANG et al., 2011; TOLEDO-CERVANTES et
al., 2013).

Tang et al. (2011) em cultivos de Chlorella pyrenoidosa SITU-2 relataram que o
aumento da concentragio de CO> (0,03 para 50% v v'!) causou a reducio do pH de 8,7 para 5,2.
A redugdo do pH devido a inje¢do de CO> ¢ um aspecto que necessita ser avaliado no cultivo
de microalgas. Quando elevadas concentragdes ou vazdes de CO; sdo fornecidas aos cultivos,
pode ocorrer o decréscimo do pH, prejudicando a atividade de enzimas envolvidas no processo
de fixacao de COa.

Moraes et al. (2016) avaliaram o efeito de diferentes vazdes de CO: em
fotobiorreatores tubulares verticais na fixagdo de CO2 e composicio da biomassa de Spirulina
sp. LEB 18. Os autores verificaram que o uso de menor vazio (0,085 L min™!), est4 enriquecida
com 12% (v v'') de CO, resultou em maior eficiéncia de fixacdo de CO, (80,1% m m™') e
elevado contetido proteico na biomassa (78,6% m m™).

A utilizagdo de CO> a partir de gases de combustdo vem sendo investigada como
potencial fonte de carbono para o cultivo de microalgas (COSTA et al., 2015; DUARTE;
FANKA; COSTA, 2016; DUARTE et al., 2017a; DUARTE; COSTA, 2017b; RADMANN et
al., 2011; VAZ; COSTA; MORALIS, 2016b). A composicao destes gases pode variar de acordo
com a matriz empregada na combustio para a geragao de energia. A queima do carvao mineral
pode emitir gases contendo concentracdes entre 5 e 15% de CO> (US DOE, 2010). Duarte et al.
(2017a) verificaram que Chlorella fusca LEB 111 apresentou potencial para fixar CO> a partir
de gases de combustdo da queima do carvao mineral, este contendo 10% de CO; e injetado a
uma vazdo de 0,05 vvm. Nesta condi¢do experimental, o cultivo com esta microalga atingiu
resultados maximos de produtividade de biomassa e fixagio didria de CO> de 80 mg L' d' e

360,1 mg L' d’!, respectivamente.

3.3.2.2 pH

O pH ideal para a maioria das microalgas encontra-se no intervalo entre 7,0 € 9,0
(WANG; LAN; HORSMAN, 2012), enquanto géneros como Spirulina apresentam melhores
taxas de crescimento entre 9,0 e 10,0 (VONSHAK, 1997). Este pardmetro fisico-quimico pode
influenciar a disponibilidade de nutrientes no meio de cultivo, bem como afetar o crescimento
das microalgas por meio de alteracdes nas rotas metabolicas, influenciando assim a absor¢do
de nutrientes pelas células (ZHOU et al., 2017). Segundo Zhao e Su (2014), a enzima Rubisco

pode ter sua atividade inibida em pH baixo, afetando o processo de fixagdo de CO».
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As variagdes do pH nos cultivos microalgais sdo resultados das reagdes envolvidas
no consumo de espécies de carbono e nitrogénio do meio de cultivo (ACIEN et al., 2017). Um
exemplo disso, ¢ o aumento do pH durante a fotossintese, devido a fixagao de CO: e o acimulo
de ions OH™ no meio liquido (GROBBELAAR, 2013). Quando o pH do cultivo ¢ elevado pode
limitar a disponibilidade de CO», e assim inibir o crescimento celular. No entanto, o pH elevado
pode suprimir a contamina¢do do cultivo com outros micro-organismos (CHEN; DURBIN,
1994).

O controle do pH no cultivo de microalgas pode ser realizado mediante a adi¢ao de
tampdes, acidos e alcalis (BARTLEY et al., 2014; LOURENCO, 2006), sendo estes mais
aplicados em escala de bancada, quando pequenos volumes sdo utilizados (LOURENCO,
2006). Em cultivos em grande escala, o controle do pH ¢ realizado por meio da adi¢do de CO»,
o qual pode ser injetado puro ou incorporado (1-5% v v!) com ar. Outra potencial fonte de CO>
¢ a utilizagdo de gases de combustio (5-15% de CO2) (ACIEN et al., 2017). Neste sentido, o
CO; além de manter o pH na faixa ideal para o crescimento das microalgas, também pode ser
utilizado como fonte de carbono pelas células (LOURENCO, 2006).

Sanchez et al. (2008) verificaram a influéncia do pH no crescimento e na eficiéncia
fotossintética de Scenedesmus almeriensis. O controle do pH dos cultivos foi realizado
mediante a injegdo de CO2 puro por demanda. Os autores observaram o maior resultado de

produtividade de biomassa (Figura 4) quando S. almeriensis foi cultivada em pH 8,0.

Figura 4 — Resultados de produtividade de biomassa de Scenedesmus almeriensis em funcao
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Qiu et al. (2017) avaliaram o efeito do controle do pH em diferentes valores (6,5;
7,0; 7,5; 8,0; 8,5) por meio da inje¢cdo de CO2 em cultivos de Chlorella sorokiniana. Os autores
verificaram maxima produtividade de biomassa em pH 6,5 (6,51 g d!), com adigdo de 13,32
gC02 Sbiomassa ', resultando em custo de produgdo de 2003 ton! de biomassa. No entanto, em pH
8,0 a produtividade de biomassa foi menor (4,62 g d!), contando com a adi¢io de 2,01 gco>
Gbiomassa . € custo de producdo de 30$ ton! de biomassa, sendo considerada a condi¢io mais

rentavel quanto ao fornecimento de CO».

3.3.2.3 Temperatura

A temperatura ¢ considerada um dos fatores que ndo s6 influencia a fixacdo de CO>
pelas microalgas, mas também a dissolu¢do deste gas no meio liquido. Quanto a solubilidade
do COz no meio liquido, segundo a Lei de Henry essa diminui com o aumento da temperatura
e reducdo da pressao. Com relacdo a atividade fotossintética das microalgas, tanto temperaturas
baixas quanto elevadas nao favorecem a fixacao de CO; e a produgdo de biomassa (YADAV;
SEN, 2017).

Segundo Zhou et al. (2017), a faixa ideal de temperatura para o cultivo de
microalgas pode variar entre 15 e 30°C. No entanto, algumas espécies podem apresentar
tolerancia a elevadas temperaturas. Maeda et al. (1995) avaliando o desempenho de Chlorella
sp. T-1 frente a diferentes temperaturas, verificaram que o valor ideal para o cultivo da cepa foi
35°C, embora esta apresentou crescimento até 40°C. Os autores também ratificaram a
importancia da selecdo de cepas que possuam tolerdncia a condi¢des adversas de cultivo
(elevadas concentragdes de CO» e temperatura), a fim de ampliar a aplicagdo de microalgas na
mitigacdo de gases de combustao.

Em cultivos microalgais, a temperatura aumenta principalmente devido a absor¢ao
de calor por radiaciio proveniente da fonte de luz utilizada (ACIEN et al., 2017). Neste sentido,
o controle de temperatura ¢ importante, a fim de garantir elevadas taxas de crescimento. Nos
cultivos em condi¢des indoor, o controle pode ser realizado utilizando salas climatizadas
isoladas termicamente (LOURENCO, 2006). Em condi¢des outdoor, em reatores em grande
escala, o fornecimento de calor pela radiagdo solar ¢ alto, podendo ocasionar o
superaquecimento das culturas (sistemas fechados) (BOSMA et al., 2007). Diante disso, se faz
necessario o emprego de sistemas para o controle da temperatura em uma faixa favoravel para
o crescimento (WANG; LAN; HORSMAN, 2012). Entre os métodos empregados, podemos

citar a pulverizagdo com 4agua, imersdo do reator em meio liquido, sombreamento ou
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incorporagdo de trocadores de calor no fotobiorreator (ACIEN et al., 2017; WANG; LAN;
HORSMAN, 2012).

3324 1Luz

A luz ¢ considerada o fator mais importante que influencia diretamente o
crescimento e a produtividade de biomassa por micro-organismos fotossintéticos
(RICHMOND, 2013). As fontes de luz utilizadas em cultivos microalgais podem ser divididas
em duas categorias, tais como: luz solar natural, a qual ¢ utilizada como fonte de energia por
cultivos outdoor (reatores abertos ou fechados) e a luz artificial, que € principalmente aplicada
em cultivos indoor (sistemas fechados). O efeito deste parametro em cultivos microalgais ¢
avaliado por meio da intensidade luminosa e pelos ciclos de luz (claro: escuro) (ZHAO; SU,
2014).

Como supracitado, o crescimento das microalgas ndo s6 ¢ influenciado pela
disponibilidade de luz, mas também pelo uso eficiente dessa forma de energia. Quando o
fornecimento de luz ocorre de maneira inadequada, este pode comprometer a produtividade de
biomassa, mesmo que as demais condigdes de cultivo estejam fixadas em seus valores 6timos
(TEBBANI et al., 2014).

Fatores como intensidade luminosa, profundidade do cultivo e concentragdo celular
podem influenciar os niveis de radiagéo incidente em cultivos microalgais (ACIEN et al., 2017).
Em cultivos submetidos a baixas intensidades luminosas, ou até mesmo com elevada
concentracdo de biomassa pode ocorrer o fendmeno de fotolimitagdo, no qual a radiagdo
incidente ¢ insuficiente para manutencao do crescimento (TEBBANI et al., 2014; ZHAO; SU,
2014). Por outro lado, quando microalgas sdo expostas a elevadas intensidades luminosas, pode
ocorrer a reducdo da atividade fotossintética das células pelo excesso de luz, fenomeno este
denominado como fotoinibigao (ACIEN; FERNANDEZ SEVILLA; MOLINA GRIMA, 2013).

Os efeitos da intensidade luminosa foram avaliados por Sung et al. (1999) no
crescimento de Chlorella KR-1 quando cultivada com injecdo de 10% de CO,. Os autores
verificaram que a microalga supracitada apresentou crescimento celular em todas as
intensidades luminosas empregadas (40, 120, 310 e 470 umol m? s). No entanto, os autores
verificaram que a concentragio maxima de biomassa (Xmax) (2,72 g L!) foi obtida com a maior
intensidade luminosa (470 pmol m?2 s™),

Rosa et al. (2011) avaliaram o crescimento de Spirulina sp. LEB 18 e Chlorella

kessleri em condic¢des indoor e outdoor com injecdo de CO,. Os autores observaram que
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Spirulina apresentou Xmax (4,95 g L) e fixacio maxima didria de CO2 (0,21 gcozfixado
gconinjetado T d1) quando cultivada com 6% de CO em condi¢des outdoor. Para o cultivo de C.
kessleri, os valores maximos de Xmax (2,62 e 2,50 g L") foram verificados nas concentragdes

de 12% e 18% de CO2, quando cultivada em condigdes outdoor.

3.3.2.5 Biorreatores

O cultivo de microalgas pode ser desenvolvido em duas principais categorias de
biorreatores, classificados como abertos e fechados (ACIEN etal., 2017; CHEAH et al., 2015;
CHISTL 2007; PIRES et al., 2012).

Os sistemas abertos sdo amplamente empregados para a producao de biomassa em
escala comercial, devido ao baixo custo de constru¢do e de operacdo (SLADE; BAUEN, 2013).
Como exemplo de sistemas abertos podemos citar as lagoas naturais, biorreatores do tipo
Raceway e de superficie inclinada (ZITTELLI et al., 2013). Este tipo de sistema possui
vantagens, tais como: facil limpeza e manutengao, exposi¢do direta a luz solar, menor acimulo
de oxigénio dissolvido e dispensam controle de temperatura. Por outro lado, a producdo de
biomassa em biorreatores abertos ¢ dependente das condi¢des climaticas e estes sdo mais
susceptiveis a contaminagdo por outros micro-organismos. Também podem apresentar elevadas
perdas de CO. e altas taxas de evaporagdo de dgua, bem como necessitam de maior
disponibilidade de 4rea de terra para instalagdo em comparagio aos sistemas fechados (ACIEN
et al., 2017; CHISTI, 2013).

Devido ao reduzido nivel de controle, os biorreatores abertos sdo indicados para a
producdo de biomassa de microalgas mais tolerantes, como Chlorella, Nannochloropsis,
Scenedesmus (ACIEN et al., 2017) e cepas que apresentam crescimento em meios seletivos,
como Spirulina (meio alcalino) e Dunaliella (meio altamente salino) (ACIEN et al., 2017;
ZITTELLI et al., 2013;).

Os biorreatores Raceway sdo comumente empregados no cultivo de microalgas,
principalmente para a producao de energia e no tratamento de aguas residuais (Figura 5). A
transferéncia de massa nesta configurag@o ¢ limitada devido ao baixo tempo de residéncia do
gas no meio de cultura, o que acaba por dificultar a aplicag@o deste tipo de sistema na fixacdo
de CO; (ACIEN; FERNANDEZ SEVILLA; MOLINA GRIMA, 2013). Diante disso, sdo
propostas modificagdes no projeto do biorreator Raceway, o qual € equipado com fosso
(aumento da coluna de liquido) para aumentar o tempo de contato gas/liquido (DUARTE-

SANTOS et al., 2016; GODOS et al., 2014).
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Os fotobiorreatores podem ser definidos como sistemas fechados, no qual a
principal fonte de energia (fotons) para o crescimento das microalgas nao incide diretamente
na superficie do cultivo, mas necessitam permear as paredes do biorreator antes de atingir as
células (TREDICI, 2004; ZITTELLI et al., 2013). Outro aspecto relevante ¢ a limitacdo de
trocas gasosas e de contaminantes entre o cultivo ¢ a atmosfera (ACIEN; FERNANDEZ

SEVILLA; MOLINA GRIMA, 2013).

Figura S — Vista aérea de biorreatores Raceway localizados na Estacdo experimental Las
Palmerillas (Fundagao Cajamar, Almeria, Espanha)

Fonte: CESPEDES (2016)

Os sistemas fechados (fotobiorreatores) podem ser classificados quando a
configuragdo, tais como: (i) tubulares ou planos; (ii) horizontais, verticais, inclinados e espiral,
(ii1) serpentina; (iv) hibridos; (v) flutuantes e (vi) biorreatores de biofilme (ZITTELLI et al.,
2013). O cultivo de microalgas em fotobiorreatores pode utilizar como fonte de energia, tanto
a luz natural (IPPOLITI et al., 2016; PAWLOWSKI et al., 2014a), quanto a artificial (FREITAS
et al., 2017b; ROSA et al., 2016).

A utilizagdo dos fotobiorreatores apresenta vantagens em relacdo aos sistemas
abertos, as quais podemos incluir: maior controle das condi¢des de cultivo (pH, temperatura),
maior eficiéncia fotossintética, menor area para a instalagdo, menores taxas de evaporacao de
agua, menores perdas de CO; para atmosfera, elevada produtividade de biomassa e menores
riscos de contaminagdo com outros micro-organismos (ACIEN; FERNANDEZ SEVILLA;
MOLINA GRIMA, 2013; PIRES et al., 2012). Este tipo de sistema ¢ comumente empregado



51

para a producdo de biomassa com alto valor agregado, estd com aplicacao na alimentacao
humana, animal e na extragdo de biocompostos utilizados em cosméticos e farmacos (ACIEN;
FERNANDEZ SEVILLA; MOLINA GRIMA, 2013). No entanto, estes sistemas apresentam
elevado custo de construgao e operagao, o que acaba por dificultar o aumento de escala (HO et
al., 2011).

Entre as configuracdes de fotobiorreatores mais empregadas para o cultivo de
microalgas destaca-se os tubulares, tanto em cultivos indoor em escala de bancada (Figura 6),
quanto em outdoor em escala piloto (Figura 7). Como exemplo de cultivos utilizando tubulares
em escala de bancada, podemos destacar os estudos realizados por Morais e Costa (2007c) e
Moraes et al. (2016), os quais empregaram fotobiorreatores tubulares com volume de 2 L para
o cultivo de microalgas como Spirulina sp., Chlorella kessleri e C. vulgaris, utilizando CO-
como fonte de carbono (Figura 6a). Morais e Costa (2007b) também avaliaram a taxa de fixa¢ao
de CO; e a producao de biomassa por Spirulina sp. € Scenedesmus obliquus em fotobiorreatores
tubulares verticais em série (Figura 6b). Os autores verificaram que o cultivo de Spirulina sp.
com o fornecimento de 6% de CO-, conduzido em fotobiorreatores tubulares em série resultou

em taxa média de fixagcdo de CO de 37,9%.

Figura 6 — Fotobiorreator tubular vertical (2 L) (a) e em série (b) empregados no processo de
fixacdo de CO: por microalgas
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Fonte: (a) Morais e Costa (2007c¢) e (b) Morais e Costa (2007b)

Em escala piloto, podemos destacar a Planta de producao de biomassa microalgal

localizada na Estacdo Experimental Las Palmerillas, Espanha. Esta planta possui 10
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fotobiorreatores tubulares verticais com volume de 3000 L (Figura 7a) e um fotobiorreator
tubular horizontal (Figura 7b), os quais sdo empregados na producdo de biomassa de microalgas
como Scenedesmus almeriensis € Nannochloropsis gaditana. Estes sistemas fechados sao
constituidos por tubulagdo receptora de luz e coluna de bolhas, por onde ocorre a recirculagao
do cultivo. Um dos inconvenientes do tubulares ¢ o elevado acimulo de oxigénio, o qual
favorece a ocorréncia do fendmeno de fotorrespiracdo, prejudicando o crescimento das
microalgas. Para resolver este problema, ar comprimido ¢ injetado na coluna de bolhas,
facilitando a dessor¢ao do O,. O CO; também pode ser fornecido pela coluna de bolhas, o qual
em cultivos em grande escala ¢ utilizado para o controle do pH e como fonte de carbono pelas
células. Outra problematica ¢ o aumento de temperatura devido a elevada absor¢do de calor
pela radiacdo solar. Neste sentido, se faz necessario a utilizagdo de um sistema de controle de
temperatura, conforme descrito do item 3.3.2.3 desta revisio (ACIEN; FERNANDEZ
SEVILLA; MOLINA GRIMA, 2013).

Figura 7 — Fotobiorreatores tubulares verticais (3.000 L) (a) e horizontal (3.000 L) (b)
empregados na produ¢do de Scenedesmus almeriensis localizados na Estacao experimental
Las Palmerillas (Fundagao Cajamar, Almeria, Espanha)

(a) (b)

Fonte: Acién, Fernandez Sevilla e Molina Grima (2013)

3.4 ESTRATEGIAS DE CULTIVO PARA A PRODUCAO DE MACROMOLECULAS

Diversas pesquisas relataram o efeito de condicdes de estresse no aumento da
concentracao de lipidios e carboidratos e compostos de alto valor agregado, como carotenoides

na biomassa microalgal. Entre as condi¢des avaliadas podemos citar, a limitagdo da fonte de
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nitrogénio (MARGARITES; COSTA, 2014; PANCHA et al., 2014), elevada temperatura
(CHOKSHI et al., 2015), luz (FREITAS et al., 2017a), aplicacdo de campos magnéticos
(BAUER et al., 2017) e salinidade (PANDIT; FULEKAR; KARUNA, 2017; PANCHA et al.,
2015; XIA et al., 2014). Além disso, sdo propostas estratégias de cultivo para o aumento da
produtividade destas macromoléculas, como a aplicacdo do duplo estdgio, batelada alimentada
e gradientes de salinidade (CHEN et al., 2017).

No presente trabalho de tese as variaveis de estudo foram a salinidade e aplicagao
da estratégia de duplo estagio na producdo de macromoléculas, as quais foram abordados nos

topicos a seguir.

3.4.1 Salinidade

Os efeitos nocivos da salinidade sob plantas terrestres e algas estdo associados a
estresse oxidativo, osmotico, i0nico e nutricional (MANSOUR, 2013; MANSOUR; SALAMA;
ALLAM, 2015). Microalgas marinhas podem tolerar até 500 mmol L' de NaCl, concentragio
presente na dgua do mar. Por outro lado, espécies de agua doce tem seu crescimento prejudicado
pelo aumento da concentragdo do sal no meio, devido ao elevado gasto de energia para eliminar
os ions e pela sintese de osmorreguladores (KIRROLIA; BISHNOI; SINGH, 2013; LARI et
al., 2016).

As algas possuem diferentes mecanismos fisioldgicos e bioquimicos para tolerar
elevada salinidade do meio. Entre as modificagdes do metabolismo podemos citar a interrupgao
da divisao celular e o estimulo do armazenamento de energia, acimulo de osmorreguladores,
regulacdo da troca i6nica através da membrana celular e restauragdo da pressao de turgor (GU
etal., 2012; MCNEIL; NUCCIO; HANSON, 1999; TALEBI et al., 2013). Ademais, o estresse
salino pode influenciar a fotossintese por meio da inibi¢ao do fotossistema II (FSII). Este fato
¢ atribuido principalmente pela inibi¢cdo da sintese proteica, a qual impede o reparo de danos
no FSII (TORZILLO; VONSHAK, 2013).

Diversos estudos relataram que o aumento da salinidade do meio pode promover o
incremento de lipidios em microalgas, os quais acumulam-se preferencialmente na forma de
triacilglicerol (TAG) (CHEN et al., 2017; LARI et al., 2016; PANCHA et al., 2015; PALIWAL
et al., 2017; PANDIT; FULEKAR; KARUNA, 2017; XIA et al., 2014). Shen et al. (2015) ao
adicionarem 50 g L' de NaCl no cultivo de C. vulgaris, verificaram aumento no contetido

lipidico da biomassa (28% m m™). Pandit, Fulekar e Karuna (2017) observaram que o aumento
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da concentra¢do de NaCl de 60 para 400 mmol L resultou no incremento do teor de lipidios
de 31,5 para 49,5% m m™! na biomassa de Chlorella vulgaris.

Quanto aos carboidratos, também ¢ relatado o acimulo desta macromolécula
durante o estresse salino. Aikawa et al. (2014) verificaram que o emprego de agua do mar para
o cultivo Symechococcus sp., resultou em maior acumulo de glicogénio (amido das
cianobactérias) nas células em comparagdo ao cultivo conduzido com agua doce. Da mesma
forma, Pandit, Fulekar e Karuna (2017) observaram acumulo de carboidratos na biomassa
(47,0% m m™') de Chlorella vulgaris quando cultivada com 400 mmol L' de NaCl. Os autores
atribuiram este acimulo aos agucares soluveis, os quais atuam na regulacdo osmdtica das

células frente ao estresse salino.

3.4.2 Duplo estagio

Ao longo dos anos diversas estratégias vém sendo investigadas visando o
desenvolvimento de cultivos mais eficientes quanto a produtividade de macromoléculas.
Segundo Ho et al. (2013, 2014) o processo considerado ideal deveria contemplar condi¢des que
favorecam o crescimento € ao mesmo tempo o acumulo de lipidios e carboidratos. No entanto,
o acumulo de compostos de reserva, sejam os carboidratos ou lipidios estd acompanhado pela
reducdo da produtividade de biomassa. Isso ocorre, sobretudo, pela mudanga das rotas
metabolicas em resposta as condigdes de estresse.

Diante da demanda por maior produtividade de lipidios e carboidratos, a estratégia
de cultivo em duplo estagio € proposta a fim de ampliar a viabilidade de producdo de biomassa
com aplicacdo em biocombustiveis e produtos de alto valor agregado (PANCHA et al., 2015;
RA et al., 2015; WANG et al., 2016). A estratégia de duplo estagio ¢ desenvolvida em duas
etapas. No primeiro estagio ¢ utilizado meio de cultivo repleto de nutrientes e demais condi¢des
Otimas até alcangar elevada concentragdo de biomassa. Logo apos os cultivos sdo submetidos
ao segundo estagio, no qual sdo aplicadas as condigdes de estresse. Esta estratégia de cultivo
favorece tanto o crescimento celular, quanto o acimulo de compostos de reserva na biomassa,
aumentando assim a produtividade das macromoléculas. Entre as estratégias aplicadas relatadas
na literatura podemos citar: priva¢do da fonte de nitrogénio, adi¢do de cloreto de sodio e
concentracao inadequada de ions (HO et al., 2014).

A Tabela 1 apresenta estudos da aplicagdo de estratégia em duplo estagio para
diferentes géneros de microalgas e os resultados de produtividade de macromoléculas apos a

aplicacdo da condicao de estresse.
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Tabela 1 — Cultivos em duplo estagio com diferentes condigdes de estresse, efeitos e
produtividade de macromoléculas (Pm, mg L' d).

Pm
Microalga Duplo estagio Efeito
(mg L1 d)
Privagao de *N + Aumento do crescimento e de 76,6
Nannochloropsis sp. o
luz** lipidios (lipidios)
Continuo*** + Aumento do crescimento e de 51,0
N. gaditana _ o
privagdo de *N lipidios (lipidios)
‘ Crescimento diminui ligeiramente e 77,8
C. vulgaris AG10032  Privagdo de *N o _ o
aumento significativo de lipidios (lipidios)
) Crescimento raramente afetado e 352,9
S. obliguus CNW-N  Privacdo de *N .
aumento de carboidratos (carboidratos)
) Crescimento melhorou ligeiramente 78,7
S. obliquus CNW-N  Privagdo de *N o
e os lipidios aumentaram (lipidios)
Privagdo de *N +  Crescimento raramente afetado e
N. oleoabundans 51,6 (TAG)
luz** + Fe aumento de TAG****
Adicao de Crescimento raramente afetado e 60,7
S. obtusus XJ-15 o _ o
NaCl aumento significativo de lipidios (lipidios)

Fonte: Adaptado de Ho et al. (2014) * fonte de nitrogénio; ** intensidade luminosa; *** cultivo continuo; ****
triacilglicerol

3.5 HISTORICO DA LINHA DE PESQUISA EM QUE A TESE ESTA INSERIDA

O Laboratorio de Engenharia Bioquimica (LEB) da Universidade Federal do Rio
Grande (FURG) vem desenvolvendo pesquisas com cultivos de microalgas desde 1996. Entre
os projetos desenvolvidos pelo LEB, a biofixagdo de CO» por microalgas teve inicio no ano de
2005, a partir do convénio firmado com a Eletrobras e a Companhia de Geracdo Térmica de
Energia Elétrica (CGTEE). Com o desenvolvimento das pesquisas foi projetada e construida
uma Planta de Biofixa¢do de CO2 por Microalgas na Usina Termelétrica Presidente Médici
(UTPM), no municipio de Candiota no Rio Grande do Sul (RS).

A partir deste convénio foram desenvolvidos diversos estudos relacionados a
fixagdo de CO2 por microalgas, a nivel de graduacdo, mestrado e doutorado, dos quais
originaram diversos artigos cientificos publicados em periddicos internacionais. Estes
contemplaram o desenvolvimento e utilizagdo de diferentes fotobiorreatores (MORAIS;
COSTA, 2007b,c), emprego de diferentes concentragdes de CO> (MORALIS; COSTA, 2007b,
2007c, 2008a; ROSA et al., 2011) e o isolamento de cepas nativas (MORAIS; COSTA, 2007a;
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RADMANN et al., 2011). Ademais, foram realizados estudos aplicando gas de combustao real
(proveniente da UTPM) (COSTA et al.,, 2015; DUARTE et al., 2017a; VAZ; COSTA;
MORALIS, 2016b), gas de combustio simulado (DUARTE; FANKA; COSTA, 2016;
DUARTE; COSTA, 2017b) e efluentes so6lidos (cinzas) (VAZ; COSTA; MORALIS, 2016a).
Quanto aos parametros do processo, a transferéncia de massa de CO; para o meio liquido
(MORAES et al., 2016), modos de condugao (MOREIRA; COSTA; MORAIS, 2016) e reciclo
de nutrientes (MORAES et al., 2015) foram avaliados. Também se buscou realizar a integragao
da fixagdo quimica (absorvente quimico) e bioldgica (microalgas), a fim de maximizar a
conversao do CO; em biomassa (ROSA et al., 2015, 2016). Outro aspecto avaliado foi a
composi¢ao da biomassa quanto ao conteudo lipidico e o perfil de acidos graxos (MORALIS;
COSTA, 2008b; RADMANN; COSTA, 2008).

Parte do trabalho de tese foi desenvolvido durante o periodo de doutoramento
sanduiche no exterior, junto ao Grupo de pesquisa de “Biotecnologia de Microalgas Marinhas
da Universidad de Almeria”, Espanha. Entre as linhas de pesquisa abordadas pelo presente
grupo, destacam-se o emprego de microalgas no tratamento de aguas residuais (GOMEZ-
SERRANO et al., 2015; POSADAS et al., 2015) e o desenvolvimento, controle, operacao e
dimensionamento de fotobiorreatores em escala piloto para produgdo de biomassa microalgal
(ACIEN etal., 1998,2012,2017; ACIEN; FERNANDEZ SEVILLA; MOLINA GRIMA, 2013;
ANDRADE et al., 2016a, 2016b; BERENGUEL et al., 2004; DUARTE-SANTOS et al., 2016;
FERNANDEZ et al., 2012, 2014; GODOS et al., 2014; IPPOLITI et al., 2016; MENDOZA et
al., 2013a, 2013b; MOLINA GRIMA et al., 1999; MOLINA et al., 2001; PAWLOWSKI et al.,
2014a, 2014b, SAN PEDRO et al., 2014, 2015, 2016). O grupo desenvolve as atividades de
pesquisa na Universidad de Almeria e na Estacdo Experimental Las Palmerillas pertencente a
Fundagdo Cajamar. Esta estagdo experimental conta com uma planta piloto com dez
fotobiorreatores tubulares verticais e um horizontal, utilizados para a produgdo de biomassa
microalgal. A planta também possui oito biorreatores do tipo Raceway utilizados no cultivo de
microalgas com aguas residuais.

Neste sentido, o presente trabalho de tese buscou contribuir com as linhas de
pesquisa, mediante o estudo de parametros de processo e avaliacdo de estratégias de cultivo
para aumento da fixacdo de CO, por microalgas e ampliacdo da aplicabilidade da biomassa na

produgdo de bioenergia.
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4 DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

O presente trabalho de tese foi dividido em quatro etapas, sendo que as duas
primeiras foram desenvolvidas no Laboratério de Engenharia Bioquimica (LEB) na
Universidade Federal do Rio Grande (FURG). Na primeira etapa foi avaliado o efeito de
diferentes concentracdes de didxido de carbono (CO2) no cultivo de Chlorella fusca LEB 111.
Na segunda etapa foi avaliada a influéncia da adi¢ao de cloreto de sodio e da aplicagdao da
estratégia de cultivo em duplo estagio com inje¢ao de CO; no crescimento e na produtividade
de macromoléculas de C. fusca LEB 111. A cepa utilizada nestas etapas do trabalho foi isolada
pela equipe do LEB em lagoas de sedimentacdo de cinzas da Usina Termelétrica Presidente
Médici (UTPM).

As demais etapas foram realizadas durante o periodo de doutorado sanduiche no
exterior, juntamente com o grupo de pesquisa de Biotecnologia de Microalgas Marinhas da
Universidad de Almeria, na Espanha. Neste periodo foram avaliados os efeitos da vazio de CO»
e do pH no crescimento e eficiéncia de utilizacdo de CO; pela microalga marinha
Nannochloropsis gaditana.

Cada etapa do trabalho correspondeu a um artigo cientifico, distribuidos do seguinte

modo:

Artigo 1 - Fixacdo de COz por Chlorella fusca: Potencial para a mitigacdo de gases
de efeito estufa e producdo de biomassa.

Artigo 2 — Cultivo de Chlorella fusca em duplo estagio com adi¢ao de CO> e NaCl.

Artigo 3 - Produgdo de Nannochloropsis gaditana em fotobiorreatores tubulares em
escala piloto: Influéncia da vazdo de CO2 no controle do pH e no fornecimento de carbono.

Artigo 4 - Avaliagdo do efeito do pH na produgao de biomassa de Nannochloropsis

gaditana e no fornecimento de CO; em fotobiorreatores tubulares.
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ARTIGO 1
FIXACAO DE CO; POR Chlorella fusca: POTENCIAL PARA A MITIGACAO DE GASES
DE EFEITO ESTUFA E PRODUCAO DE BIOMASSA
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FIXACAO DE CO:2 POR Chlorella fusca: POTENCIAL PARA A MITIGACAO DE
GASES DE EFEITO ESTUFA E PRODUCAO DE BIOMASSA

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi verificar a influéncia de diferentes concentragdes de CO2 no
cultivo de Chlorella fusca LEB 111 por meio de parametros de crescimento, fixagdo de CO»,
perfil proteico, composicao e potencial de aplicagdo da biomassa. Os ensaios foram realizados
em fotobiorreatores tubulares verticais de 1,8 L, a 30°C, 44,8 umolstons m™ s!, fotoperiodo 12h
claro:12 h escuro, por 15 d. No periodo claro, a corrente gasosa utilizada para agitacdo dos
cultivos, com vazdo de 0,45 L min™!, foi enriquecida com CO; nas concentragdes de 5, 10 e
15% v v'!. Para efeito de comparagio, ensaios controles foram realizados, com meio BG-11
padrdo e com injecdo de ar (0,03% de CO;). Com esse estudo foi possivel verificar que o
fornecimento de 15% de CO> resultou em maiores valores de produtividade de biomassa (194,3
mg L d'!) e taxa de fixagdo de CO; (390,9 mg L' d'!), sendo estes resultados 42,3% e 55,8%
superiores, respectivamente, quando comparado ao ensaio cultivado com 0,03% de CO,. Com
relagiio ao teor de carboidratos (31,9% m m™') e producio teodrica de etanol (14,5 mL 100 g! de
biomassa), as maiores respostas foram encontradas com a adi¢gdo de 10% de CO,. O
fornecimento das concentragdes de 5% (29,6% m m™) e 15% de CO; (28,3% m m™!) também
contribuiram para o acumulo de lipidios na biomassa. Portanto, foi demonstrado que C. fusca
apresenta potencial na mitigacdo de CO; e a biomassa produzida pode ser aplicada na produgao
de biocombustiveis, como biodiesel e bioetanol.

Palavras-chave: Aquecimento global. Biocombustiveis. Biofixa¢do. Dioxido de carbono.

Microalga.
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1 INTRODUCAO

A agdo antropica, principalmente relacionada a queima de combustiveis fosseis e
desmatamento florestal, intensificou a emissao de gases de efeito estufa (GEE) para a atmosfera
(CHEAH et al., 2015). Entre os GEE, o diéxido de carbono (COz) ¢ considerado um dos
principais causadores desse efeito, contribuindo para o aumento da temperatura terrestre e
mudangas climaticas sentidas no periodo contemporaneo (KASSIM; MENG, 2017). A
concentracdo de CO> nos gases de combustdo pode variar de acordo com o combustivel
utilizado, por exemplo, de 5 a 6% para o gas natural e de 10 a 15% para o carvao mineral
(HENDE; VERVAEREN; BOON, 2012; US DOE, 2010).

Diversas estratégias de mitigacdo de CO2 vém sendo aplicadas e investigadas, tais
como processos fisicos, quimicos e biologicos (ZHOU et al., 2017). A biotecnologia microalgal
¢ considerada uma estratégia bioldgica promissora, por esses micro-organismos apresentarem
elevada eficiéncia fotossintética na bioconversao de CO2 em biomassa em comparagdo com as
plantas terrestres (WANG et al., 2008; ZHAO; SU, 2014). Além disso, a biomassa produzida ¢
composta principalmente de proteinas, carboidratos e lipidios, que podem ser utilizados na
produgdo de bioprodutos de alto valor agregado e biocombustiveis, como biodiesel e bioetanol
(CHEAH et al., 2015, 2016; MORALIS et al., 2016).

O carbono ¢ considerado um dos principais nutrientes no cultivo de microalgas,
representando em média 50% do teor de biomassa (GROBBELAAR, 2013). Dessa forma, a
fonte de carbono representa um recurso chave para a manutencdo do crescimento (HENDE;
VERVAEREN; BOON, 2012). Neste contexto, o uso de gases de combustdo no cultivo de
microalgas, ndo so contribui com a reducdo de custos com a fonte de carbono, como também
se torna uma alternativa promissora para capturar GEE (MATA; MARTINS; CAETANO,
2010). A microalga Chlorella fusca LEB 111, isolada de &gua proveniente da lagoa de
sedimentacao de cinzas da Usina Termoelétrica Presidente Médici (UTPM), apresentou
resultados promissores quando cultivada com gas de combustdo e cinzas, estes residuos do
processo da usina (DUARTE; FANKA; COSTA, 2016; VAZ; COSTA; MORALIS, 2016).

O processo de fixagdo de CO2 por microalgas pode ser influenciado por diversos
parametros, tais como: espécie da microalga, concentragao de CO», vazao, pH, configuracao do
fotobiorreator, temperatura e luz (ZHAO; SU, 2014; ZHOU et al., 2017).

Diante disso do exposto, o objetivo do presente estudo foi verificar a influéncia de

diferentes concentracdes de CO; no cultivo de Chlorella por meio da determinagdo de
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parametros de crescimento, fixacdo de CO», perfil proteico, composi¢cdo da biomassa, bem

como potencial de aplica¢do da biomassa.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MICRO-ORGANISMO E MEIO DE CULTIVO

A microalga utilizada foi Chlorella fusca LEB 111 pertencente a Colecao de
Culturas do Laboratério de Engenharia Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande
(FURG), Brasil (ANEXO I — Figura A1). A cepa foi isolada de 4gua proveniente de lagoa de
sedimentacdo de cinzas na Usina termoelétrica Presidente Médici (UTPM), na cidade de
Candiota, sul do Brasil (DUARTE; FANKA; COSTA, 2016). A cepa foi mantida em meio de
cultivo BG-11 (Anexo I — Tabela A1) (RIPPKA et al., 1979), sendo que o indculo utilizado foi

mantido em meio BG-11 sem carbonato de sodio (Nax2COs3).

2.2 FOTOBIORREATOR E CONDICOES EXPERIMENTAIS

Os ensaios foram realizados em duplicada em fotobiorreatores tubulares verticais

(FBRTYvV), com volume total de 1,8 L e volume 1til de 1,5 L (Figura 1).

Figura 1 — Diagrama esquematico do fotobiorreator tubular vertical
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Fonte: Adaptado de Morais e Costa (2007)
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Os cultivos foram mantidos por 15 d a 30°C, fotoperiodo 12 h claro e 12 h escuro
e iluminancia de 44,8 pmolssons m? 57!, essa fornecida por 1ampadas tubulares fluorescentes de
40 W. A concentracio inicial do cultivo foi 0,2 g L' (MORAIS; COSTA, 2007) e o meio de
cultivo empregado foi BG-11 modificado, isento de carbonato de sodio (Na2CO3) (Anexo I -
Figura A2).

Os ensaios foram conduzidos em modo de batelada alimentada em relagdo a fonte
de carbono (CO; puro, 99,5%). A agitagdo dos cultivos foi realizada mediante borbulhamento
de ar comprimido injetado através de aspersor (pedra sinterizada), localizado na parte inferior
do fotobiorreator, a vazio de 0,45 L min"! (MORAES et al., 2016). No periodo claro, a corrente
gasosa composta por ar comprimido foi enriquecida com diferentes concentragdes de CO: (5,
10 e 15% v v'!). O COxs foi fornecido de maneira intermitente, 1 min h™!. As vazdes de ar e CO
foram controladas por medidores de vazao (Cole Parmer, EUA).

A fim de avaliar o efeito das diferentes concentra¢cdes de CO2 no cultivo foram
realizados um ensaio controle, com meio de cultivo BG-11 contendo como fonte de carbono o
Na>COs e outro ensaio com 0,03% (v v'') de CO: (concentracdo de CO, presente no ar) com
meio BG-11 isento de carbonato de sodio. Nestes ensaios a agitacdo também foi realizada
mediante a inje¢ao de ar comprimido. A evaporagdo dos cultivos foi compensada diariamente

pela adigdo de agua destilada estéril.

2.3 DETERMINACOES ANALITICAS

A concentragdo de biomassa (Xp) foi determinada diariamente por
espectrofotometria (Shimadzu UV/VIS UVMini-1240, Japao) a 670 nm (COSTA et al., 2002),
utilizando curva padrdo de C. fusca LEB 111 (Xp = 0,2612 absorbancia - 0,0064, com R? =
0,9941). O pH foi determinado diariamente por meio de pHmetro digital (Metter Toledo
FiveGo™, Suica) e a alcalinidade total foi determinada por titulagdo potenciométrica a cada 72
h (APHA, 1998). Essas respostas foram utilizadas para calcular a concentracdo de carbono
inorganico dissolvido (CID) e as fragdes de carbonato (CO3>") e bicarbonato (HCOs"), seguindo
as equagdes de equilibrio (BRUNE; NOVAK, 1981; CAMACHO RUBIO et al., 1999), como
demonstrado por Rosa et al. (2015).

Para isso, presume-se que todas as espécies quimicas em equilibrio (Equagao 1)

representam o carbono inorganico total dissolvido.

kqy sk 2.
COZ(aq) = H2C03 = HCO3 = CO3 (1)
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A soma das concentragdes das espécies CO2 e H2COs foi representada por CO2*,
pois a concentragao no equilibrio da primeira ¢ considerada aproximadamente 650 vezes maior

que a segunda. As Equagdes 2 e 3 mostram as constantes de equilibrio na Equacao 1 a 30°C.

_HCONMH') s

= T1c0, @

_ [coTH ] —107102

2 [HCO3] 3)

As concentragdes de cada espécie (Equagdes 4, 5 ¢ 6) foram calculadas a partir das

fracdes de ionizagdo (a) e da concentragdo de carbono inorganico total (TC).

[CO,]=0,.TC (4)
[HCO3]=a,.TC (5)
[CO%J=0,.TC (6)

As fragdes de ionizagdo de cada espécie quimica no equilibrio foram calculadas

como uma fung¢do do pH e das constantes de ionizagdo ki e k> (Equagdes 7, 8 € 9).

1
0= — (7
< H (H+)2>
1
0 — (8)
(1 )
ki H
1
= (9)
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A concentragdo de TC ndo pode ser determinada diretamente, entdo foi substituida

pela alcalinidade total (Equagao 10).

Alcc=[HCO5]+2[CO3 =0, TC+20, TC (10)

A concentragdo de cada espécie quimica no balanco de carbono foi obtida de acordo

com as Equacoes 11, 12 e 13.

CO, =g, 2CC 1
[ 2]—(100”+20L2 (11)
HCO; e (12)
[ 3170y T+ 20,
AICC
0% =0, ——— 13
[CO3T=0s ;- (13)

Assim, a partir da concentragdo de cada espécie quimica no equilibrio, foi calculada

a concentracao de carbono inorganico dissolvido (CID) (Equagdo 14).

[CID] =[CO,] + [HCO3] + [CO%'] (14)

2.4 RECUPERACAO E CARACTERIZACAO DA BIOMASSA

Ao final dos ensaios, a biomassa foi recuperada do meio liquido por centrifugagao
(Hitachi himac - CR-GIII, Japao) (15.200 g, 20°C e 10 min), ressuspendida em agua destilada
e novamente centrifugada nas mesmas condi¢des para remog¢ao dos sais. Ademais, a biomassa
concentrada foi congelada a -80°C durante 48 h, liofilizada (Labconco, EUA) e armazenada a
-20°C para posterior caracterizacao.

A quantificacdo do teor de proteinas e carboidratos foi realizada em extratos,
preparados com 10 mg de biomassa liofilizada ressuspendida em 20 mL de 4agua destilada e
posteriormente submetida a ruptura celular em sonda ultrassonica (Cole Parmer, CPX130,
EUA), com amplitude de 25%, 10 ciclos de funcionamento, sendo 59 s ligado e 59 s desligado.
O procedimento de ruptura celular foi realizado em banho de gelo, a fim de evitar o

aquecimento, bem como a degradagdo dos compostos presentes na biomassa.



70

A concentracdo de proteinas nos extratos supracitados foi determinada pelo método
colorimétrico proposto por Lowry et al. (1951), com prévia hidrdlise térmica e alcalina,
utilizando curva padrdo de albumina de soro bovino (pureza de 98%). O teor de carboidratos
nos extratos foi quantificado pelo método fenol-sulfurico, empregando curva padrao de glicose
(DUBQOIS et al., 1956).

Os lipidios presentes na biomassa foram quantificados pelo método colorimétrico
proposto por Marsh e Weinstein (1966). O presente método baseia-se na extracao dos lipidios
de 10 mg de biomassa liofilizada, mediante o emprego da mistura de solventes cloroformio:
metanol, seguida de agitacdo em agitador de tubos com esferas de vidro e aquecimento a 60°C.
Ap0s o extrato lipidico obtido foi novamente evaporado e carbonizado com acido sulftrico P.A
em termobloco, a 200°C, por 15 min. A quantificacdo dos lipidios na biomassa foi realizada por
espectrofotometria (SHIMADZU UV MINI 1240, Japao) a 375 nm, utilizando curva padrao de
tripalmitina (HOLLAND; GABBOTT, 1971).

O teor de umidade na biomassa foi determinado utilizando metodologia da AOAC
(2000). A concentracao de carbono elementar na biomassa foi determinada em analisador
elementar CHNS/O (Perkin Elmer 2400, EUA), utilizando acetanilida como padrdao de

referéncia certificado.

2.5 PERFIL PROTEICO

As proteinas foram extraidas de 2 mg de biomassa liofilizada (FREITAS et al.,
2017a) por adigdo de tampdo amostra (4x tampdo amostra: Tris/HCI (80 mmol L' - pH 6,8),
dodecilsulfato de s6dio-SDS (2% m v!), glicerol (15% v v'!), m-cresol ptrpura (0,006% m v-
1) e 2-mercaptoetanol (0,1 mol L)). As amostras foram aquecidas durante 5 min a 98°C,
seguido de centrifugacdo a 10.000 g durante 1 min. Os extratos de proteina foram submetidos
a eletroforese descontinua em gel SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE). A eletroforese das
proteinas foi realizada de acordo com Laemmli (1970), utilizando gel de acrilamida de
concentracdo (5%) e gel de acrilamida de separagdo (12,5%). Os pocos foram carregados

igualmente com 15 pL de extrato.

2.6 PARAMETROS DE CRESCIMENTO

A partir dos valores de concentracao de biomassa foram obtidas as concentragdes
méximas de biomassa (Xmax, g L) € calculadas as produtividades volumétricas de biomassa

(Px, mg L' d'!) por meio da Equagio 15, onde X; (mg L) é a concentragdo de biomassa no
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tempo t (d) e Xo (mg L) é a concentragdo de biomassa no tempo to (d). A produtividade
volumétrica maxima de biomassa (Pmax, mg L' d!) foi o maximo valor de produtividade obtido

em cada ensaio.

p, = %0 (15)

A velocidade especifica maxima de crescimento (pmax, d”') foi obtida por regressio
linear da fase logaritmica de crescimento da microalga (In X versus t). O tempo de geragdo de

biomassa (tg, d) foi calculado aplicando a Equagao 16.

{ =12 (16)

Hméx

2.7 PARAMETROS DE FIXACAO DE CO»

A taxa de fixagdo de CO; (Tcoz, mg L' d!) foi calculada por meio da Equacio 17,
onde Px (mg L' d'!) é a produtividade de biomassa, Xcom é a fracio de carbono determinada
pela analise elementar, MMcoz (g mol™') e MMc (g mol!) sdo as massas molares de didxido de

carbono e carbono, respectivamente (TOLEDO-CERVANTES et al., 2013).

MMcoz
MMc

(17)

Tco2= Px Xeom'

A eficiéncia de utilizagio de CO2 (Eco2, % m m™) foi calculada aplicando a
Equacdo 18, onde Tcoz (mg L! d!) ¢ a taxa de fixagdo de COa, Va (L) é o volume util do
fotobiorreator e mco2 (mg d!') é a taxa maéssica de CO: fornecida aos cultivos (ZHANG;
KURANO; MIYACH]I, 2002). A concentracdo de CO» presente no ar comprimido (0,03% v v

1) injetado foi considerada no célculo da taxa massica de CO..

T..-'V,.
_ TeorV) o (18)

co2 :
M,
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2.8 CONVERSAO TEORICA DE CARBOIDRATOS EM ETANOL

A conversdo tedrica de carboidratos em etanol foi calculada utilizando base de
calculo de 100 g de biomassa, concentragdo de carboidratos na biomassa, conversao
estequiométrica teorica de glicose em etanol de 0,511 e eficiéncia de conversao da biomassa

em etanol de 70% (ROSA et al., 2015).

2.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos ensaios foram avaliados mediante analise de varidncia

(ANOVA), seguida pelo teste de Tukey para comparagdo de médias com 95% de confianga.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os cultivos de C. fusca com diferentes concentragcdes de CO> e o ensaio controle
(Figura 2a) nao apresentaram fase de adaptagdo. Os resultados estdo de acordo com Duarte et
al. (2016), que encontraram auséncia de fase de adaptacao utilizando a mesma cepa, mas com
injecdo de gas de combustdo sintético no cultivo. Os autores sugerem que o fato da microalga
ter sido isolada proxima a uma Usina termoelétrica, fonte emissora de CO2, pode ter contribuido
com a pré-adaptagdo do micro-organismo a essas condi¢des. Portanto, essa cepa possui maior
capacidade em tolerar altas concentragdes de CO2, sem apresentar fase /lag de crescimento.

A fase exponencial de crescimento, em todas as condi¢des experimentais, foi
considerada entre o tempo 0 e o 3° d de cultivo (Tabela 1). Os melhores resultados de
produtividade da biomassa para os ensaios com adicao de 5, 10 e 15% de CO; (Figura 2b) foram
observados entre o0 2° e o0 5° d. Para os cultivos com a adi¢do de ar (0,03% de CO2) e controle
(adigcdo de Na>COs3), os maiores valores de Px foram verificados entre 0 1°e 2°d e 2° e 3°d de
cultivo, respectivamente. Apds estes periodos foi possivel observar declinio dos valores de Px,
possivelmente pela ocorréncia da fotolimitagao dos cultivos. De acordo com Chen et al. (2013),
quando a concentragcdo de biomassa aumenta pode ocorrer o efeito de fotolimitagao, limitando
a passagem da luz para o cultivo. Esse fendmeno também foi observado por Moraes et al. (2016)
ao cultivar Spirulina sp. LEB 18 com inje¢ao de COo.

A tolerancia a altas concentragdes de CO; e a capacidade de fixagdo desse gas, estdo
relacionadas as caracteristicas de género e espécie das microalgas (SINGH; SINGH, 2014).
Estudos relataram que algas verdes apresentam resultados promissores quando cultivadas em

meios de cultivo com elevada concentragao de CO, (DUARTE et al., 2017a; FAN et al., 2007;
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TANG et al., 2011; TOLEDO-CERVANTES et al., 2013; VAZ; COSTA; MORAIS, 2016Db).
Entre as cepas estudadas, Chlorella ¢ amplamente utilizada no processo de fixacdo de CO>
(SINGH; SINGH, 2014). No presente estudo foi utilizada a microalga Chlorella fusca LEB
111, a qual em outros estudos também apresentou potencial para fixar de CO» proveniente de

gases de combustao (DUARTE; FANKA; COSTA, 2016; VAZ; COSTA; MORALIS, 2016Db).

Figura 2 - Concentragdo de biomassa (a) e produtividade de biomassa de C. fusca (b): (®)
controle, (1) 0,03% CO2, (O) 5% CO2, (4)10% COz e (A) 15% CO, (média + desvio padrio)
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O ensaio com injecdo de 15% de CO; apresentou os maiores resultados de Xmax
(2,22 g L), Pmax (1943 mg L' d) e pmax (0,42 d') e 0 menor t, (1,67 d) (p < 0,05) (Tabela 1).
Além disso, todos os ensaios com COz (5, 10 e 15% v v'!) apresentaram melhores resultados
desses parametros, com diferenga significativa (p <0,05) em relacdo aos ensaios controle e com
adi¢do de 0,03% de COz. A injecdo de 15% de COz no cultivo promoveu o aumento de 19,4%
de Xmax, 42,3% de Pmax € 16,7% de pmax, bem como redugao de t; em 13,9%, quando comparado
ao ensaio com 0,03% de CO». Desta forma, verificou-se que o aumento da concentragao de CO>
(Tabela 1) permitiu o incremento do crescimento da microalga.

Da mesma forma, Tang et al. (2011) observaram que o aumento de 0,03 para 10%
da concentragdo de CO», melhorou as respostas de crescimento (Xmix, Pmax € Mmax) das
microalgas Scenedesmus obliquus SITU-3 e Chlorella pyrenoidosa SITU-2. Kassim e Meng
(2017) cultivando Tetraselmis suecica também verificaram que os maiores resultados de Xmax

(0,72 g L) € Pmax (67,6 mg L' d!) foram obtidos nos cultivos com inje¢do de 15% de CO..
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Tabela 1 — Resultados de concentracdo maxima de biomassa (Xmsx), produtividade maxima
de biomassa (Pmax), velocidade especifica maxima de crescimento (Umax) € tempo de geracao
(to) dos cultivos de C. fusca LEB 111.

Xmax Pmsx Wmax tg At
Ensaio R2#*
(gL (mg L' d™) (i) (d) (d*

Controle 1,96°+0,02 160,7°+22  0,36°+0,01 1,93°+0,01 0-3 0,952 + 0,004
0,03% 1,864+0,04 136,89+1,5 0,36°+0,01 1,94°+0,04 0-3 0,988+0,012
5% 2,07°+0,03 176,5°+7.1 0,40°+0,01 1,75*+0,06 0-3 0,981 + 0,001
10%  2,08°+0,02 171,9°+41 039°+0,01 1,78°+0,04 0-3 0,980+ 0,001
15%  2,222+0,03 1943*+2,7 042°+0,01 1,67°+0,04 0-3 0,980+ 0,003

Letras sobrescritas iguais na mesma coluna indicam que as médias ndo diferiram estatisticamente ao nivel de 95%
de confianga (p> 0,05); At: inicio-fim da fase exponencial de crescimento; ** R?: Coeficiente de determinagio da
regressao linear aplicada a fase logaritmica de crescimento do perfil In x versus t.

Além de fatores como a concentragdo de CO2 na corrente gasosa e a vazdo, a
determinagdo da forma como este gas sera injetado no cultivo deve ser considerada. De acordo
com estudos realizados por Chiu et al. (2009), Acién et al. (2012b) e Jiang et al. (2013), o CO>
pode ser injetado no cultivo de microalgas continuamente, por demanda ou intermitente,
resultando assim em alteracdes do pH do cultivo, bem como influenciando no crescimento ¢ na
capacidade de absorcdo do carbono pelas células. Chiu et al. (2009) cultivando
Nannochloropsis oculata com injecdo continua de gas enriquecido com diferentes
concentracoes de CO» verificaram incremento no crescimento com 2% de CO; em comparagao
com o cultivo com inje¢do de ar (0,03%). Os autores também relataram que o fornecimento de
5%, 10% e 15% de COz inibiu completamente o crescimento da microalga. Contudo, Duarte e
Costa (2017b) cultivando Symechococcus nidulans LEB 115, observaram que a injegdo
intermitente de gas de combustdo simulado (10% de COz) ndo resultou na redu¢do do pH do
cultivo, bem como contribuiu para que fosse alcancada produtividade de biomassa semelhante
ao resultado obtido no ensaio controle. De acordo com Jiang et al. (2013), o fornecimento de
gas de combustdo por meio de injecao intermitente por feedback de pH, atenuou a acidificagao
do meio de cultivo, além de contribuir para o aumento da eficiéncia de utilizagdo de CO,. No
presente estudo, o CO> foi também fornecido aos cultivos de forma intermitente, evitando
reducdes acentuadas nos valores de pH, as quais poderiam comprometer a produtividade de
biomassa e a fixagao de COa,.

O carbono inorganico dissolvido (CID) em ambientes aquaticos pode estar
disponivel nas formas de CO2, H,CO3;, HCO3™ e COs* (ZHOU et al., 2017). Contudo, o COz e

o HCOj™ sdo as principais formas utilizadas por microalgas como fonte de carbono (ZHAO;
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SU, 2014). O valor de CID no meio liquido (Figura 3a) aumentou ao longo do tempo de cultivo,
sendo que a maior concentracio de CID (124,0 mg L) foi verificada no ensaio com 15% de
COs. Esse valor obtido no ensaio com adic¢ao de 15% de CO» foi 32,8%, 26,4%, 27,1% ¢ 14,0%

superior aos ensaios com 0,03% de CO», controle, 5% e 10% de CO», respectivamente.

Figura 3 - Concentragdo de carbono inorganico dissolvido (CID) em fun¢ao do tempo (a) e
fragdes de CID (HCOs e CO3*") no meio liquido dos ensaios com diferentes concentragdes de
CO2 no 15°d (b) (média + desvio padrao)
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Tang et al. (2011) verificaram que o aumento das concentragdes de CO2 de 0,03%
para 50% (v v'!) resultaram no incremento de CID no meio liquido no cultivo de Chlorella
pyrenoidosa de 15,0 para 79,6 mg L. No corrente trabalho, embora a maior parcela de CID
em todos os tratamentos foi representada na forma de HCOs3", a maior concentragdo desse ion
foi verificada no ensaio com 15% de CO;. As concentracdes de CO3>" variaram entre 5,7 ¢ 10,9
mg L!, com as maiores fragdes do anion nos ensaios controle, com 0,03% e 5% de CO» (Figura
3b).

O pH do meio de cultivo BG-11 ap0os ser esterilizado e resfriado apresenta valor de
pH de 7,40 (RIPPKA et al., 1979). Os valores iniciais de pH dos cultivos de Chlorella fusca
LEB 111 mantiveram-se entre 8,22 e 8,55, sendo observado aumento gradual deste pardmetro
ao longo do tempo de cultivo. De acordo com Grobbelaar (2013), esse incremento do pH ocorre
devido ao consumo de CO> pelas microalgas e ao acamulo de alcalis no meio de cultivo. Ao

longo dos ensaios, os maiores valores de pH foram verificados nos ensaios controle (com adi¢ao
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de 0,02 g L' de Na>COs3), 0,03% (CO: do ar) e 5% de CO», apresentando diferenca significativa
(p < 0,05) em comparacdo aos demais tratamentos. Por outro lado, o pH dos ensaios com 10%
e 15% de CO; atingiram valores maximos de 9,88 e 9,61, respectivamente. Tais valores de pH
foram menores em comparacao aos verificados nos demais ensaios, devido a injecao de maiores

concentragdes de CO; (Figura 4).

Figura 4 — Perfil de pH em func¢do do tempo nos cultivos de Chlorella fusca LEB 111: (@)
controle, (1) 0,03% CO2, (Od) 5% CO2, ()10% COz e (A) 15% CO, (média + desvio padrio)
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A relacdo entre a concentragdo de CO> e o pH no cultivo de microalgas ¢ complexa
(GROBBELAAR, 2013; ZHAO; SU, 2014). Este fato foi demonstrado por Andrade et al.
(2016), o qual relatou que a distribui¢do das formas de carbono inorganico no interior do
fotobiorreator pode apresentar alteracdes de acordo com modificagdes do pH. Quando os
valores de pH permanecem entre 6,5 ¢ 10,5, a fracdo bicarbonato ¢ a forma quimica mais
abundante presente no meio liquido. No entanto, o0 CO2 ¢ predominante em pH baixo (< 6,5) e
0 COs* em valores elevados de pH (> 10,5). Se o equilibrio quimico entre as diferentes formas
de carbono inorganico € perturbado (fornecimento de COz, consumo de carbono na fotossintese
ou perdas por difusdo), serdo realizadas mudancas para restabelecer esse equilibrio. Quando o
CO; ¢ injetado na cultura, a concentragdo de ions H" aumenta apds a produgdo de H.COs3,
levando a redugdo do pH do meio e, por conseguinte o aumento da concentra¢do de carbono
inorganico total. No entanto, quando o CO» ¢ consumido pelas microalgas durante a fotossintese

ou perdido para a atmosfera, a concentragio de ions H* diminui. Nesse caso, a fragdo de CO3*
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aumenta ligeiramente, impedindo o aumento do pH do sistema e a redu¢do da concentragao de

carbono inorganico total.

Tabela 2 - Taxa maxima de fixagdo de CO2 (Tco2max), eficiéncia maxima de utilizagdo de
CO; (Ecozmax) € concentragdo de carbono (C) na biomassa de C. fusca.

T co2max Eco2max C
Ensaio
(mg L1 d) (% m m™) (% m m™")
Controle - - 52,74+ 1.4
0,03% 250,94+ 2,7 91,5+ 1,0 50,0%*
5% 347,4°+ 15,2 60,7° + 2,7 53,72+ 0,2
10% 316,6°+2.3 36,0°+ 0,3 502+ 1,1
15% 390,9°+ 2.5 33,194+ 0,2 54,9+ 0,6

Letras sobrescritas iguais na mesma coluna indicam que as médias ndo diferiram estatisticamente ao nivel de 95%
de confianga (p> 0,05); *considerada a fragdo de 50,0% (m m™") de carbono na biomassa.

O carbono constitui aproximadamente 50% da biomassa microalgal
(GROBBELAAR, 2013). No presente trabalho, o teor de carbono na biomassa variou entre
50,2% e 54,9% (m m™"), sendo os maiores valores verificados nos ensaios com o fornecimento
de 5% e 15% de CO; (Tabela 2). A taxa de fixagdo de CO> e a eficiéncia de utilizagdo de CO>
sdo parametros importantes para avaliar o potencial de remocao desse gas de efeito de estufa
(ROSA et al., 2015). O maior valor para Tcozmax foi observado com o fornecimento de 15% de
CO2 (390,9 mg L' d!) e esse resultado foi significativamente diferente (p < 0,05) dos demais
tratamentos. Quando comparado com o ensaio realizado com inje¢do de ar (0,03% de CO>), a
taxa de fixagdo maxima para o cultivo com 15% de CO; foi 55,8% superior. No entanto, foi
observado redugdo de 63,8% no valor de Eco2mix com o aumento da concentragdo de COz de
0,03% para 15% (Tabela 2). Freitas, Morais e Costa (2017b) observaram incremento no valor
de Tcoz por Chlorella minutissima quando a concentragcdo de CO> passou de 10% (250,4 mg L~
bd!y para 20% (v v!) (274,6 mg L' d'!). Ademais, o aumento da concentragio de CO> (10-
20%) fornecido ao cultivo resultou no decréscimo de 70,7% para 38,8% da resposta Ecoo.

Os resultados encontrados estdo de acordo com Chai e Zhao (2012), que verificaram
em cultivos de Chlorococcum sp. reducdo de 19% na eficiéncia de fixacdo de CO2 com o
aumento da concentracdo de CO, na corrente gasosa de 10% para 15% (v v'!). Conforme
relatado por Duarte-Santos et al. (2016) ndo s6 o aumento da concentracdo de CO; na corrente
gasosa, como também o incremento da vazao de injecdo, pode resultar em maiores perdas de

carbono para a atmosfera. Isso ocorre devido a sobressaturagdo do cultivo com a fonte de
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carbono quando sdo utilizadas altas concentragdes de CO-, levando a maiores perdas do gas
para a atmosfera.

A adi¢ao de CO; no cultivo de microalgas nao sé influencia o crescimento, como
também o metabolismo e a composi¢ao bioquimica da biomassa (KASSIM; MENG, 2017). A
biomassa microalgal ¢ considerada fonte de proteinas. Para a sua aplicagdo em alimentos, essa
pode ser usada na sua forma completa, ou as proteinas podem ser extraidas e incorporadas em
produtos destinados a alimentagdo humana e/ou animal (HAYES et al., 2017). Como podemos
observar na Tabela 3, as proteinas representam a maior fracdo entre as macromoléculas
avaliadas. As maiores concentragdes de proteinas foram obtidas no ensaio controle e com
0,03% de CO», apresentando diferencga significativa (p < 0,05) das demais condi¢des avaliadas.
Desta forma, os ensaios com injecdo de maiores concentragdes de CO apresentaram os

menores valores do teor de proteinas na biomassa de C. fusca.

Tabela 3 - Resultados de concentragdo de proteinas, carboidratos e lipidios na biomassa (base
seca) de C. fusca LEB 111 e produgdo tedrica de etanol (Pgtanol).

Proteinas Carboidratos Lipidios *PEtanol
Ensaio
(% m m) (% m m™) (% m m™) (mL 100 g)
Controle 40,6*+ 0,7 24,9 +0,4 25,4°+0,8 11,3+ 0,2
0,03% 38,3*+ 1,8 23,7°+£0,3 26,0+ 1,6 10,8+ 0,1
5% 31,6+ 1,2 29,25+ 0,7 29,6+ 1,0 13,3°+ 0,3
10% 33,5+ 1,3 31,9%+ 1,2 26,2%¢+0,8 14,5+ 0,5
15% 32,52+ 1,6 28,7°+ 1,4 28,340+ 0,7 13,0°£0,6

Letras sobrescritas iguais na mesma coluna indicam que as médias ndo diferiram estatisticamente ao nivel de 95%
de confianga (p > 0,05); *Pttanot — produgao tedrica de etanol (mL 100 g biomassa)

Conforme relatado por Acién et al. (2012b), a biomassa ¢ composta por
macromoléculas, tais como proteinas, carboidratos e lipidios, e todas essas fracdes devem ser
avaliadas e utilizadas de alguma forma, a fim de viabilizar o processo de cultivo microalgal.
Nesse sentido, os lipidios podem ser extraidos e utilizados para a producdo de biodiesel
mediante processo de transesterificacdo. O residuo de biomassa proveniente desse processo
pode ser empregado na produ¢do de biogas por meio da digestdo anaerobica, que pode ser
utilizado como fonte de energia e CO. Outro uso proposto para a biomassa seria como fonte
de aminodcidos e/ou para produzir bioetanol.

As maiores concentracdes de lipidios foram verificadas nos ensaios com 5% e 15%

de CO», apresentando diferenga significativa (p < 0,05) em comparagdo com os demais ensaios
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(Tabela 3). O teor de lipidios do ensaio com 5% de CO> foi aproximadamente 86,2% superior
ao obtido com a mesma cepa por Duarte, Fanka e Costa (2016) em cultivos com 10% de COa,
200 ppm de SO, 200 ppm de NO e 40 ppm de cinzas. Basu et al. (2014) relataram a redugao
do teor de proteinas e o incremento de lipidios na biomassa de Scenedesmus obliquus SA1 com
o aumento da concentragdo de CO2 em comparagdo com o ensaio controle. De acordo com
Toledo-Cervantes et al. (2013) o aumento da concentragdo de CO de 0,04% para 5% (v v'!)
favoreceu o acumulo de lipidios de 15% para 49%, respectivamente, na biomassa Scenedesmus
obtusiusculus. Segundo Solovchenko e Khozin-Goldberg (2013), nessas condigdes, as
microalgas podem produzir compostos energéticos, como o triacilglicerol, que contribuem para
a tolerancia desses micro-organismos a elevados niveis de CO,. Este fato pode ocorrer devido
a capacidade das microalgas em redirecionar a via metabdlica quando ha excesso de produtos
da fotossintese.

A biomassa de microalgas ¢ considerada matéria-prima promissora para a produgao
de bioetanol, devido ao elevado teor de carboidratos (MORAIS et al., 2016). A injecdo de CO»
no cultivo de C. fusca promoveu o incremento da concentragcdo de carboidratos na biomassa.
No ensaio com 10% de CO, verificou-se a maior concentragio de carboidratos (31,9% m m™)
e consequentemente a maior produgio tedrica de etanol (14,5 mL 100 g™! de biomassa) (Tabela
3), com diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo aos demais tratamentos. Nesse ensaio, foi
possivel verificar que o fornecimento de 10% de CO: aumentou em 34,4% o teor de
carboidratos na biomassa C. fusca LEB 111, em comparag@o ao cultivo com 0,03% de COa,.
Freitas, Morais e Costa (2017b) também observaram que a adicdo de 20% de COz (v v'),
associada a redu¢do da fonte de nitrogénio (1,25 mmol L' N) em cultivos de Chlorella
minutissima favoreceu o acimulo de carboidratos (52,3% m m™') na biomassa, bem como maior
producio tedrica de etanol (33,9 mL 100 g'! de biomassa). Rosa et al. (2015) verificaram que a
adi¢do de CO; juntamente com o absorvente quimico monoetanolamina (MEA), favoreceu a
produ¢io de carboidratos (28,2% m m™) em Spirulina sp. LEB 18, e consequentemente
aumentou a producio tedrica de etanol (12,8 mL 100 g!' de biomassa).

A ribulose-1,5-bisfosfato-carboxilase/oxigenase (Rubisco) ¢ considerada uma
enzima chave no processo de fixacdo de CO> (FREITAS; MORALIS; COSTA, 2017b; PINTO
et al., 2013; SPREITZER; SALVUCCI, 2002). Os perfis de proteinas foram obtidos por SDS-
PAGE (Figura 5) e comparados com padrao de proteina conhecido (PS). A proteina encontrada
em todos os ensaios pode entdo ser atribuida a Rubisco (subunidade de 56 kDa). Entre os
tratamentos aplicados, os maiores niveis de Rubisco foram verificados quando a microalga foi

cultivada com 15% de COz (poco 5) (Figura 5).
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Figura 5 - Eletroforese descontinua em gel SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) comparativa
para o perfil proteico da biomassa de C. fusca LEB 111 (amostras do 15° d): padrao de
proteina (PS); pogo 1 - 0,03% de CO2; pogo 2 - controle; poco 3 - 5% de CO; poco 4 - 10%
de CO2; pogo 5 — 15% de CO>
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Os resultados para o perfil proteico juntamente com a taxa de fixacdo de COz e
produtividade de biomassa obtidos com 15% de CO: sdo semelhantes aos verificados por
Freitas, Morais e Costa (2017b). Esses autores relacionaram os niveis elevados de Rubisco em
Chlorella minutissima com os altos valores de biofixagdo de CO> e crescimento celular, quando
a microalga foi cultivada com CO; e pentose, atribuindo a menor degradagdo da referida
proteina com as condi¢des experimentais empregadas.

Os ensaios controle (pogo 2) e com adi¢ao do CO> do ar (0,03% de CO3) (pogo 1)
também apresentaram bandas com maior intensidade para a proteina Rubisco (Figura 5). Este
resultado pode ser atribuido a maior concentragdo de proteinas totais na biomassa (Tabela 3)
observada nestas condi¢des experimentais. Para os ensaios com inje¢do de 5% e 10% de CO>
foi possivel observar reducdo nos niveis de Rubisco (Figura 5 - pogos 3 e 4), quando
comparados as bandas detectadas nos demais ensaios. Conforme relatado na literatura, o
carbono resultante da degrada¢do de proteinas, como a Rubisco, pode ser utilizado para a
formagdo de carboidratos (GHYSELS; FRANCK, 2010; PINTO et al.,, 2013; ZHANG;
HAPPE; MELIS, 2002), como observado no ensaio com adi¢ao de 10% de CO, (Tabela 3).
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4 CONCLUSAO

Com este estudo foi possivel verificar que Chlorella fusca LEB 111 apresentou
maiores resultados de produtividade de biomassa (194,3 mg L' d!) e taxa de fixacdo de CO,
(390,9 mg L' d'!) quando cultivada com 15% de CO». O fornecimento de 15% de CO: contribui
para o aumento dos niveis da proteina Rubisco. Resultados promissores também foram
verificados quanto as concentragdes de carboidratos na biomassa (31,9% m m™) e produgdo
tedrica de etanol (14,5 mL 100 g! de biomassa) quando a microalga foi cultivada com 10% de
CO». As maiores concentragdes de lipidios na biomassa foram verificadas quando adicionado
COz nas concentragdes de 5% (29,6% m m™) e 15% (28,3% m m™!). Portanto, foi constatado
que C. fusca apresenta potencial para ser cultivada com elevadas concentragdes de CO», estas
semelhantes as presentes nos gases de combustdo, € com isso produzir biomassa com potencial

de aplicacdo em biocombustiveis.
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CULTIVO DE Chlorella fusca EM DUPLO ESTAGIO COM ADICAO DE CO: E NaCl

RESUMO

O objetivo do estudo foi verificar a influéncia da concentragdo de cloreto de sodio (NaCl) no
crescimento e na produtividade de lipidios (Piipidios) € carboidratos (Pcarboidratos) de Chlorella
fusca LEB 111 quando cultivada em modo descontinuo (inico estagio- UE) e em duplo estagio
(DE) com adi¢ao de dioxido de carbono (CO.). Para isso, ensaios foram realizados em trés
etapas: (1) sele¢do da concentragio de NaCl (100, 200, 300, 400, 500 e 600 mmol L); (2)
ensaios em UE com as concentragdes de NaCl selecionadas, realizados em fotobiorreatores
tubulares verticais (FBRTV); (3) ensaios em DE, composto por dois estagios, o 1° (1°-12° d)
com o fornecimento de 15% v v'! de CO; e o0 2° (13°-18° d) com adi¢dio de NaCl (100 e 200
mmol L), também realizados em FBRTv. A maxima concentracdo de biomassa (Xmix) foi
verificada com a adi¢io de 100 mmol L' de NaCl, enquanto que a adi¢do de 200 mmol L
promoveu o incremento da Pcarboidratos €m 81,0% em comparagdo ao ensaio controle (EC) na
estratégia em UE. No cultivo em DE, no 2° estagio foi verificada a Xmax com adigdo de 15% de
COz e 100 mmol L' de NaCl. Ademais, nesta mesma condi¢do experimental também foi
observado aumento de 33,8% da Piipigios em comparacao ao EC. Portanto, foi possivel evidenciar
que o emprego de NaCl na estratégia de UE, bem como a utilizagdo de COz e NaCl em DE,
contribuiram para o crescimento e para o aumento da produtividade de carboidratos e lipidios
em cultivos de C. fusca.

Palavras-chave: Biomassa. Cloreto de sdédio. Dioxido de carbono. Macromoléculas.

Produtividade.
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1 INTRODUCAO

As microalgas sao micro-organismos, que devido a sua capacidade de realizar
fotossintese, e, portanto, fixar CO, podem ser utilizadas na reducao de gases de efeito estufa
(ZHAO; SU, 2014). Estes micro-organismos sdo compostos por macromoléculas, como
lipidios, proteinas e carboidratos (CHUA; SCHENK, 2017), as quais podem ser empregadas
como matéria-prima para a producdo de cosméticos (BUONO et al.,, 2012), alimentos
(SANTOS et al., 2016) e biocombustiveis (CHISTI, 2007).

Os biocombustiveis a partir de microalgas, estes pertencentes a terceira geragao,
sdo considerados alternativa promissora frente aos de primeira e segunda geragdo. Isso ¢
destacado, pois as microalgas apresentam rapido crescimento e capacidade de acumular
compostos de reserva com valor comercial (CHUA; SCHENK, 2017), assim como podem fixar
CO> de gases de combustdo (VAZ; COSTA; MORALIS, 2016). Ademais, o cultivo microalgal
pode utilizar nutrientes a partir de aguas residuais (POSADAS et al., 2015) e ser realizado em
terras nao araveis (BRENNAN; OWENDE, 2010), ndo competindo com a produgdo de
alimentos e outras culturas (CHISTI, 2007).

Os lipidios em microalgas estdo na forma de acilglicerois, fosfolipidios e
glicolipideos (HALIM; DANQUAH; WEBLEY, 2012), enquanto que os carboidratos se
acumulam na forma de polissacarideos e componentes da parede celular (CHEN et al., 2013).
Diversos estudos relataram que estas macromoléculas sdo sintetizadas preferencialmente em
condi¢des de estresse, como restricdo de nitrogénio (MARGARITES; COSTA, 2014),
modificagdo do pH (QIU et al., 2017), elevada concentragdo de CO> (CHEN et al., 2017;
FREITAS; MORAIS; COSTA, 2017), aumento da salinidade (PANCHA et al., 2015),
temperatura (CHOKSHI et al., 2015) e intensidade luminosa (FREITAS et al., 2017).

A salinidade ¢ um dos fatores que pode afetar tanto o crescimento quanto a
composi¢do da biomassa. O estresse salino pode levar ao incremento do teor de lipidios na
biomassa microalgal, devido a altera¢cdes no metabolismo dos acidos graxos. Os carboidratos
se acumulam nas células de microalgas para atuar na regulacdo osmotica, a fim de proteger suas
biomoléculas (PANDIT; FULEKAR; KARUNA, 2017).

A maioria dos estudos avaliam os efeitos da salinidade em relagao ao acumulo de
lipidios em microalgas marinhas, enquanto que poucas pesquisas sao realizadas para avaliar o
efeito deste parametro na biossintese de carboidratos e lipidios em microalgas de dgua doce
(PANCHA et al., 2015). As condigdes de estresse podem otimizar o teor de carboidratos e

lipidios em microalgas, porém a aplicacdo destes fatores pode resultar no decréscimo do



92

crescimento, ndo permitindo assim a correlacdo da produtividade de biomassa e o acimulo
destas macromoléculas. Como por exemplo para os lipidios, a produtividade lipidica considera
tanto o teor desta macromolécula na biomassa, quanto a concentragdo de biomassa produzida.
Portanto, essa avaliagdao ¢ uma forma mais 1til para indicar os custos potenciais de producao de
biocombustiveis liquidos a partir de biomassa microalgal (BRENNAN; OWENDE, 2010).

Com a finalidade de aumentar a aplica¢do da biomassa de microalgas na producao
de biocombustiveis, sdo propostas estratégias de cultivo para o aumento, ndo s6 do teor destes
compostos de reserva, mas também da produtividade destas macromoléculas. No modo em
duplo estagio, na primeira etapa as microalgas sdo submetidas a condi¢des ideais, para que
ocorra o incremento da produtividade de biomassa. Ao alcangar determinada concentragdo
celular, se inicia a segunda fase, na qual ocorre o aumento dos compostos de reserva, mediante
a aplicacao de condig¢des de estresse (PANCHA et al., 2015; RA et al., 2015).

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi cultivar C. fusca LEB 111 com diferentes
concentragdes de cloreto de sddio e avaliar o seu efeito no crescimento e na produtividade de
lipidios e carboidratos em modo descontinuo (inico estagio) e em duplo estagio com adi¢do de

COa.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MICRO-ORGANISMO E MEIO DE CULTIVO

A microalga utilizada foi Chlorella fusca LEB 111 (DUARTE; FANKA; COSTA,
2016) pertencente a Cole¢do de Culturas do Laboratorio de Engenharia Bioquimica da
Universidade Federal do Rio Grande (FURG) (Anexo I — Figura Al). A cepa foi isolada em
agua proveniente de lagoas de sedimentagdo de cinzas na Usina termelétrica Presidente Médici
(UTPM), na cidade de Candiota, Brasil. O indculo foi mantido em meio de cultivo BG-11

(Anexo [ — Tabela A1) (RIPPKA et al., 1979).

2.2 CONDICOES EXPERIMENTAIS
2.2.1 Sele¢do da concentracio de cloreto de sodio e ensaios em unico estagio

Na primeira etapa do trabalho foram realizados ensaios com o objetivo de verificar
a tolerdncia da microalga frente a diferentes concentracdes de cloreto de sodio (NaCl). As

concentracdes de NaCl avaliadas nesta etapa foram 100, 200, 300, 400, 500 e 600 mmol L.
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Estes ensaios foram realizados em fotobiorreatores do tipo Erlenmeyer de 0,5 L com volume
util de 0,4 L (Figura la), durante 4 d. Os cultivos foram realizados com meio de cultivo BG-11
adicionado de 0,4 g L'! de NaHCO; e a agitacio foi promovida por meio de borbulhamento de

ar comprimido (Anexo I — Figura A3).

Figura 1 — Diagrama esquematico dos ensaios realizados em fotobiorreatores do tipo
Erlenmeyer (a) e em fotobiorreatores tubulares verticais (b): (1) cilindro de CO; industrial; (2)
valvula de abertura do cilindro; (3) manometro e medidor de vazao; (4) valvula solenoide; (5)

mini compressor de ar; (6) conjunto de controladores de vazao; (7) fotobiorreator; (8)

amostrador; (9) aspersor de ar ou de CO»

(a) (b)

Fonte: Adaptado de Rosa (2014)

Ap0s a realizacdo da etapa de seleg¢do, foram realizados ensaios em unico estagio
(UE), os quais foram conduzidos em fotobiorreatores tubulares verticais (FBRTv) de 1,8 L,
com volume tutil de 1,5 L (0,060 m de didmetro e 0,55 m de altura) (Figura 1b). As
concentragdes de 100 e 200 mmol L de NaCl oram utilizadas e o tempo de cultivo foi 15 d. O
meio de cultivo utilizado foi BG-11 (Anexo I — Figura A4).

Tanto na etapa de sele¢do, quanto nos ensaios em UE, a concentracdo inicial dos
cultivos utilizada foi 0,2 g L' (MORAIS; COSTA, 2007). Os ensaios foram realizados em
duplicata e conduzidos em modo descontinuo, mantidos a 30°C, fotoperiodo 12 h claro e 12 h
escuro e iluminancia de 44,8 pmolsions m? sl A agitagio dos cultivos em UE foi realizada
mediante ao borbulhamento de ar comprimido injetado através de aspersor (pedra sinterizada),

esse localizado na parte inferior do fotobiorreator, a vazio de 0,45 L min"' (MORAES et al.,
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2016). Ensaios controle (sem adicdo de NaCl) foram realizados em ambas as bateladas, a fim
de comparar com o efeito da adicdo de NaCl nos cultivos. A evaporagdo diaria dos cultivos foi

compensada pela adicao de agua destilada estéril.

2.2.2 Ensaios em duplo estagio

A partir da selecdo da concentragdo de CO> (Artigo 1) e de NaCl nas etapas
anteriores, foram conduzidos ensaios em duplo estagio (DE). Os experimentos foram realizados
em FBRTv com volume util de 1,5 L (Figura 1b), conduzidos em duplicata, nas mesmas
condi¢des experimentais de temperatura, fotoperiodo, iluminancia e aeragao dos ensaios em UE
(Anexo I - Figura AS). Durante o periodo claro, a corrente gasosa composta por ar comprimido
foi enriquecida com 15% v v'! de CO2 (CO:2 puro 99,5%), o qual foi injetado de maneira
intermitente por 2 min a cada 2 h. As vazdes de ar e CO2 foram controladas por medidores de
vazao (Cole Parmer, EUA). O primeiro estagio ocorreu entre o 1° e 12° d, no qual os ensaios
foram cultivados em meio de cultivo BG-11 isento de carbonato de s6dio (Na2CO3). O segundo
estdgio de cultivo ocorreu entre o 13° e 18° d, com a adicdo de NaCl aos cultivos nas
concentragdes de 100 e 200 mmol L', Para comparar com o tratamento proposto, foi realizada
duplicata de ensaio controle (sem adi¢do de NaCl) com meio de cultivo BG-11 padrao. Da
mesma forma como realizado na etapa anterior, os cultivos tiveram a evaporacdo didria

compensada pela adicao de agua destilada estéril.

2.3 DETERMINACOES ANALITICAS
2.3.1 Concentraciao de biomassa

A concentragdo de biomassa (Xp) foi determinada por medida da densidade 6ptica
a 670 nm em espectrofotometro digital (Shimadzu UV/VIS UVMini-1240, Japao) a cada 24 h
(COSTA et al., 2002), utilizando curva padrao de C. fusca LEB 111 (Xp = 0,2612 absorbancia
- 0,0064, com R? =0,9941).

2.3.2 pH e carbono inorgénico dissolvido

O pH dos cultivos foi determinado diariamente em pHmetro digital (Metter Toledo
FiveGo™, Sui¢a). Nos ensaios realizados em FBRTv em duplo estagio também foi determinada
a alcalinidade total por titulagdo potenciométrica a cada 72 h (APHA, 1998). Os valores de pH

e alcalinidade total foram utilizados para calcular a concentracdo de carbono inorganico
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dissolvido (CID) no meio liquido, fragdes de carbonato (CO3%") e bicarbonato (HCO3"), a partir
das equagdes de equilibrio quimico (BRUNE; NOVAK, 1981; CAMACHO RUBIO et al.,
1999), como demonstrado por Rosa et al. (2015).

2.4 RECUPERACAO E CARACTERIZACAO DA BIOMASSA

Ao final dos ensaios, a biomassa foi recuperada do meio liquido por centrifugagio
(Hitachi himac - CR-GIII, Japao) (15.200 g, 20°C e 10 min), ressuspendida em agua destilada
e novamente centrifugada nas mesmas condi¢des para remogao dos sais. Ademais, a biomassa
concentrada foi congelada a -80°C durante 48 h, liofilizada (Labconco, EUA) e armazenada a
-20°C para posterior caracterizacao.

Para a determinagdo da concentracdo de proteinas e carboidratos na biomassa foi
preparado um extrato, este composto por 10 mg de biomassa microalgal liofilizada e 20 mL de
agua destilada. Apds preparado, o extrato foi submetido a ruptura celular em sonda ultrassonica
por 10 min, com ciclos de 59 s ligado e 59 s desligado (Cole Parmer, CPX130, EUA). A
concentragdo de proteinas foi determinada por método proposto por Lowry et al. (1951), com
prévia hidrolise térmica e alcalina, utilizando curva padrao de albumina de soro bovino (pureza
de 98%). O teor de carboidratos foi determinado mediante método proposto por Dubois et al.
(1956), utilizando curva padrao de glicose.

Os lipidios foram extraidos da biomassa liofilizada utilizando mistura de solventes
(cloroférmio e metanol) e ruptura celular com esferas de vidro e aquecimento a 60°C. A
quantificagdo dos lipidios foi realizada de acordo com o método espectrofotométrico 375 nm
proposto por Marsh e Weinstein (1966), utilizando tripalmitina como padrao (HOLLAND:;
GABBOTT, 1971). A quantificacdo dos teores de umidade e cinzas na biomassa foi realizada
por metodologia oficial da AOAC (2000). A biomassa liofilizada obtida nos ensaios em DE foi
avaliada quanto a concentracdo de carbono elementar no 12° d e 18° d de cultivo, determinada
em analisador elementar CHNS/O (Perkin Elmer 2400, EUA), utilizando acetanilida como

padrao.

2.5 PERFIL PROTEICO

As proteinas contidas em 1,5 mL de cultivo em UE foram extraidas com adi¢ao de
tampao amostra (4 x tampao amostra: Tris/HCI (80 mmol L™ - pH 6,8), dodecilsulfato de sédio-
SDS (2% m v'!), glicerol (15% v v'!), m-cresol purpura (0,006% m v'!) e 2-mercaptoetanol (0,1

mol L)), submetidas a aquecimento por 5 min a 98°C, seguido de centrifugacdo a 10.000 g
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por 1 min. Os extratos contendo as proteinas foram submetidos a eletroforese descontinua em
gel SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE). A eletroforese foi realizada de acordo com Laemmli
(1970), utilizando gel de acrilamida de concentragdo e separagdo nas concentragdes de 5 e

12,5%, respectivamente. Os pogos foram carregados igualmente com 15 pL de extrato.

2.6 RESPOSTAS AVALIADAS
2.6.1 Parametros de crescimento

A partir dos valores de concentracdo de biomassa da microalga foram obtidas as
concentragdes maximas de biomassa (Xmax, g L) e determinadas as produtividades de
biomassa. A produtividade volumétrica de biomassa (Px, mg L' d!) dos cultivos foi calculada
de acordo com a Equacio 1, na qual X, (mg L) é a concentracdo de biomassa no tempo t (d) e
Xo (mg L) é a concentragio de biomassa no tempo to (d). A produtividade volumétrica méxima
(Pmax, mg L' d!) é 0 maximo valor obtido em cada ensaio e a produtividade volumétrica média

(Pmedia, mg L' d') é a média dos valores para um intervalo de tempo estabelecido.

X, =X
p, =t~ "0 (1)

A velocidade especifica maxima de crescimento (umax, d”') foi obtida pela regressio
linear da fase logaritmica de crescimento da microalga (InX versus t). O tempo de geracdo de

biomassa (tg, d) foi calculado de acordo com a Equacao 2.

In2
ty = )

Hmax

2.6.2 Parametros de fixacao de CO2

A taxa de fixacdo de COz (Tcoz, mg L' d!) foi calculada segundo a Equagdo 3, em
que Px (mg L' d!) ¢ a produtividade volumétrica de biomassa determinada em cada ensaio,
Xcbm € a fragdo massica de carbono determinada por anélise elementar, MMco2 (g mol™') e MMc

(g mol ™) sdo as massas molares de CO; e do carbono, respectivamente.

. MMcop
MG 3)

Tco2= Px “Xebom
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A eficiéncia de utilizagdo do COz (Ecoz, % m m™) foi calculada segundo a Equacgio
4, em que Tcoz ¢ a taxa de fixagdo de CO2 (mg L' d!), Vuil é o volume util do fotobiorreator

(1,5 L) e thcoz é taxa massica de alimentagdo com CO> (mg d!).

(Teoy Vi)
Eooy = —— 0t~ 00 (4)
Mee,

2.6.3 Produtividade das macromoléculas

A produtividade de carboidratos e lipidios (Pm, mg L' d') nos cultivos em tnico e
duplo estdgio foi calculada de acordo com a Equacdo 5, em que Px ¢ a produtividade
volumétrica de biomassa (mg L™ d!), fco é a concentragdo de carboidratos ou lipidios na

biomassa (mg mgpiomassa ' )-

P, =Py -fo, S))

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos ensaios foram avaliados mediante analise de wvariancia

(ANOVA), seguida pelo teste de Tukey para comparagdo de médias com 95% de confianga.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 SELECAO DAS CONCENTRACOES DE NaCl E CULTIVO EM UNICO ESTAGIO

Na etapa de selecdo das concentragdes de NaCl foi observado que C. fusca LEB
111 apresentou crescimento quando cultivada em concentragdes entre 100 e 400 mmol L,
porém os maiores resultados de concentragdo de biomassa (Xp) foram obtidos nos ensaios com
100 e 200 mmol L. Nos ensaios com as concentracdes de 500 e 600 mmol L' de NaCl, as
células permaneceram em fase de laténcia todo o periodo de cultivo (Figura 2a), desta forma
ndo conseguiram se adaptar a salinidade testada. Segundo Vonshak (1997a) a ocorréncia de
fase de laténcia pode estar associada a redug¢do no teor de clorofilas nas células e do
crescimento, isso causado pela inibi¢ao do sistema fotossintético e respiratdrio apds a exposi¢ao

a elevada concentracao de sal.
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Figura 2 — Concentragdo de biomassa (a) e pH (b) em funcao do tempo para os cultivos de C.
fusca LEB 111 em diferentes concentra¢des de NaCl: (®) Controle (sem adi¢do de NaCl), (O)
100 mmol L', (») 200 mmol L', (m) 300 mmol L', (0) 400 mmol L', (¢) 500 mmol L',
(+) 600 mmol L! de NaCl (média = desvio padrio)
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Os valores de Xp obtidos para os cultivos com adi¢do de 100 e 200 mmol L' de
NaCl vao ao encontro dos resultados obtidos por Pandit, Fulekar e Karuna (2017). Os
mencionados autores verificaram que a adicdo de NaCl (60 e 100 mmol L) no cultivo
favoreceu o crescimento de Chlorella vulgaris, enquanto que o aumento da concentragao do sal
para 300 e 400 mmol L' causou o decréscimo nesta resposta. De acordo com Salama et al.
(2013), a salinidade em baixas concentrac¢des pode ser benéfica aos cultivos, pois fornece ions
de sodio que sdo necessarios para facilitar a fotossintese das microalgas mediante a regulacdo
do pH intracelular, absor¢do de nutrientes inorgéanicos e tolerancia a alcalinidade. Sujatha e
Nagarajan (2014), cultivando a cianobactéria Spirulina platensis com diferentes concentragdes
de NaCl observaram o efeito deste composto sobre o crescimento € composi¢do bioquimica da
biomassa. Os autores verificaram que os cultivos com adi¢io de 100 e 200 mmol L' de NaCl
apresentaram crescimento, niveis de clorofila e de proteinas semelhantes ao cultivo controle.
Por outro lado, nos cultivos com 300 e 400 mmol L' de NaCl foi verificado reducdo na
concentracdo de biomassa.

Ao longo dos 4 d de cultivo, os valores de pH dos ensaios (Figura 2b) variaram
entre 9,0 e 10,3, com os maiores valores verificados nos ensaios controle, 100 e 200 mmol L-!
de NaCl, os quais obtiveram o maior crescimento. Ao observarmos a Figura 3, percebemos que

o aumento da concentragio de NaCl de 300 para 600 mmol L resultou na degradagdo dos
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pigmentos fotossintéticos, o qual pode ser indicado pela mudanga da coloragdo do cultivo de

verde para amarelo, como nos ensaios com 500 ¢ 600 mmol L.

Figura 3 — Cultivos de C. fusca LEB 111 realizados em fotobiorreatores do tipo Erlenmeyer

com diferentes concentra¢des de NaCl

600 mmol L*

A adicdo de elevada concentracdo de NaCl causou modificagdo na cor verde

(natural) para amarela do cultivo de Scenedesmus sp. CCNM 1077, em comparagao ao ensaio

controle (PANCHA et al., 2015). Os autores, avaliando a concentragdo de pigmentos nas

células, nao so verificaram reducdo dos teores de clorofila a € b, como também no contetido

total de carotenoides quando empregada a concentragdo de 400 mmol L.

Tabela 1 - Concentragao de proteinas, carboidratos e lipidios na biomassa em base seca de

Chlorella fusca LEB 111 cultivada com diferentes concentracdes de NaCl (mmol L) em
fotobiorreatores do tipo Erlenmeyers.

Proteinas Carboidratos Lipidios
Ensaio
(% m m™) (% m m™) (% m m)
Controle 49,6* £ <0,01 16,9 £ 0,1 19,0* £ 2,7
100 mmol L 46,2%°+0,3 23,6*+2,0 20,22+ 0,4
200 mmol L 45,54°+0,8 23,6+ 2,7 22,08+ 0,7
300 mmol L! 454%°+£272 19,0 £ 0,8 22,08+ 0,1
400 mmol L! 45,3>+0,7 21,82 +£2,6 18,82 +2,9
500 mmol L* - - -

600 mmol L "

Letras sobrescritas iguais na mesma coluna indicam que as médias ndo diferiram estatisticamente ao nivel de 95%
de confianga (p > 0,05). *Nao determinada a concentra¢do das macromoléculas devido a auséncia de crescimento

As concentracoes de lipidios e carboidratos ndo apresentaram diferenga

significativa (p > 0,05) entre os tratamentos. Quanto ao contetido proteico, entre o ensaio

controle e os cultivos com concentragdes de NaCl até 300 mmol L' ndo houve diferenca
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significativa (p > 0,05). No entanto, o ensaio controle apresentou concentragdo de proteinas
estatisticamente superior ao cultivo com 400 mmol L' de NaCl. Diante dos resultados de
crescimento e composi¢do da biomassa, as concentragdes de 100 e 200 mmol L' de NaCl foram
selecionadas para realizagao dos cultivos em tnico e duplo estagio.

No corrente estudo, os ensaios realizados nos FBRTv em UE ndo apresentaram fase
de adaptagdo (Figura 4a). Nesse sentido, a fase exponencial de crescimento ocorreu entre o
inicio e o 3° d de cultivo para os ensaios controle e com 100 mmol L' de NaCl, enquanto que
para o ensaio com 200 mmol L a fase exponencial ocorreu até o 4° d de cultivo. Entre 0 13° ¢
15° d foi observada tendéncia a fase estacionaria nos cultivos com NaCl. Entretanto, os cultivos
adicionados de NaCl apresentaram resultados de concentracdo de biomassa superiores ao ensaio
controle a partir do 8° at¢ o 14° d de cultivo. Em relacao aos valores de produtividade de
biomassa (Figura 4b), os maiores resultados de Px foram observadas entre o 2° e 3° d para o
ensaio controle e entre o 3° e 4° d para os tratamentos com NaCl. O ensaio controle, a partir do
8° d de cultivo apresentou declinio acentuado da produtividade de biomassa, com resultado

inferior aos ensaios cultivados com NaCl.

Figura 4 — Resultados de concentracdao de biomassa (a) e produtividade de biomassa (b) para
os ensaios de C. fusca LEB 111 em FBRTv em UE: (®) Controle; (0O0) 100 mmol L' de NaCl;
(4) 200 mmol L! de NaCl (média + desvio padrio)
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A méxima concentragcdo de biomassa (Xmax) foi verificada no ensaio com adigdo de

100 mmol L' de NaCl, apresentando diferenca significativa (p < 0,05) dos demais ensaios
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(Tabela 2). Para as respostas Pmax, tmax € tg ndo houve diferenca significativa (p > 0,05) entre
os tratamentos. Desta forma, ficou evidenciado que a adi¢do de NaCl nao prejudicou o
crescimento da microalga C. fusca LEB 111 quando cultivada em fotobiorreator tubular em
unico estagio.

Pancha et al. (2015) avaliaram o efeito do NaCl (50 a 400 mmol L) no cultivo de
Scenedesmus sp. CCNM 1077 e observaram que o aumento de salinidade afetou o crescimento
da microalga. Os autores verificaram reducao em 30% da concentracdo de biomassa com a
adicdo de 100 mmol L! de NaCl, comparado com o ensaio controle. Vidyashankar et al. (2013)
observaram que a microalga Scenedesmus dimorphus se mostrou tolerante até a concentragao
de 100 mmol L' de NaCl, entretanto, a maxima concentragdo de biomassa (1,45 g L") foi

encontrada com 5 mmol L.

Tabela 2 - Concentracdo maxima de biomassa (Xmax), produtividade maxima de biomassa
(Pmax), velocidade especifica méaxima de crescimento (Umax), tempo de geragao (tg),
concentragdo de proteinas, carboidratos, lipidios, cinzas (base seca) e produtividade de
carboidratos e lipidios na biomassa de Chlorella fusca cultivada com NaCl em tnico estagio

Parametro Controle (?(FO) .mmol L de NaCl 200 mmol L de NaCl
Xmax (g L) 1,67° + 0,08 1,90% = 0,07 1,76° + 0,09
Prax (mg L' d™) 150,82+ 7,5 147,5*+ 15,9 143,52+ 13,9
Umax (d7) 0,37%+ 0,01 0,36 + 0,06 0,34 + 0,02
t (d) 1,86% £ 0,06 1,982+ 0,31 2,054+ 0,12
At (d)* 0-3 0-3 0-4
R2#* 0,981 £ 0,018 0,981 + 0,011 0,989 + <0,001
Proteinas (% m m™") 47,77+ 0,1 42.7°+ 0,1 33,6+ 0,5
Carboidratos (% m m™) 192°+22 25,12 +0,3 28,28+ 0,7
Lipidios (% m m™) 21,2°+0,1 24,32+ 1,0 2528 +0,1
Cinzas (%o m m™) 3,9 +0,2 3,82+0,1 3,5+0,2
Pearboidratos (Mg L d) 17,4+ 1,9 27,8° £ 0,4 31,5+ 0,8
Plipidios (mg L' d™') 20,4°+ 1,3 258+ 1,6 27,70+ 0,4

Letras sobrescritas iguais na mesma linha indicam que as médias ndo diferiram estatisticamente ao nivel de 95%
de confianga (p > 0,05) *At: inicio-fim da fase exponencial de crescimento; **Coeficiente de determinacdo da
regressao linear aplicada a fase logaritmica de crescimento do perfil In x versus t.

A maior concentragdo de proteinas na biomassa foi obtida no ensaio controle,

apresentando diferenca significativa (p < 0,05) dos tratamentos adicionados de NaCl. A adi¢ao

de NaCl na concentra¢do de 200 mmol L' no cultivo de C. fisca LEB 111 resultou na reducio
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em 29,6% no conteudo proteico da biomassa. De acordo com Vonshak (1997b), quando as
células estdo expostas a estresse salino, tem sua eficiéncia reduzida no processo de captura de
energia pela luz, bem como menor taxa de sintese proteica, tendo assim menor capacidade de
reparar danos nas proteinas do fotossistema II.

As maximas concentragdes de carboidratos e lipidios na biomassa de C. fiusca LEB
111 foram observadas nos ensaios com adi¢ao de NaCl, com diferenca significativa (p < 0,05)
do ensaio controle. As concentragdes de carboidratos e lipidios no ensaio com 200 mmol L' de
NaCl foram superiores em 46,9% e 15,1%, respectivamente, em comparagao ao ensaio controle.
Com relag@o ao conteudo de cinzas, ndo foi verificado diferenga significativa (p > 0,05) entre
os tratamentos. Pancha et al. (2015) avaliaram o efeito do NaCl nos cultivos de Scenedesmus
sp., observando redu¢ao no contetido proteico da biomassa, € a0 mesmo tempo, aumento das
concentracgdes de carboidratos e lipidios com o incremento da concentracdo de NaCl de 50 para
400 mmol L. Shen et al. (2015), cultivando Chlorella vulgaris em diferentes salinidades,
verificaram que a microalga supracitada apresentou concentra¢io celular estavel (1,5 g L)
entre as concentracdes de 0 e 50 g L' de sal marinho. Além disso, os autores também
observaram aumento no contetdo lipidico com o incremento da salinidade (até 50 g L' de sal
marinho).

Com relagdo a produtividade dos carboidratos, o maximo valor foi verificado
quando C. fusca foi cultivada com 200 mmol L' de NaCl, com diferenca significativa dos
demais tratamentos (p < 0,05). Segundo Tomaselli et al. (1987), o incremento da sintese e
carboidratos em microalgas, frente ao estresse salino, ocorre devido ao papel desta
macromolécula na manutencdo da regulacdo osmotica das células. Martel et al. (1992)
verificaram em cultivos de Spirulina aumento de carboidratos de baixo peso molecular quando
a cepa foi exposta a estresse salino.

As maiores produtividades lipidicas foram verificadas nos ensaios com adi¢ao de
NacCl, sendo essas respostas estatisticamente diferentes do ensaio controle (p <0,05). Da mesma
forma, Salama et al. (2014) verificaram aumento na concentracdo de lipidios de
Chlamydomonas mexicana, quando cultivada com 400 mmol L' de NaCl. No entanto, os
autores observaram que as maiores produtividades lipidicas foram obtidas nos ensaios
adicionados de 100 e 200 mmol L' de NaCl.

Os ensaios de C. fusca LEB 111 realizados em UE, nos FBRTv também foram
avaliados quanto ao perfil proteico, baseadas em eletroforese descontinua em gel SDS-

poliacrilamida (SDS-PAGE) a cada 3 d de cultivo (Figura 5).
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Figura 5 -Eletroforese descontinua em gel SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) comparativa
para o perfil proteico dos cultivos controle (a) 100 mmol L' (b) € 200 mmol L' de NaCl (c)
nos tempos de cultivo 0, 3, 6,9, 12e 15d

(a) (b)

As bandas verificadas nos ensaios controle (Figura 5a) e com 100 mmol L' de NaCl
(Figura 5 b) foram comparadas ao padrdo (PS), e estas podem entdo ser atribuidas a algumas
proteinas, tais como Rubisco (subunidade 56 kDa) (ciclo de Calvin), D1 (38,9 kDa) presente
no fotossistema II (FSII) e responsavel pelo transporte de elétrons e LHCII (23,1-28,2 kDa),
estas associadas ao FSII e responsaveis pela coleta de energia. No entanto, foi possivel verificar
que o emprego de 200 mmol L' de NaCl (Figura 5¢) promoveu a reducdo dos niveis proteicos
na regido de 50, 37 e acima de 25 kDa, quando comparadas ao ensaio controle. Estudos
realizados por Sudhir et al. (2005) verificaram redu¢@o nos niveis da proteina D1 em Spirulina
platensis devido ao estresse salino, resultando na inibi¢ao da atividade do FSII e no declinio

nos valores da eficiéncia méxima do FSII (Fv/Fm) e fluorescéncia varidvel (Fv/Fo).
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Segundo Nishiyama, Allakhverdiev e Murata (2006), o estresse salino (500 mmol
L' de NaCl) pode inibir o reparo dos danos no FSII, entretanto ndo acelera a ocorréncia de mais
danos a este fotossistema. De acordo com Nomura et al. (1998), o estresse causado pelo
aumento da salinidade do meio pode também inativar enzimas que atuam no ciclo de Calvin,

como a Rubisco, limitando assim o metabolismo de fixagao de CO».

3.2 CULTIVOS DE Chlorella fusca EM DUPLO ESTAGIO

Os ensaios de C. fusca nao apresentaram fase de adaptacao e a fase exponencial de
crescimento celular ocorreu entre o ponto inicial e o 3° d em todos os tratamentos. No 13° d
iniciou-se o segundo estagio com a adi¢ao de NaCl aos cultivos e a partir do 14° d foi verificada
tendéncia de fase estacionaria de crescimento, que se estendeu até o 18° d de cultivo (Figura
6a). Os ensaios com adi¢do de CO; durante o primeiro estdgio apresentaram perfil de
crescimento semelhante, esse comportamento era esperado, pois os cultivos estavam

submetidos as mesmas condigdes experimentais.

Figura 6 - Resultados de concentra¢do de biomassa (a) e produtividade de biomassa (b) em
funcdo do tempo para os cultivos de C. fusca LEB 111 em DE: (®) Controle; (O) 15% de

COz e 100 mmol L! de NaCl; () 15% de COz e 200 mmol L' de NaCl (média + desvio
padrdo) (linha tracejada indica fim do 1° estdgio e o inicio do 2° estagio)
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A partir dos valores de produtividade de biomassa, foi possivel observar (Figura

6b) que para o ensaio com 100 mmol L™ de NaCl os valores de Px foram mais estaveis entre o
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6° e 9° d e com declinio a partir do 14° d. Para o cultivo controle e com 200 mmol L' de NaCl,
os maiores valores de Px foram obtidos entre o 2° € 4° de cultivo, bem como decréscimo desta
resposta a partir do 14° d.

O maior resultado de Xmax foi verificado no ensaio com 100 mmol L de NaCl (p
< 0,05). Para a resposta Pmsdia, em cada estagio do cultivo, ndo foi verificada diferenga

significativa entre os tratamentos (p > 0,05) (Tabela 3).

Tabela 3 — Concentracdo maxima de biomassa (Xmax), produtividade média de biomassa
(Pmedia), taxa de fixagdo de CO2 (Tco2), eficiéncia de utilizagdo de CO2 (Ecoz2) e pH médio nos
ensaios de Chlorella fusca em duplo estagio (DE).

Parametro Controle 15 % €O+ 15% €Oz +
100 mmol L' de NaCl 200 mmol L-! de NaCl

Xmax (g L) 1,74+ 0,05 1,96 + 0,05 1,78 + 0,03

Pmedia 11224 (mg L' d) 124,11 £ 15,4 121,1*+ 9,8 126,7° + 13,8
Predia 13150 (mg L1d) 96,22+ 87 110,32+ 9,8 99,9°+ 11,4
Tcoz 1204 (mg L1 d!) - 216,2* £ 4.4 218,2*+ 6,8
Tco21s°d (mg L1 d1) - 176,32+ 2,8 1554+ 0,7
Ecoz1204 (%o mm") - 20,3+ 0,4 20,5+ 0,6
Ecoz 14 (Y%omm™) - 16,72+ 0,3 14,6° £ 0,1
pH médio 10,07+ 0,07 9,30° + 0,02 9,270 + 0,02

Letras sobrescritas iguais na mesma linha indicam que as médias ndo diferiram estatisticamente ao nivel de 95%
de confianga (p>0,05); Tcoz € Eco, n012° d — (fim do 1° estagio) € Pmedia, Tcoz € Ecoz no 18° d (fim do 2° estagio).

Quanto a taxa de fixacdo de CO: (Tcoz2) no 12° d ndo foi verificada diferenca
significativa entre os tratamentos (p > 0,05) (Tabela 3). Esse comportamento era esperado, pois
ambos os ensaios foram cultivados com a mesma concentragio de CO2 (15% v v'!). No entanto,
no 18°d a Tcoz apresentou maior resultado (p < 0,05) no ensaio com 15% de CO> e 100 mmol
L' de NaCl em relagdo ao tratamento com 200 mmol L' de NaCl. O efeito do DE na Tco,
causou decréscimo de 18,5% no ensaio com 100 mmol L' de NaCl, enquanto que com 200
mmol L' de NaCl, a redugio foi 28,8%, na resposta quando comparadas aos valores obtidos no
12° d (fim do 1° estagio). Neste sentido, é possivel observar que a adi¢do de 200 mmol L' de
NaCl pode ter contribuido para a redugdo da taxa fotossintética das células reduzindo assim a
sua capacidade de assimilacdo do CO». As eficiéncias de utilizagdo de CO2 no 12° d foram
estatisticamente iguais (p > 0,05). Ao empregarmos o modo de cultivo em DE, foi possivel

observar que, embora a Eco no ensaio com adi¢io de 100 mmol L' NaCl tenha sido superior
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a0 ensaio com maior concentracio de NaCl (200 mmol L), ambas as condi¢des experimentais
apresentaram redu¢io de Ecoz em 17,7% (100 mmol L) e 28,8% (200 mmol L) quando
comparadas ao resultado obtido no fim do 1° estagio (12° d). Os parametros de fixagao de CO-
sdo calculados em fun¢do da produtividade de biomassa (Px). Nesse sentido, como foi
verificada redu¢do da Px no ponto final do segundo estagio (18° d), os resultados de Tcoz € Eco2
também podem ter sido influenciados.

Ao longo dos 18 d de cultivo, os ensaios com adi¢gdo de CO> apresentaram as
maiores concentracdes de CID no meio liquido em comparagao ao ensaio controle (Figura 7a).
O bicarbonato (HCO3") foi a espécie de carbono presente em maior concentragdo em todos
tratamentos, sendo as maiores fragdes verificadas nos ensaios com 15% de CO2 e 100 mmol L
! NaCl (Figura 7b). Neste sentido, podemos observar que a adi¢io de NaCl nos cultivos nio

limitou a dissolu¢do da fonte de carbono para os cultivos no segundo estagio.

Figura 7 — Resultados de concentragdo de carbono inorganico dissolvido (CID) em fungdo do
tempo (a) e fracdes de CID (HCO3", COs*) (b) no meio liquido dos ensaios cultivados em
duplo estagio no 18° d (média + desvio padrao)
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Quanto ao pH médio, nos ensaios com adicdo de CO, foram verificados menores
valores em comparagdo ao ensaio controle, apresentando diferenca significativa desse
tratamento (p <0,05) (Tabela 3). A inje¢ao de CO; no cultivo de microalgas desloca o equilibrio
para a formagio do acido carbonico (H2CO3), o qual se dissocia em ions H" no meio liquido,
causando a redu¢do do pH. Conforme relatado por Tang et al. (2011), o emprego de maior
concentragdo de CO: poderia resultar em maior concentra¢dao de CID no meio de cultivo e com

1sso a fonte de carbono estaria disponivel para ser utilizado pelas microalgas. Contudo, a injecao
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de alta concentragdo de CO2 pode resultar no decréscimo do pH. Os autores verificaram redugao
do pH de 8,7 para 5,2 com o aumento da concentragdo de CO> de 0,03% (ar) para 50% na
corrente gasosa, injetada de forma continua nos cultivos de Chlorella pyrenoidosa.

A redugao do pH ao utilizar CO,, em relacao ao ensaio controle nao foi acentuada
(em média, de 10,07 para 9,30 para ambos tratamentos). Isso ocorreu, provavelmente, porque
a injecdo de CO foi realizada de forma intermitente, durante o periodo de luz. Neste sentido,
os valores de pH verificados para os ensaios com adi¢ao de CO», foram favoraveis a formagao
de ions HCOs', a qual foi a espécie em maior concentragao nestes ensaios (Figura 7b).

Com relacdo a concentracdo de proteinas e carboidratos na biomassa no 12° d (1°
estagio), nao foi verificada diferenca significativa (p > 0,05) dos tratamentos com fornecimento
de 15% de CO> em relagao ao ensaio controle. As maiores concentragdes de lipidios foram
verificadas no ensaio controle e com 15% de CO», que posteriormente foi adicionado 100 mmol
L' de NaCl no segundo estagio (p < 0,05). No 18° d, fim do segundo estagio, a concentra¢io
de proteinas na biomassa foi superior no ensaio controle (p < 0,05), o qual nao foi exposto a
condigoes de estresse (Tabela 4). Ambos os ensaios adicionados com CO» e NaCl apresentaram
reducdo no contetdo proteico em 8,3% quando comparado ao ensaio controle. Da mesma
forma, como observado nos cultivos em tnico estagio, o teor proteico na biomassa de C. fusca
foi menor nos ensaios com adi¢gdo de NaCl. Ravelonandro et al. (2011) observaram redugdo da
concentracdo de proteinas na biomassa de Arthrospira (Spirulina) platensis, quando a
microalga foi cultivada com diferentes concentragdes de NaCl. Vonshak (1997b) avaliando o
efeito do estresse salino no cultivo de duas cepas de Spirulina, evidenciou modificacdo da
composi¢do da biomassa, com o aumento no teor de carboidratos e redug¢do no contetdo
proteico.

No segundo estagio, o teor de carboidratos no cultivo controle foi estatisticamente
(p <0,05) superior aos ensaios com NaCl e CO>. Por outro lado, o contetido lipidico encontrado
nos ensaios com NaCl foram maiores e com diferenga significativa do controle (p < 0,05)
(Tabela 4). A utilizagio de 200 mmol L' de NaCl no meio de cultivo favoreceu o acimulo de
lipidios, representando incremento de 29,8% em comparacdo ao ensaio controle. Vidyashankar
et al. (2013) observaram que o emprego do cultivo em duplo estagio com a adicdo de NaCl e
restri¢do de nitrogé€nio resultou no incremento da concentragdo de lipidios na biomassa de

Scenedesmus dimorphus.



108

Tabela 4 — Concentracao de proteinas, carboidratos, lipidios, cinzas (base seca) e
produtividade de carboidratos e lipidios para os cultivos de Chlorella fusca em DE.

15% CO2+ 15 % CO2+
Periodo Macromolécula Controle
100 mmol L' 200 mmol L!
' Proteinas (%o mm™)  499%A+03 482%4+0,6 49,004+14
1° Estagio
oo 1204 Carboidratos (%o mm™) 222%4+<0,1 22,7>A4+04 233*4+0,1
(" ) Lipidios (% m m™) 21,1*4+£0,7 19,944+0,5 18,04+0,5
Proteinas (%o mm™)  492%4+0,9 451>4+1,5 45,1>4+1,5
Carboidratos (%o mm™) 24,74B+0,8 21,854+0,7 23,3%4+1,1
2° Estagio Lipidios (% m m™) 17,8%B+0,8 21,8%B+06 23,1*B+04
(13°-18°d) Cinzas (% m m™) 3,3+ 0,1 3,00+ 0,1 3,00+ 0,2
Pcarb()idrat()s (mg L_1 d_l) 20’921 + 1,1 21’23 + 0,7 20,0a + 1,0
Plipidios (mg L' d) 157°+0,7  20,8°+0,7  19,8°+04

Letras sobrescritas minusculas iguais na mesma linha para a mesma macromolécula e letras sobrescritas
maiudsculas iguais na mesma coluna para a mesma macromolécula em diferentes estagios indicam que as médias
ndo diferiram estatisticamente ao nivel de 95% de confianga (p > 0,05), 12° d (fim do 1° estagio) ¢ 18° d (fim do
2° estagio).

Para a mesma condig¢do experimental, foi possivel observar que a adigdo de 100
mmol L' de NaCl no segundo estdgio no ensaio com 15% de CO> promoveu o incremento do
conteudo lipidico da biomassa em 9,5%, apresentando diferenga significativa do 1° estagio (p
<0,05). O mesmo foi observado para o ensaio com 15% de CO> e 200 mmol L' de NaCl, sendo
verificado aumento de 28,3% no teor de lipidios quando adicionado o cloreto de s6dio, com
diferenca significativa do 1° estagio (p < 0,05). Apesar da adigdo de NaCl nos cultivos, ndo foi
verificada diferencga significativa (p > 0,05) entre os ensaios em relagdo ao conteudo de cinzas.
A produtividade de carboidratos ndo apresentou diferenca significativa (p > 0,05) entre os
tratamentos no duplo estagio. Entretanto, a produtividade lipidica dos cultivos adicionados de
NaCl foram estatisticamente superiores ao ensaio controle (Tabela 4). A adi¢gdo de NaCl na
concentragio de 100 mmol L' no segundo estgio de cultivo resultou no aumento de 33,8% na
produtividade lipidica.

Desta forma, foi possivel observar que o modo de cultivo em duplo estdgio nao
somente pode aumentar os compostos de reserva na biomassa de microalgas, como também a
produtividade destas macromoléculas, o que permite aumentar a aplicacao biotecnologica de
microalgas como matéria-prima para a producdo de produtos de alto valor agregado e

biocombustiveis.
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4, CONCLUSAO

Nos cultivos de C. fusca LEB 111 em tnico estagio (UE), a maxima concentragao
de biomassa (Xmax) (1,90 g L) foi verificada no ensaio com a adi¢do de 100 mmol L™! de NaCl,
enquanto que na estratégia de cultivo em duplo estagio (DE) a Xmax foi obtida com a adigdo de
15% de COz e 100 mmol L-1 de NaCl (1,96 g L!). Quanto a produtividade das macromoléculas,
a adi¢do de 200 mmol L' de NaCl em UE favoreceu a produtividade de carboidratos, sendo
esta resposta 81,0% superior ao resultado verificado no ensaio controle. A aplicagdo da
estratégia em duplo estagio com a adigdo de 15% de CO> e 100 mmol L™ de NaCl no cultivo
de C. fusca LEB 111 resultou no incremento de 33,8% na produtividade lipidica. Diante disso,
foi possivel concluir que o emprego de estratégias de UE e DE favoreceram o crescimento e a
produtividade de macromoléculas por C. fusca, aumentando a aplicabilidade biotecnologica da

biomassa na produg¢ao de bioenergia.
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PRODUCAO DE Nannochloropsis gaditana EM FOTOBIORREATORES
TUBULARES EM ESCALA PILOTO: INFLUENCIA DA VAZAO DE CO: NO
CONTROLE DO pH E NO FORNECIMENTO DE CARBONO

RESUMO

O didxido de carbono (CO.) fornecido para o cultivo de microalgas, ndo so6 € utilizado para o
controle de pH, mas também como fonte de carbono para esses micro-organismos
fotossintéticos. Para que esse processo ocorra de maneira eficiente, se faz necessario o estudo
de parametros hidrodinamicos, como a vazao de CO». Diante disso, o objetivo do presente
estudo foi avaliar a influéncia da vazao de CO2 no controle do pH, na eficiéncia de utilizacao
de CO», produtividades de biomassa e lipidica nos cultivos de Nannochloropsis gaditana. Os
experimentos foram realizados em fotobiorreatores tubulares de 2.600 L, condi¢des outdoor em
estufa de filme transparente. O controle do pH no valor de ajuste (8,0), bem como o
fornecimento de carbono foi realizado mediante inje¢cao de CO> puro nas vazdes de 1, 3,5, 8 e
20 L min™!. O emprego das vazdes de CO; entre 1 ¢ 8 L min™! promoveram melhor controle do
pH préximo ao valor de ajuste. Quando utilizada a vazdo de 5 L min™' foi verificada eficiéncia
de utilizacdo de CO; de aproximadamente 70% (m m™), produtividade lipidica de 36,7 mg L™!
d! e a maxima produtividade de biomassa (0,24 g L' d!). Neste sentido, o presente estudo
permitiu a selecdo de parametro hidrodindmico para que o controle do pH por demanda de CO»
fosse adequado e para que maiores eficiéncias de utilizagdo de carbono pudessem ser
alcancadas, contribuindo assim com a producdo de biomassa e com a redu¢ao de custos com o
processo.

Palavras-chave: Biomassa. Dio6xido de carbono. Fotobiorreator. Lipidios. Microalga. Outdoor.
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1 INTRODUCAO

As microalgas sdo micro-organismos que, por meio da fotossintese, produzem
biomassa que pode ser empregada na alimentacdo humana e animal, farmacos (TRIVEDI et al.,
2015), na extracao de biocompostos de alto valor agregado (MORALIS et al., 2014), bem como
na produ¢do de biocombustiveis (ACIEN et al., 2012b; MORAIS et al., 2016). Ademais, esses
micro-organismos podem ser aplicados no tratamento de aguas residuais (ARBIB et al., 2013)
e gases de combustdo (DUARTE; FANKA; COSTA, 2016; DUARTE et al., 2017; GODOS et
al., 2014), dos quais utilizam nutrientes como nitrogénio, fésforo e carbono para o seu
crescimento.

O cultivo de microalgas tem sido realizado tanto em reatores abertos (Raceway),
quanto em fechados (fotobiorreatores) (ACIEN et al., 2017). Os reatores abertos sdo
comumente utilizados na produ¢do de microalgas em escala comercial, principalmente de cepas
como Spirulina e Dunaliella (ZITTELLI et al., 2013). O emprego mais difundido desse tipo de
sistema ocorre principalmente devido a sua simplicidade, relativo baixo custo de construcao e
de operagao (WANG; LAN; HORSMAN, 2012), ha ainda a facilidade de aumento de escala
(MENDOZA et al., 2013). Normalmente os reatores abertos possuem controle minimo das
condi¢des de operagdo, sendo mais suscetiveis a contaminagio (FERNANDEZ et al., 2012).
Todavia, quando se busca produzir biomassa rica em compostos de alto valor agregado, os
sistemas fechados sdo considerados os mais indicados (MOLINA GRIMA et al., 1999). Entre
os sistemas fechados, os fotobiorreatores tubulares sdo os mais empregados (ACIEN et al.,
2017). Embora os fotobiorreatores apresentem custo mais elevado de construcdao, quando
comparados aos sistemas abertos, tal configurag@o de reator € considerada mais promissora por
possuir maior controle dos pardmetros do cultivo, resultando em maiores produtividades de
biomassa e menores riscos de contaminac¢do (ACIEN et al., 2017; IPPOLITI et al., 2016).

Em se tratando de fotobiorreatores tubulares, o CO> geralmente ¢ fornecido como
fonte de carbono e para o controle do pH, podendo ser injetado puro ou a partir de gases de
combustdo. Caso a forma pura de CO> for utilizada, a fonte de carbono pode representar até
30% dos custos de producio (ACIEN et al., 2012a). Outro aspecto primordial que deve ser
considerado quando se utiliza este tipo de sistema para o cultivo de microalgas ¢ a eficiéncia de
utilizacao de CO». Muitos estudos revelaram que as perdas podem chegar até 50%, mas com a
melhoria nas questdes de projeto e condi¢des de operagdo, essas podem ser minimizadas

(ACIEN et al., 1998; CAMACHO RUBIO et al., 1999).
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Nannochloropsis gaditana ¢ uma cepa marinha que tem demonstrando potencial
como matéria-prima para a produgao de biodiesel devido ao teor de lipidios e perfil de acidos
graxos (SAN PEDRO et al., 2013). Estudos realizados relataram que N. gaditana pode ser
cultivada em condigdes outdoor em biorreatores raceway (SAN PEDRO et al., 2015),
fotobiorreatores do tipo tubulares (SAN PEDRO et al., 2014) e painel plano (SAN PEDRO et
al., 2016). Além das configuragdes dos fotobiorreatores, fatores como o fornecimento de CO»
para o controle do pH e suprimento de carbono para o crescimento das microalgas necessitam
ser avaliados. Neste sentido, ¢ de grande importancia a avaliacdo dos efeitos das condigdes
operacionais (como por exemplo, a vazdo de CO2) no cultivo de microalgas em condigdes
outdoor. Com 1isso ¢ possivel determinar pardmetros que maximizem a eficiéncia da
bioconversao de CO2 em biomassa e a reducao do custo de produgao.

Diante do exposto, o objetivo do estudo foi determinar a influéncia de diferentes
vazdes de CO2 no controle de pH, na eficiéncia de utilizacdo de CO: e nas produtividades de
biomassa e lipidica de Nannochloropsis gaditana cultivada em fotobiorreatores tubulares sob

condi¢des outdoor.

2 MATERIAL E METODOS

2.1. MICRO-ORGANISMO E MEIO DE CULTIVO

A microalga utilizada foi Nannochloropsis gaditana, pertencente a cole¢dao de
culturas do grupo de pesquisa “Biotecnologia de Microalgas Marinhas da Universidad de
Almeria (Espanha)” (Anexo I — Figura A6). O meio de cultivo utilizado era composto por agua
do mar artificial (30 g L' de NaCl) e fertilizantes agricolas, tais como: nitrato de célcio
(Ca(NOs)2, 0,8 g L), fosfato monobasico de potassio (KH2PO4, 0,25 g L), sulfato de
magnésio (MgSO0s, 0,3 g L") e micronutrientes (Welgro hidroponic, 0,02 mL L e Karentol,
0,02 g L") (Anexo I — Tabela A2) (CAMACHO-RODRIGUEZ et al. 2013). Os componentes
do meio de cultivo foram dissolvidos em &gua potavel e filtrados através de sistema de
ultrafiltragdo composto por membrana com 0,2 pm de poro (SFP 2860, China).

O in6culo de N. gaditana foi propagado em escala laboratorial e posteriormente em
escala piloto (condi¢des outdoor) no periodo entre os meses de abril e maio. Em condi¢des
outdoor a propagacao ¢ a manutengao do indculo foi realizada em fotobiorreatores do tipo
colunas de bolhas (volume total de 100 L), com aeragdo constante e fornecimento de CO2 sob

demanda para o controle do pH (7,8-8,0).
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2.2 FOTOBIORREATOR TUBULAR

Os experimentos foram realizados em fotobiorreatores tubulares em escala piloto,
localizados em estufa de filme transparente, na Estacdo Experimental Las Palmerillas,
pertencente a Fundagdo CAJAMAR (Almeria, Espanha) (Anexo I — Figura A7). Os
fotobiorreatores tubulares eram compostos por receptores de radiagdo solar e coluna de bolhas

(Figura 1).

Figura 1 — Diagrama do fotobiorreator tubular com vista lateral
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Fonte: Adaptado de Fernandez et al. (2014)

Os receptores de radiagao solar eram compostos por tubulagdes com comprimento
de 19 m, didmetro de 0,09 m, unidos em configuracdo de loop, totalizando comprimento
horizontal de 400 m, com volume total de 3.000 L e volume util de 2.600 L. A coluna de bolhas
possuia 3,25 m de altura, 0,5 m de diametro, com volume ttil de 450 L. Esta coluna tem por
finalidade a eliminagao de gases acumulados no sistema, entrada de meio de cultivo e controle
de temperatura. Para manutencdo da temperatura, 4gua a temperatura ambiente foi recirculada
auma vazdo de 1.500 L h™' em trocadores de calor de ago inox, localizados no interior da coluna
de bolhas. Na parte inferior da coluna estava localizada uma bomba centrifuga que promoveu
a recirculagio continua do cultivo (com velocidade de 0,9 m s™!) entre a coluna e os receptores

de radiacdo solar. Os fotobiorreatores empregados eram equipados com sondas de oxigénio
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dissolvido (OD5120 Crison, Espanha), pH e temperatura (pH5083T Crison, Espanha), as quais
estavam localizadas no final do /oop dos receptores de luz e conectadas a um multimetro
(MM44, Crison, Espanha). A radiagdo solar absorvida foi mensurada por piranometro
termoelétrico conectado a um adaptador AC-420 (LP-02, Geonica S.A., Espanha). Ademais,
todas as sondas estavam conectados a um transmissor (Labjack U12) e este a um software de
aquisi¢do de dados (Dagfactory, Azeotech, Arizona, EUA) (ANDRADE et al., 2016; IPPOLITI
etal., 2016).

2.3 CONDICOES EXPERIMENTAIS

Os tratamentos propostos no corrente estudo consistiram em variar as vazoes de
inje¢do de COx nos cultivos de N. gaditana em 1, 3, 5, 8 ¢ 20 L min™! para realizar o controle
do pH e o fornecimento de carbono. O pH dos cultivos foi controlado no valor de ajuste de 8,0
por meio de injecdo de CO> puro nas vazdes supracitadas. As vazdes foram controladas por
medidores de vazdo no valor correspondente a cada tratamento (FR4500, Key Instruments,
EUA) e o gés foi injetado nos cultivos a uma pressio manométrica de trabalho de 0,2 kgf cm™.
Como o CO; foi fornecido por demanda, a injecdo do gas nos cultivos foi regulada por valvulas
solenoides on/off, estas acionadas automaticamente pelo sistema de controle durante a fase clara
(radiacdo solar >30 W m?) para controlar o pH no valor do setpoint (8,0).

Os cultivos foram realizados no més de junho (primavera-verdao) em
fotobiorreatores tubulares descritos no item 2.2, os quais foram operados em modo de batelada
até atingir concentragdo superior a 1,0 g L. Logo apds os fotobiorreatores foram operados em
modo semicontinuo, com taxa de dilui¢do de 0,16 d!, a qual foi calculada a partir de trés
remogdes semanais de cultivo. Em cada remocao, parte da biomassa foi recuperada do meio de
cultivo, o qual foi recirculado e armazenado para posterior suplementagdo com nutrientes e
reutilizacdo na proxima diluicdo. A temperatura média do cultivo foi resultado do controle de
temperatura empregado no fotobiorreator (como descrito no item 2.2), influenciado apenas pela
radiacdo solar incidente e pelo calor retido no interior da estufa de filme transparente. Em cada
fotobiorreator foi injetado ar com vazio de 200 L min™' para dessor¢io de gases acumulados no

meio liquido.

2.4 DETERMINACOES ANALITICAS

A concentra¢do de biomassa (Xp) foi determinada mediante filtracdo a vacuo de 50

mL de cultivo em filtro de microfibra de vidro, com tamanho de poro de 0,7 um (Whatman™).



123

Posteriormente a biomassa foi lavada com 50 mL da solugdo de formiato de amoénio na
concentracio de 1,25% (m v'') para remogdo dos sais aderidos as células e seca em estufa a
80°C por 24 h.

A fluorescéncia da clorofila (Fv/Fm) das células microalgais foi verificada a partir
da relagao entre a fluorescéncia variavel (Fv) ¢ a maxima (Fm). Para a realiza¢ao dessa analise
uma aliquota de 3,5 mL de cultivo foi mantida no escuro por 15 min e posteriormente
mensurado o valor da relacio Fv/Fm em fluorimetro (AquaPen AP 100, Photon Systems
Instruments, Republica Checa) (IPPOLITI et al., 2016).

O cultivo foi avaliado diariamente por observagdo microscopica (Laica, I[CC50 HD,
Alemanha), a fim de garantir que a cepa utilizada fosse o micro-organismo dominante ao longo
de todo o periodo de ensaio. Ademais, foram determinadas utilizando kit de analise (Hach-
Lange LKC 381, Alemanha) e fotometro (Dr Lange LASA 50, Alemanha) as concentragdes de

carbono inorganico total (CIT, g L'') no meio de cultivo de entrada e de saida.

2.5 RECUPERACAO E COMPOSICAO DA BIOMASSA

A biomassa de cada experimento foi recuperada do meio liquido por centrifugagao
(GEA, Alemanha), seca por liofilizacdo (FD80, Cuddon Freeze Dry, Nova Zelandia) e
armazenada a -20°C. Os lipidios foram extraidos mediante a combinacdo dos solventes
cloroférmio: metanol e quantificados conforme método colorimétrico proposto por Marsh e
Weinstein (1966), o qual utiliza curva padrdo de tripalmitina (HOLLAND; GABBOTT, 1971).
O teor de umidade na biomassa foi determinado por metodologia oficial (AOAC, 2000) e os

resultados de concentracio de lipidios (% m m™') foram expressos em base seca.

2.6 RESPOSTAS AVALIADAS

Os experimentos foram monitorados 24 h d’!, durante 18 d. A fim de melhor
representar os efeitos dos tratamentos, foi selecionado um dia de cada ensaio, o qual apresentava
condi¢gdes de temperatura e radiagdo solar semelhante entre os experimentos. Os dados de
radiagdo solar, temperatura e pH foram coletados ao longo de 24 h (1440 dados). A partir desta
aquisicao de dados foi possivel determinar os perfis de radia¢do solar, temperatura, oxigénio
dissolvido (O.D.) e pH, bem como o nimero de atuacdes da valvula (abertura) para a injecao

de CO; e a taxa massica de carbono injetado por dia nos cultivos.
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2.6.1 Produtividade de biomassa

A produtividade volumétrica de biomassa (Px, g L' d!) foi calculada a partir da
concentragio de biomassa (X», g L) e da taxa de diluigdo (D, d!), conforme a Equagdo 1

(MOLINA GRIMA et al., 1999).

Px=Xy D (1)

2.6.2 Demanda de COz

A demanda de CO; pelo cultivo (Dcoz, g d!) foi calculada segundo a Equagio 2,
em que Px (g L' d'!) é a produtividade volumétrica de biomassa determinada em cada ensaio,
Vil (L) € o volume util do fotobiorreator, xcbm ¢ a fragdo massica de carbono na biomassa
(considerada 0,5 Zearbono Sbiomassa ), MMco2 (g mol ') e MMc (g mol™!) sdo as massas molares

de COz e do carbono, respectivamente.

MMco2
MMC (2)

Dco2 = Px Vil” Xcbm °

2.6.3 Eficiéncia de utilizacao de CO:

A eficiéncia de utilizagdo de CO2 (Eco2, % m m™) foi calculada segundo a Equagdo
3, a partir da razdo entre a demanda de COz (Dcoz, g d') € a taxa maéssica de CO2 (thcoz, g d™)

fornecida aos cultivos.

Ecoz = ].)coz -100 3)

mco2

2.6.4 Razao entre o fornecimento de CO: e a producio de biomassa

A razdo entre o fornecimento de CO; e a producdo de biomassa (Rcoz/iomassa, gc02
hiomassa ) foi calculada segundo a Equacdo 4, em que thcoz (g d!) é a taxa méssica de CO:
injetada, Px (g L' d!) é a produtividade volumétrica de biomassa e Vi (L) é 0 volume 1til do

fotobiorreator.

mco2
Rco2/biomassa= 4
Px 'Vum ( )
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2.6.5 Concentracio e produtividade lipidica

A concentragdo de lipidios foi avaliada na biomassa liofilizada de cada
experimento, enquanto que a produtividade lipidica (Pripidica, mg L' d!) foi determinada de
acordo com a Equacgdo 5, na qual Px ¢ produtividade de biomassa e fiipidgica € a fragdo da
macromolécula presente na biomassa. Os resultados de concentracdo de lipidios e
produtividade lipidica foram avaliados por analise de varidncia (ANOVA), seguida de teste de

Tukey para comparagdo entre médias ao nivel de 95% de confianca.

Plipidica = PX - flipidica ®)

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os ensaios foram realizados durante o més de junho (primavera-verdo), a fim
de garantir que as culturas fossem expostas a condi¢cdes de radiacdo solar e temperatura
semelhantes. Os valores minimos e maximos verificados para a radiacdo solar na fase clara
foram 31,2 e 564,8 W m™, respectivamente. Para a temperatura, o valor minimo foi de 24,2 e
maximo de 33,9°C, respectivamente. A temperatura média observada no periodo claro foi
30,7°C, enquanto que na fase escura o valor médio foi 26,6°C. Neste aspecto foi possivel
verificar que o emprego do sistema de resfriamento evitou que temperaturas acima de 35°C
fossem atingidas, as quais poderiam inibir o crescimento da microalga. O aumento da
temperatura em cultivos outdoor ocorre devido a absorcdo de calor em decorréncia do aumento
da radiagdo solar no periodo claro. Este incremento da temperatura pode causar o
superaquecimento da cultura, resultando em inibi¢do do crescimento e até mesmo morte celular
(IPPOLITTI et al., 2016). Zitteli et al. (1999), realizando cultivos em fotobiorreatores tubulares
em condigdes outdoor verificaram maiores produtividades para Nannochloropsis sp. (0,7 e 0,8
g L' d') em temperaturas entre 28,1 e 28,9°C, observadas durante a primavera. Da mesma
forma, San Pedro et al. (2015) observaram maior produtividade de biomassa (0,19 g L' d"')nos
cultivos de Nannochloropsis gaditana, em reatores tipo Raceway, sob condi¢des outdoor, com
temperatura de 29,0 + 2,5°C.

A concentracao de oxigénio dissolvido (O.D.) para o ensaio com fornecimento de
1 L min! de CO», apresentou comportamento caracteristico ao longo do dia (Figura 2),
aumentando a concentragdo de O2 no meio liquido com o incremento da radiagdo solar. Na fase

escura a concentragdo de O.D. observada foi em média 89,2% da saturagdo do ar (% Sat.). Logo
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apos, a medida que a radiacdo solar aumentou, ocorreu o incremento na concentragao de O.D.,
atingindo valor maximo de 149,2% entre 12 e 16 h. A partir das 18 h, com o decréscimo da
radiacdo solar, a concentragdo de O.D. também diminuiu gradativamente. De acordo com os
dados obtidos, nao foi verificado elevado acimulo de O.D. no cultivo, sendo o sistema capaz
de promover a dessor¢ao deste gas por meio de aeracdo continua dos experimentos. Segundo
Ippoliti et al. (2016), o acumulo de O.D. acima de 300% ao meio dia (12 h), pico de maior
radiacao solar, podem indicar que a fotobiorreator possui capacidade de transferéncia de massa
insuficiente para remover o acimulo de oxigénio produzido ao meio dia. Este acimulo de O.D.
pode favorecer a ocorréncia do fenomeno de fotorrespiragdo, o qual pode reduzir a
produtividade de biomassa do cultivo.

Segundo Molina et al. (2001), a concentracdo de O.D. nos cultivos apresenta
variagdo ao longo do periodo de luz, devido a atividade fotossintética das células. Estes mesmos
autores, cultivando Phaeodactylum tricornutum, no verao, em condigdes outdoor, observaram
que a concentragdo de O.D. aumentou rapidamente entre 4 ¢ 9 h, atingindo valores de 200% de
saturacao do ar com o incremento da radiacao solar. Contudo, quando a radiacdo solar excedia
a 1500 pE m? s! (valor atingido as 12 h), a concentragio de O.D. diminuiu, devido a ocorréncia
da fotoinibicdo. Os cultivos realizados na primavera, por outro lado, apresentaram declinio
menos acentuado. Esse fato foi atribuido a menor fotoinibi¢do durante a primavera quando a

radiagdo solar € geralmente menor com relagdo ao verao.

Figura 2 — Perfis de radiacdo solar (cinza escuro), oxigénio dissolvido (O.D., cinza claro) e
temperatura (preto) para ensaio com vazio de CO2 de 1 L min™' ao longo de 24 h de cultivo de

N. gaditana
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O cultivo de microalgas em biorreatores fechados, sob condi¢des outdoor, pode
resultar em elevado acimulo de O.D. no meio liquido (CARVALHO; MEIRELES;
MALCATA, 2006). Em consequéncia disso, pode ocorrer a inibi¢ao da fotossintese e favorecer
o processo de fotorrespiragdo (FERNANDEZ et al., 2012). Quando ocorre este fendmeno, a
enzima Rubisco, modifica seu metabolismo e atua como oxigenase, utilizando o oxigénio para
formar fosfoglicolato (MASOJfDEK; TORZILLO; KOBLIZEK, 2013). A ocorréncia da
fotorrespiracao ndo permite a fixacao de carbono pelas células e por fim consome quantidades
significativas de energia, liberando CO; previamente fixado (NELSON; COX, 2014).

Acién Fernandez, Fernandez Sevilla e Molina Grima (2013), relataram que além do
acumulo de oxigénio do interior do fotobiorreator ser um problema, outros aspectos como a
limitacdo de carbono e variagdes de pH ao longo da tubulacdo podem influenciar a eficiéncia
do processo. Tendo em vista que estes aspectos podem influenciar a bioconversao de CO; pelas
microalgas, € necessario realizar analise do efeito de pardmetros de projeto e de operagao como,
comprimento e didmetro da tubulagdo, vazao, perfis de concentragdo de oxigénio dissolvido e
COz, bem como a transferéncia de massa gas-liquido.

No presente estudo foi empregado o controle do pH por demanda dos cultivos de
N. gaditana utilizando inje¢do de CO> nas vazdes entre 1 e 20 L min™!. De acordo com Acién
et al. (2012b), a injecdo de CO> sob demanda tem se mostrado uma técnica promissora para
efetuar o controle do pH e ao mesmo tempo fornecer a fonte de carbono.

Nos experimentos com vazdes de COz> de 1, 3, 5e 8 L min™' foram verificados
menores gradientes de pH (Figura 3a - d). Durante a fase clara, nos ensaios com vazdes de 1
(7,99), 3 (7,98), 5 (7,94) € 8 (7,97) L min™' de CO, os valores médios de pH dos cultivos de N.
gaditana foram proximos ao valor de ajuste (8,0) (Tabela 1). Entretanto, o ensaio com vazao
de 20 L min™! apresentou maiores variagdes nos valores de pH durante a fase clara (Figura 3e),
sendo verificado pH médio de 7,77 e minimo de 7,01. Conforme relatado por Rubio et al. (1999)
e Duarte-Santos et al. (2016) quando o CO: ¢ injetado em elevadas concentragdes podem
ocorrer gradientes de pH no interior do reator, os quais podem afetar o cultivo.

No periodo de luz, todos os experimentos apresentaram aumento gradual de pH até
atingirem valores proximos ao valor de ajuste (8,0), devido ao consumo de CO; pela microalga
na fotossintese. Com o fornecimento de CO; para o controle do pH, os valores maximos
verificados foram em torno de 8,1 para os ensaios com injecdo de 5 e 8 L min™! (Tabela 1). De
acordo com Grobbelaar (2013), o consumo de CO; pelas microalgas resulta no acimulo de ions

OH™ no meio e, consequentemente, no incremento do pH.
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Figura 3 - Valores de pH (cinza) e de abertura de valvula de CO: (preto) para os cultivos de N. gaditana com vazao de CO: de 1,0 (a), 3,0 (b), 5,0 (c),
8,0 (d) € 20,0 L min™! (e)
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Conforme Pawlowski et al. (2014b), o pH do cultivo ¢ influenciado principalmente
por dois fenomenos: fornecimento de CO; e absor¢do do mesmo em fung¢do da disponibilidade
de luz. O CO; fornecido, contribui para a formagao de acido carbonico (H2CO3), causando
redu¢do do pH da cultura. Por outro lado, as microalgas na presenca de luz realizam
fotossintese, consumindo o CO; e produzindo O, causando assim o aumento do pH do cultivo.

Com relacdo ao fornecimento (mcoz2) e a demanda de CO; (Dco2), foi possivel

! a massa de carbono requerida pelo cultivo foi

verificar que, ao utilizar a vazao de 1 L min~
maior do que a alimentada ao sistema (Tabela 1). Nessa condicdo experimental, também foi
observado que o sistema estava no limite para o controle do pH, haja vista que foi contabilizado
elevado niimero de vezes (531) que a valvula de CO; foi acionada para manuten¢do do pH no
valor do setpoint (Figura 3a). Diante disso, foi obtido percentual médio de abertura de valvula

de 57% no periodo claro (9 e 20 h), atingindo valores maximos de 100% entre 14 e 16 h (Figura
4).

Figura 4 — Porcentagem de abertura de valvula de CO; (preto) e fornecimento de CO; por
hora (QCO») (cinza) no cultivo de N. gaditana com inje¢io de COx na vazio de 1,0 L min!
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Como pode-se observar pela Figura 4, a demanda de CO> pelas microalgas foi maior
(Qco2 média de 70,0 L h™!) nas horas centrais do dia, periodo de maiores indices de radiagio
solar (entre 14 e 16 h). Conforme relatado por Arbib et al. (2013), ¢ possivel relacionar os
intervalos das injecdes de gases de combustao no cultivo com a atividade fotossintética das
células microalgais. Desta forma, ficou evidenciado que a radiagdo solar € um dos parametros

ambientais que influencia diretamente o pH do cultivo. Os resultados encontrados por Godos
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et al. (2014) indicaram que a maior frequéncia de adicdo de gas de combustio contendo 10%
de CO2 no cultivo de Scenedesmus sp. foi verificada com o aumento da radiacao solar.

Ao avaliar a influéncia das vazdes de 3, 5 ¢ 8 L min™!, foi possivel constatar que a
massa de entrada de CO; foi maior que a demandada pelo cultivo (Tabela 1), demonstrando
assim, que mesmo com excesso do gas, o sistema se manteve estavel. O aumento da vazao de
CO; resultou no decréscimo do niumero de vezes que a valvula foi acionada para o controle do
pH (Figura 3-d). Neste sentido, o incremento da vazdo de CO; de 1 para 3, 5 ¢ 8 L min’!
contribuiu para a reducao de 43,5%, 78,2% ¢ 90,3% no ntimero de atuacdes da valvula de
injecdo de CO,. O fornecimento de carbono no experimento com inje¢io de 20 L min™!, também
foi suficiente para suprir a demanda de N. gaditana (Tabela 1). Neste experimento foi verificado
o menor nimero de atuagdes da valvula de CO: (Figura 3e), representando reducdo de 742,9%
de abertura de valvula comparado ao ensaio com menor vazio de CO> (1 L min™). A redugio
de atuacdes das valvulas € interessante porque contribui com a economia de energia, aumento
da vida util do equipamento, bem como com a redugdo do tempo de inje¢do de CO>
(PAWLOWSKI et al., 2014a, 2014b). No entanto, o aumento da vazdo pode resultar em
gradientes de pH, os quais influenciam a eficiéncia de utilizacdo de CO> e a produtividade de
biomassa. Conforme observado por Duarte-Santos et al. (2016), quando sdo injetadas grandes
quantidades de COa, seja por elevada fragdo molar ou vazdo de inje¢do, pode ocorrer atraso
entre a medigdo do pH no reator e a abertura de valvula para a alimentacdo de CO,. Neste
sentido, mais carbono seria fornecido do que o requerido pelo sistema, o que poderia prejudicar
o desempenho do cultivo.

As microalgas possuem em média 50% de carbono em sua composi¢ao
(GROBBELAAR, 2013). Logo, ¢ necessario fornecer quantidade minima de 1,8 kg de CO»
para produzir 1 kg de biomassa (ACIEN et al., 2012a). Esta quantidade de carbono pode ser
fornecida por meio de correntes gasosas, as quais contenham CO: concentrado em baixa vazao
ou, baixa concentracdo de CO em alta vazdo. Neste sentido, além do supracitado, a
confiabilidade do sistema também varia em funcdo da capacidade de utilizar eficientemente o
CO; fornecido para a producdo de biomassa, minimizando as perdas de carbono para a
atmosfera (DUARTE-SANTOS et al., 2016).

O experimento com vazdo de 5 L min™' de CO, apresentou maior resultado de
produtividade de biomassa (0,24 g L' d), sendo este valor 50% e 100% superior aos
verificados nos ensaios com inje¢do de 8 e 20 L min™' de CO», respectivamente (Tabela 1). No
ensaio com inje¢do de 1 L min"! a produtividade de biomassa verificada foi 0,22 g L' d’!,

mesmo a quantidade injetada nao suprindo a demanda de carbono. Os resultados demonstraram
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que a modifica¢do da vazdo de CO; influenciou a produtividade da biomassa, ¢ com isso foi
possivel determinar que o uso da vazio de 5 L min!, além de manter o pH no valor ajustado,
também foi capaz de fornecer quantidade de carbono suficiente para o crescimento da
microalga. Ademais, nessa condi¢cdo experimental foi verificado niumero de atuagdo de valvulas

intermediario, ndo prejudicando o desempenho do equipamento.

Tabela 1 - Resultados obtidos para os cultivos de N gaditana, concentragao e produtividade
de lipidios na biomassa da microalga em diferentes vazdes de COx.
Vazao de COz (L min)

Parametro
1 3 5 8 20
pH minimo 7,86 7,87 7,71 7,77 7,01
pH méximo 8,06 8,07 8,10 8,10 8,05
pH médio 7,9940,04  7,98+0,03  7,94+0,07 7,97+0,09  7,76+0,18
Fv/Fm 0,69 0,70 0,70 0,68 0,71
Px (gL'd") 0,22 0,21 0,24 0,16 0,12
CIT entrada (g L") 0,119 0,119 0,119 0,119 0,119
CIT saida (g L) 0,147 0,151 0,157 0,137 0,139
theoz (g d™) 956,3 1262,1 1648,0 14952 1326,6
Dco2 (gd™) 1029,6 982,8 11232 748.,8 561,6
Eco2 (Y% mm™) 108 78 68 50 42
Rcomiomassa (g g7) 1,67 2,31 2,64 3,59 4,25

Lipidios (% mm™)  18,8°+0,3 14,6¢£0,4 14,6%+1,4 21,1°+£0,6 23,1°+0,6
Pipigios (mg L' d!) 41,2209 312%9+0,1 36,7°+2,0 33,2%°+0,3 28,09+0,8

pH minimo, pH maximo e pH médio na fase clara; Fv/Fm — fluorescéncia da clorofila; Px — produtividade de biomassa; CIT -
carbono inorganico total; mcoz — taxa massica de CO> fornecido; Dcoz — demanda de CO2; Ecoz — eficiéncia de utilizagdo de
CO2; Rcoaiomassa— Razdo entre o fornecimento de CO: e a produgio de biomassa; Lipidios (% m m™') — concentragdo de lipidios
na biomassa; Plipidios (mg L' d!) — produtividade lipidica.

Com relacdo a razao de fornecimento de CO> para a produgdo de biomassa, esse
variou entre 1,67 € 4,25 gco2 Sbiomassa'. Os ensaios com inje¢do de 3 ¢ 5 L min' de CO»
apresentaram valores de 2,31 e 2,64 gco2 Sbiomassa ', Tespectivamente. Os resultados obtidos
estdo proximos ao valor de 2,34 gco2 Sbiomassa ', descrito por Acién et al. (2012a) em cultivos de
Scenedesmus almeriensis com eficiéncia de utilizagao de CO- de 74,5%.

Os resultados observados para a fluorescéncia da clorofila (Fv/Fm) permaneceram

constantes entre 0,68 e 0,71, independente da vazao empregada. Tal fato, indicou que o aumento
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da vazao, mesmo causando reducdo da produtividade de biomassa, ndo afetou o rendimento do
aparelho fotossintético (Tabela 1).

A concentragdo de carbono inorganico total no meio liquido (CIT, g L!) de entrada
foi a mesma para todos experimentos (0,119 g L. Este valor ¢ atribuido ao carbono inorganico
presente na agua utilizada no preparo do meio de cultivo. A concentragdo de CIT presente na
fase liquida de saida apresentou aumento de 0,147 para 0,157 g L' com o incremento da vazio
de COz de 1 para 5 L min™'. Conforme relatado por Acién et al. (2012a), quando a concentragio
de CIT ¢ elevada no meio de saida, indica que parte do CO; adicionado para o controle do pH
permaneceu na fase liquida, sendo perdido com o meio de cultivo quando realizada a diluicao.
Neste sentido, podemos relacionar os valores de CIT com a massa de carbono fornecida aos
cultivos (Tabela 1), sendo verificado que o aumento da vazao de CO> influenciou no incremento
da concentragdo de carbono inorganico na fase liquida.

Nesse estudo foi possivel observar decréscimo na eficiéncia de utilizagdo de CO»
quando a vazdo aumentou de 1 para 20 L min™!. A utilizacio das vazdes de 3 e 5 L min
resultaram em eficiéncias de utilizacdo de CO2 por N. gaditana de 78% e 68%, respectivamente.
Entretanto, no ensaio com 20 L min™! a eficiéncia foi 42%, representando reducio de 85,7% e
61,9% desta resposta com relagdo aos ensaios com 3 e 5 L min™!, respectivamente. Chai e Zhao
(2012) verificaram reducdo da eficiéncia de remocao de CO2 com o aumento da vazao, de 20
para 120 mL min’', em cultivos de Chlorococcum sp. Os autores atribuiram este resultado a
reducdo da area interfacial entre gas e o liquido, e estes sugerem que isto pode ser melhorado
minimizando o tamanho de bolhas e com menores vazdes de COs».

Duarte-Santos et al. (2016) e Godos et al. (2014) avaliando a transferéncia de CO»
e 0 balango de carbono em reatores do tipo Raceway, observaram que o aumento da vazao de
COgz resultou no fornecimento de maior quantidade de carbono do que o requerido pelo cultivo,
contribuindo assim para o maior acimulo deste gas no meio liquido e consequentemente em
maiores perdas para atmosfera. Da mesma forma, Moraes et al. (2016) avaliando o efeito da
vazao de mistura gasosa contendo CO> no cultivo de Spirulina sp. LEB 18, observaram redugao
na produtividade de biomassa e na Eco> com o aumento da vazao de 0,085 para 0,510 L min'.

No presente trabalho, o teor de lipidios na biomassa de N. gaditana variou entre
14,6% e 23,1% (Tabela 1). A maior concentragdo de lipidios (p < 0,05) foi verificada no
experimento com inje¢do de 20 L min"! de CO». Desta forma, foi possivel observar que o
emprego de elevada vazdo de CO; e a ocorréncia de gradientes de pH, podem ter causado
condi¢do de estresse para o cultivo, contribuindo para aumento do conteudo lipidico de N.

gaditana. Porém, ao analisarmos a produtividade lipidica, foi possivel verificar que o maior
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resultado (41,2 mg L™ d!) (p < 0,05) foi encontrado no experimento com injecdo de 1 L min™!
de CO,, seguido do ensaio com vazio de 5 L min™! (36,7 mg L' d"!). O aumento da vazio de
COz de 1 para 20 L min™!, resultou na redugio em 47,1% do valor de produtividade lipidica no
cultivo de N. gaditana. Segundo Acién et al. (2012b), quando microalgas sdo submetidas a
condicdes de estresse, estas podem desencadear o acimulo de lipidios na biomassa. Porém,
estas condi¢cdes ndo contribuem para o crescimento celular. Neste sentido, além de avaliar o
conteudo lipidico produzido, deve-se levar em consideragao a produtividade lipidica. Segundo
Chen et al. (2017), a produtividade lipidica € um fator importante e necessita ser avaliado, pois
estd permite verificar o potencial de aplicacdo da biomassa microalgal como matéria-prima para

a produg¢ao de biodiesel.

4 CONCLUSAO

Portanto, com esse estudo foi possivel verificar que o emprego de vazdes de CO>
entre 1 ¢ 8 L min™' permitiram o melhor controle do pH. Entre as vazdes avaliadas, quando
empregada a vazio de 5 L min™! foi verificada eficiéncia de utilizagdo de CO: por N. gaditana
de aproximadamente 70% (m m™!), produtividade lipidica de 36,7 mg L'! d"! e o maior resultado
de produtividade de biomassa (0,24 g L' d!). Desta forma, estd vazio foi selecionada para o
fornecimento de carbono e controle de pH nos cultivos de Nannochloropsis gaditana em
fotobiorreatores tubulares. Diante disso, para se conseguir conversdo eficiente de CO; em
biomassa e a redugdo de custos com o processo, o conhecimento e o controle de parametros ¢

fundamental para o desenvolvimento do cultivo de microalgas em grande escala.
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AVALIACAO DO EFEITO DO pH NA PRODUCAO DE BIOMASSA DE
Nannochloropsis gaditana E NO FORNECIMENTO DE CO: EM
FOTOBIORREATORES TUBULARES

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi verificar a influéncia do pH na produtividade de biomassa e
na eficiéncia de utilizagdo de CO; por Nannochloropsis gaditana, bem como no fornecimento
de carbono para o cultivo. Os experimentos foram realizados em fotobiorreatores tubulares de
2.600 L de volume 1til em escala piloto, mantidos em estufa de filme transparente em condi¢des
outdoor. Os valores de pH avaliados foram 6,0, 7,0, 8,0, 9,0 ¢ 10,0. O controle do pH foi
realizado mediante a inje¢do de CO2 puro sob demanda, na vazdo de 5 L min’!, sendo também
utilizado como fonte de carbono pelo cultivo. Com os resultados obtidos verificou-se que o pH
ideal para o crescimento da microalga foi 8,0, apresentando maiores valores de eficiéncia de
utilizagdo de CO2 (79% m m™) e produtividade de biomassa (0,17 g L' d!). Nesta condi¢io, a
valvula de injecdo de CO: foi acionada 158 vezes, permanecendo aberta 14,1% no periodo
claro, sendo capaz de fornecer a quantidade de CO, demandada pelo cultivo. Diante disso, foi
possivel verificar que a manuten¢do do cultivo em pH 6timo permite que se atinjam maiores
conversdes de CO, em biomassa, contribuindo para eficiéncia e a redu¢ao de custos com o
processo.

Palavras-chave: Dioxido de carbono. Demanda de carbono. Microalga. pH. Produtividade de

biomassa.
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1 INTRODUCAO

A aplicagdo biotecnoldgica de microalgas tem se ampliado em diversos campos
(ACIEN et al., 2017), devido a capacidade desses micro-organismos de produzir biomassa rica
em compostos, como proteinas (MORALIS et al., 2009), lipidios, pigmentos (BAUER et al.,
2017), carboidratos (FREITAS et al., 2017), biopolimeros (MARTINS et al., 2014), entre
outros. A respeito da aplicagdo da biomassa, essa pode ser empregada na elaboracao de
alimentos, farmacos, cosméticos (SPOLAORE et al., 2006) e na produgao de biocombustiveis
(BRENNAN; OWENDE, 2010).

As microalgas necessitam de alguns requisitos para que o seu crescimento ocorra
de forma eficiente. Os cultivos podem ser influenciados por pardmetros nutricionais (carbono,
nitrogénio e fosforo), bem como por pardmetros fisico-quimicos, tais como temperatura, luz e
pH (ACIEN et al., 2017). Entre os pardmetros de cultivo supracitados, o pH é considerado um
dos principais fatores que pode influenciar o crescimento das microalgas. A ocorréncia de
variacoes de pH podem afetar a eficiéncia fotossintética, produtividade ¢ composicao da
biomassa (ACIEN et al., 2017; KHATOON et al., 2014; SANCHEZ et al., 2008).

Cada espécie de microalga possui intervalo adequado de pH (BARTLEY et al.,
2014; QIU et al., 2017; SANCHEZ et al., 2008). Santos (2015) avaliou a atividade fotossintética
de Scenedesmus almeriensis e Spirulina platensis em diferentes valores de pH. Este autor
constatou que entre 8 e 10 foi o intervalo ideal de pH para S. almeriensis, enquanto para S.
platensis a maxima taxa fotossintética foi obtida em pH 8,9.

O controle do pH em cultivos microalgais pode ser realizado mediante a adigao de
tampoes, injecao de CO> e ajuste com acido e base (BARTLEY et al., 2014; QIU et al., 2017).
A inje¢do de CO; tem sido considerada um dos métodos mais adequados para o controle do pH,
porque ao mesmo tempo fornece a fonte de carbono para o cultivo, mantendo elevada a
producdo em grande escala de biomassa microalgal (GROBBELAAR, 2013).

O fornecimento de CO; representa uma das maiores parcelas dos custos com a
producido (ACIEN et al., 2012a). Neste sentindo, a injegdo de CO2 deve ocorrer de maneira
eficiente, a fim de manter o pH no intervalo ideal, e a0 mesmo tempo fornecer as quantidades
necessarias de carbono para o crescimento, minimizando perdas € custos com O processo
(ACIEN et al., 2017).

No presente estudo, o efeito do pH foi verificado em cultivos de Nannochloropsis
gaditana realizados em modo semicontinuo em fotobiorreatores tubulares sob condi¢des

outdoor. Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi verificar a influéncia do pH na
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produtividade de biomassa, eficiéncia de utilizagdo de CO; por Nannochloropsis gaditana, bem

como avaliar o desempenho do sistema no controle do pH e fornecimento de CO> para o cultivo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1. MICRO-ORGANISMO E MEIO DE CULTIVO

O micro-organismo utilizado foi a microalga Nannochloropsis gaditana,
pertencente a colegdo de culturas do grupo de pesquisa “Biotecnologia de Microalgas Marinhas
da Universidad de Almeria (Espanha)” (Anexo I — Figura A6). O meio de cultivo utilizado para
a propagac¢ao do indculo e para realiza¢do dos experimentos foi preparado e filtrado através de
um sistema de ultrafiltragdo (membrana com 0,2 um de poro) (SFP 2860, China). Este meio de
cultivo era composto por sal marinho (30 g L! de NaCl) e fertilizantes agricolas, tais como:
nitrato de célcio (Ca(NOs),, 0,8 g L), fosfato monobésico de potassio (KH2PO4, 0,25 g L),
sulfato de magnésio (MgSOs4, 0,3 g L) e micronutrientes (Welgro hidroponic, 0,02 mL L' e
Karentol, 0,02 g L") (ANEXO I — Tabela A2) (CAMACHO-RODRIGUEZ et al. 2013).

2.2. PROPAGACAO DO INOCULO

Para a realizagdo dos experimentos, primeiramente o inoculo foi propagado em
escala laboratorial e posteriormente em escala piloto (condigdes outdoor) em fotobiorreatores
do tipo colunas de bolhas (volume total de 100 L), com controle de pH e temperatura. O controle
do pH do indculo foi realizado por meio do fornecimento de CO; por demanda, sendo mantido

entre 7,8 ¢ 8.,0.

2.3 FOTOBIORREATOR TUBULAR E CONDICOES EXPERIMENTAIS

Os experimentos foram realizados em fotobiorreatores tubulares de 2.600 L em
escala piloto, localizados em estufa de filme transparente na Estacdo Experimental Las
Palmerillas, pertencente a Fundacio CAJAMAR (Almeria, Espanha) (Anexo I — Figura A7).
Os fotobiorreatores eram compostos por receptores de radiag@o solar e coluna de bolhas (Figura
1), conforme descrito por Andrade et al. (2016a) e Fernandez et al. (2012).

A manutencdo da temperatura foi realizada mediante a circulagdo de agua a
temperatura ambiente em trocadores de calor de aco inox, com vazdo de 1.500 L h'!, estes

localizados no interior da coluna de bolhas. Para promover a recirculagdo continua (0,9 m s™)
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do cultivo entre a coluna e os receptores de luz, foi utilizada bomba centrifuga localizada na
parte inferior da coluna. Para eliminar os gases acumulados no interior do fotobiorreator, ar
comprimido foi injetado na coluna de bolhas a uma vazdo de 200 L min™' (IPPOLITI et al.,
2016).

Os fotobiorreatores eram equipados com sondas de oxigénio dissolvido (OD5120
Crison, Espanha), pH e temperatura (pH5083T Crison, Espanha), as quais estavam localizadas
no final do loop e conectadas a um multimetro (MM44, Crison, Espanha). A radiagdo solar
absorvida foi mensurada por pirandmetro termoelétrico conectado a um adaptador AC-420 (LP-
02, Geonica S.A., Espanha). As sondas estavam conectadas a um transmissor (Labjack U12) e
este a um software de aquisi¢do de dados (Daqfactory, Azeotech, Arizona, EUA) (ANDRADE
et al., 2016a; FERNANDEZ et al., 2012).

Figura 1 - Diagrama do fotobiorreator tubular com vista lateral

Entrada de ar .=.]
Entrada de meio de

| | Saida de gas

cultivo
Trocador de calor

Gg®s)
.f- -.- . ... ... ar :
Recuperacio . .
do cultivo Bomba de | Entrada CO, * Direciio do cultivo
recirculacio ® Bolhas CO,
@ Bolhas O,

Fonte: Adaptado de Fernandez et al. (2014)

Os tratamentos propostos no corrente estudo consistiram em variar o pH dos
cultivos em 6,0, 7,0, 8,0, 9,0 e 10,0. O controle do pH dos cultivos foi realizado mediante a
inje¢do de CO; puro sob demanda na vazdo de 5 L min!, mensurada por medidores de vazio

(FR4500, Key Instruments, EUA) e com pressio manométrica de trabalho de 0,2 kgf cm™.
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Como o CO> foi fornecido por demanda, a inje¢do nos cultivos foi regulada por valvulas
solenoides on/off, acionadas automaticamente pelo sistema de controle quando o pH atingia o
valor do setpoint no periodo de luz (> 30 W m™).

Os ensaios foram realizados entre os meses de agosto e setembro (verdo).
Primeiramente os cultivos foram iniciados em modo batelada e quando a concentragdo de
biomassa atingiu valores superiores a 1,0 g L', estes foram operados em modo semicontinuo,
com taxa de dilui¢do de 0,16 d”'. A cada remogio, a biomassa foi recuperada do meio liquido
por centrifugacdo e o meio de cultivo foi recirculado e armazenado para posterior
suplementacdo com nutrientes para ser reutilizado na proxima diluicdo. Os ensaios foram
mantidos no minimo 7 d em cada condi¢@o experimental, com exce¢do do ensaio em pH 6,0, o
qual foi avaliado por 1 d, pois com a vazdo utilizada ndo foi possivel atingir o pH de setpoint,
resultando em gasto excessivo de CO». Deste periodo de 7 d, foi selecionado um dia que
representasse o efeito de cada tratamento. A sele¢do foi baseada na semelhanga de fatores
ambientais, como temperatura e radia¢do solar, entre os tratamentos. O monitoramento dos

ensaios foi realizado durante 24 h d’!, consistindo em uma amostragem de 1440 dados diarios.

2.4 DETERMINACOES ANALITICAS

A concentracao de biomassa (Xp) foi determinada mediante filtragdo a vacuo de 50
mL de cultivo em filtro de microfibra de vidro, com tamanho de poro de 0,7 um (Whatman™).
Apbs a biomassa foi lavada com 50 mL da solucdo de formiato de aménio (1,25% m v!) para
remog¢do dos sais aderidos as células, seca em estufa a 80°C por 24 h e pesada para a
determinacgdo da biomassa seca.

A fluorescéncia da clorofila (Fv/Fm) foi determinada por meio da relacao entre
fluorescéncia variavel (Fv) e maxima (Fm), utilizando fluorimetro (AquaPen AP 100, Photon
Systems Instruments, Republica Checa) (IPPOLITI et al., 2016).

Diariamente foram realizadas observacdes microscopicas dos cultivos (Laica,
ICC50 HD, Alemanha), a fim de garantir que a cepa N. gaditana fosse 0 micro-organismo
dominante ao longo de todo o periodo de ensaio, mesmo em condigdes outdoor.

No meio de cultivo de entrada e de saida (parcela retirada na dilui¢do) foi
determinada a concentracdo de carbono inorganico total (CIT, g L), utilizando kit de analise

(Hach-Lange LKC 381, Alemanha) e fotdometro (Dr Lange LASA 50, Alemanha).
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2.5 RESPOSTAS AVALIADAS

A partir da aquisi¢cdo de dados foi possivel determinar os perfis de radiagdo solar,
temperatura, oxigénio dissolvido (O.D.) e pH, bem como o numero de atuacdes da valvula para
a injecao de gas e a taxa massica de CO; injetado por dia nos cultivos.

A produtividade volumétrica de biomassa (Px, g L' d!) foi calculada a partir da
concentracdo de biomassa (X», g L) e da taxa de dilui¢do (D, d™!), conforme a Equagdo 1

(MOLINA GRIMA et al., 1999).
Px=X, D (1)

A demanda de CO; pelo cultivo (Dcoz, g d!) foi calculada segundo a Equagdo 2,
em que Px (g L' d!) ¢ a produtividade volumétrica de biomassa determinada em cada ensaio,
Vil (L) € o volume util do fotobiorreator, xcbm ¢ a fragdo massica de carbono (considerada
50% m m™! para biomassa microalgal), MMcoz (g mol™!) e MMc (g mol™!) sdo as massas molares

de COz e do carbono, respectivamente.

— MMcoa
Dcoz = Px Vil Xebm * e (2)

A eficiéncia de utilizagdo do CO> (Ecoz, % m m™) foi calculada segundo a Equagdo
3, a partir da razdo entre a demanda de carbono (Dcoz, g d!) e a taxa massica de CO; fornecida

aos cultivos (mcoz, g d).

Dco2

mcoz

-100 (3)

Ecoz =

A razdo entre o fornecimento de CO; e a produ¢do de biomassa (Rcoz/iomassa, gco2
gbiomassa ) foi calculada segundo a Equacdo 4, em que mcoz (g d'!) ¢ a taxa massica de CO»
injetada, Px (g L' d!) é a produtividade volumétrica de biomassa e Vi (L) é o volume util do

fotobiorreator.

Mco2
Rco2/biomassa= 4
Px ‘Vl'ltil ( )
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os ensaios foram realizados durante os meses de agosto e setembro (verdo). Nesse
periodo, na fase de luz foram verificadas radiacdes solares méaximas variando entre 451,0 e
558,4 W m e temperaturas minimas e méaximas entre valores de 25,0 € 27,2°C e 33,8 ¢ 34,3°C,
respectivamente. De acordo com Arbib et al. (2013), fatores como temperatura e luz apresentam
elevada influéncia sobre o desempenho dos cultivos microalgais, sendo necessario realizar o
monitoramento destes parametros quando os cultivos sdo realizados em condi¢des outdoor.
Camacho-Rodriguez et al. (2015) verificaram que tanto a radiacdo incidente, quanto a
temperatura influenciaram a produtividade de biomassa dos cultivos de N. gaditana. Os maiores
resultados de Px neste estudo foram obtidos a 25°C e radiacdo incidente de 218 W m. Todavia,
as menores produtividades foram encontradas quando a microalga foi exposta a temperaturas e
radiacdo incidente acima de 30°C e 348,8 W m™, respectivamente. N. gaditana é uma cepa
encontrada naturalmente no Mar Mediterrdneo, sendo considerada muito sensivel a altas
temperaturas, tolerando entre 22 e 28°C.

Estudos realizados por Figueroa et al. (1997), relataram que a exposicao de N.
gaditana a temperatura de 40°C, causou danos irreversiveis ao aparelho fotossintético das
células. Por outro lado, quando a cepa foi mantida entre 25°C e 35°C e incidéncia luminosa de
30 e 300 W m™, esta foi capaz de recuperar a eficiéncia fotoquimica (Fv/Fm), ap6s permanecer
um periodo no escuro a 25°C. Arbib et al. (2013) também observaram reduc¢ao na produtividade
de biomassa e inibi¢do da fotossintese quando os cultivos de Scenedesmus obliquus foram
expostos a temperaturas acima de 35°C.

Os fotobiorreatores utilizados possuiam controle de temperatura, o que ¢
imprescindivel em cultivos outdoor em estacdes como o verdo. Nesta época do ano, a
temperatura ambiente pode atingir valores acima de 40°C, e no interior da estufa de filme
transparente acima de 50°C. Como podemos observar na Figura 2, o sistema de trocadores de
calor permitiu que a temperatura do cultivo fosse mantida abaixo de 35°C.

Quanto ao perfil de oxigénio dissolvido (O.D.) foi possivel verificar que esse
apresentou aumento gradual com o incremento da radiagao solar. Os valores médios verificados
entre 0 e 8 h foram 82,9% sat., seguido de aumento até alcancar concentracao de 230,6% sat.
entre 12 e 16 h. No corrente trabalho nao foi verificado acimulo de elevadas concentracdes de
0O.D. no interior do fotobiorreator. Isto foi atribuido a aerac¢do continua dos cultivos na coluna
de bolhas, a qual tem por objetivo auxiliar a liberagdo de gases acumulados no meio liquido.

Arbib et al. (2013), avaliando o perfil de O.D. em cultivos de Scenedesmus obliquus em
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fotobiorreatores tubulares em condigdes outdoor, também verificaram comportamento
semelhante ao presente estudo. Os autores observaram valores de O.D. entre 65-70% sat. nas
primeiras horas do dia, seguido de aumento deste parametro com o incremento de radiagdo
solar, atingindo valor maximo de 150% sat. as 15 h, e redu¢do a partir deste ponto, a medida
que a radiacdo solar declinava. Os autores também relataram que o aumento da temperatura
(acima de 35°C) causa inibigdo do cultivo, e com isso redugao da concentragao de O.D., mesmo
com o aumento da radiagdo solar. Ippoliti et al. (2016) em cultivos de Tisochrysis lutea em
fotobiorreatores tubulares em condigdes outdoor, verificaram valor maximo de O.D. de 300%.
Os autores relataram que o acaimulo de Oz no interior do fotobiorreator pode contribuir para a
ocorréncia do fendmeno de fotorrespiragdo, esse que pode diminuir a produtividade da

biomassa.

Figura 2 - Perfis de radiacdo solar (cinza escuro), oxigénio dissolvido (O.D., cinza claro) e
temperatura (preto) para ensaio com pH 8,0 ao longo de 24 h de cultivo de N. gaditana
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Segundo Acién et al. (2017), reagdes que envolvem o consumo de nutrientes, como
carbono e nitrogénio, podem causar variagoes no pH do cultivo. Tendo em vista a importancia
de manter este pardmetro na faixa adequada, busca-se empregar métodos eficientes para o
melhor acompanhamento do processo. Um dos métodos mais empregados e que a0 mesmo
tempo apresenta bons resultados € a inje¢do de CO2 sob demanda. O fornecimento de CO-,
além de manter o pH no valor 6timo, também desempenha o papel de fornecer a fonte de
carbono para o cultivo de microalgas. Para isso, pode ser empregado o CO; puro ou misturas
com ar, bem como gases de combustdo. Independente da forma utilizada, o fornecimento de

carbono aos cultivos deve ser adequadamente projetado, a fim de maximizar a eficiéncia de
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utilizacdo de CO: pelas microalgas e minimizar os gradientes de pH no interior do
fotobiorreator. Conforme resultados verificados por Jiang et al. (2013), Godos et al. (2014) e
Duarte-Santos et al. (2016), o fornecimento de CO» sob demanda ¢ considerado um método
adequado, o qual contribui tanto para o controle do pH, quanto para maiores eficiéncias de
conversao de carbono em biomassa e menores perdas para a atmosfera.

O controle de pH dos cultivos foi realizado mediante inje¢do de CO> sob demanda,
sendo modificado o setpoint na faixa entre 6,0 ¢ 10,0, no qual o CO> foi injetado
automaticamente para a realizacao do controle. Nos ensaios com pH 7,0, 8,0 ¢ 9,0 (Figura 3b-
d) o sistema foi capaz de controlar o pH. Entretanto, com setpoint em 6,0, o sistema permaneceu
no limite da capacidade durante todo o periodo de luz, ndo sendo possivel manter o pH no valor
ajustado. Os valores de pH médio e minimo deste ensaio na fase clara foram 6,51 e 6,31,
respectivamente. Nesta condi¢ao experimental foi observado o nimero maximo de atuagdes da
valvula de CO» (698) (Figura 3a), permanecendo aberta aproximadamente 100% do tempo no
periodo claro (Tabela 1). No ensaio com pH 10,0, o valor de setpoint nao foi atingido (pH médio
9,15) (Tabela 1), desta forma nenhuma atuagdo da vélvula de CO; foi verificada (Figura 3e).

A relacdo entre o pH e a produtividade de biomassa esta apresentada na Figura 3f.
O maior resultado de Px (0,17 g L' d'!) foi verificado em pH 8,0. Quando a microalga foi
cultivada em pH mais baixos (6,0 e 7,0) ou superiores a 8,0 (9,0 e 10,0), os resultados obtidos
indicaram redug¢do na produtividade de biomassa. Sanchez et al. (2008) avaliando a influéncia
do pH no cultivo de Scenedesmus almeriensis, também verificaram maior produtividade de
biomassa em pH 8,0, sendo este considerado o 6timo para o crescimento desta cepa. Khatoon
et al. (2014) observaram que as maiores densidades celulares em cultivos de Nannochloropsis
sp. foram verificadas na faixa de pH de 7,5 e 8,5, acima destes valores ocorreu decréscimo no
crescimento. Segundo Kosourov, Seibert e Ghirardi (2003), estas condi¢des podem promover
redugdo da atividade fotossintética, afetando os processos metabolicos das células microalgais.

Ao observarmos o percentual médio de abertura da valvula de CO2, foi possivel
verificar que no ensaio em pH 6,0, estd permaneceu aberta 99,6% do tempo no periodo claro
(8:00 — 20:00 h) (Tabela 1). Por outro lado, nos cultivos em pH 8,0 o sistema se mostrou mais
estavel, com nimero reduzido de atuacdes de vélvula (158) (Figura 3c), permanecendo esta

aberta em média 14,1% do tempo no periodo de luz (Tabela 1).
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Figura 3 — Valores de pH (cinza) e de abertura de valvula de CO> (preto) para os cultivos de N. gaditana com pH 6,0 (a), 7,0 (b), 8,0 (¢), 9,0
(d),10 (e) e produtividade de biomassa em fung¢ao do pH (f)
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Desta forma, podemos constatar que o aumento do pH de 6,0 para 8,0, representou
reducdo de 85,3% na atuacdo média didria da valvula de CO>. Também cabe ressaltar que
ocorreu reducao de 77,4% do nimero de vezes que valvula foi acionada para realizar o controle
do pH e conseguiu-se o maior valor de Px. Conforme relatado por Pawlowski et al. (2014a,
2014b), o nimero de atuac¢do da valvula de CO; para o controle do pH ¢ um parametro que
necessita ser avaliado, a fim de promover a redu¢do de custos com energia, manuten¢do do
equipamento e fornecimento da fonte de carbono para o cultivo.

Em relagao aos resultados de Fv/Fm, esses variaram entre 0,62 ¢ 0,65 para os
ensaios com faixa de pH entre 6,0 ¢ 9,0. O menor valor para este parametro (0,59) foi verificado
no cultivo mantido a pH de ajuste de 10,0, demonstrando que a condi¢do experimental a qual
foi submetida o cultivo causou reducao da eficiéncia fotossintética das células. Da mesma
forma, Sanchez et al. (2008) atribuiram a reducdo do valor de Fv/Fm ao estresse das células de

Scenedesmus almeriensis quando cultivadas em pH 10,0 (acima do valor 6timo).

Tabela 1 - Resultados obtidos para os ensaios com N. gaditana cultivada com diferentes
valores de pH.

pH
Parametro
6 7 8 9 10
pH médio 6,51+0,18 7,01£0,16  7,81+£0,25 8,89+0,13  9,14+0,20
Fv/Fm 0,64 0,65 0,62 0,64 0,59
CIT Entrada (g L) 0,118 0,118 0,118 0,122 0,122
CIT Saida (g L) 0,110 0,118 0,106 0,116 0,095
thcoz (g d ™) 6822,3 3036,5 1000,8 132,8 0,00
Dcoz (g d™) 561,6 702,0 795,6 608.,4 327,6
ATmedia Vcoz (%) 99,6 43.9 14,6 2,0 0,0
Eco2 (Y%omm™) 8 23 79 - -
Rco2biomassa (€ g7) 21,8 7,8 2,3 0,4 0,00

pH médio na fase clara; Fv/Fm — fluorescéncia da clorofila; CIT -carbono inorganico total; mco> — taxa massica
de CO; fornecido; Dcoz — demanda de CO»; ATmédia Voa: atuagdo média da valvula de CO; - Ecoz — eficiéncia
de utilizagdo de CO2; Rcozmbiomassa — Razdo entre o fornecimento de CO2 e a produgio de biomassa

Com relacdo a taxa massica de CO; fornecida (mcoz2) e demanda de CO2 (Dcoz2)
pelos cultivos, podemos observar que para os ensaios com setpoint em pH 6,0 e 7,0, foram
fornecidas as maiores mco> para efetuar o controle do pH. Ao correlacionarmos esses

parametros com a eficiéncia de utilizagdo de CO: (Ecoz) pela microalga, foi possivel verificar
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que nos experimentos com pH 6,0 e 7,0 os resultados de Eco, foram de 8 e 23% (m m™),
respectivamente. Diante disso, € possivel constatar que nas condigdes experimentais
supracitadas grande parte do CO» fornecido nao foi assimilado pelas células, sendo perdido por
exaustdo para a atmosfera. Para o ensaio com pH 8,0, a quantidade de carbono fornecida foi
suficiente para manter o crescimento da microalga e a0 mesmo tempo controlar o pH no valor
de ajuste. O valor de Ecoy para este ensaio foi 79% (m m). Neste sentido, podemos constatar
que o pH 8,0 foi considerado o ideal para promover o crescimento € a conversao eficiente de
CO; em biomassa. Todavia, nos ensaios com pH mais elevados (9,0 e 10,0), a massa de CO
injetada ndo supriu a demanda de carbono pelo cultivo.

Quanto a razdo de fornecimento de CO; para a producao de biomassa (Rcozmiomassa)s
foi verificado que para produzir 1 g de biomassa de N. gaditana foram necessarios 21,8 e 7,8 g
de CO; nos cultivos com pH 6,0 e 7,0, respectivamente. Entretanto, quando o pH foi ajustado
a 8,0, o valor de Rcozmiomassa encontrado (2,31 gco2 Sbiomassa”) foi proximo ao valor tedrico de
1,8 gco2 Spiomassa . reportado por Acién et al. (2012). Segundo a avaliagdo de custos realizada
por Acién et al. (2012), entre os nutrientes fornecidos ao cultivo de microalgas, o CO2 ¢
considerado o principal, representando 30% dos custos de producdo. Os autores relataram, que
quando o valor de Rcozmiomassa € proximo ao valor tedrico, isso indica elevada eficiéncia de
utilizagdo de CO; e, portanto, que o fornecimento de CO; estd sendo realizado de forma
adequada. Qiu et al. (2017) avaliaram diferentes valores de pH (6,5, 7,0, 7,5, 8,0 € 8,5) a fim de
verificar o valor ideal para o cultivo de Chlorella sorokiniana DOE1412. Os autores
observaram que o pH ideal para o crescimento da cepa foi 6,5. Nesta condi¢do o CO> injetado
em excesso resultou em maior produtividade de biomassa, porém nao estava sendo utilizado de
forma eficiente, sendo necessario 13,3 gcoz para produzir 1 g de biomassa. No entanto, em pH
8,0 foi verificado Rcoomiomassa de 2,01 gco2 @biomassa', sendo esta condigdo experimental
considerada mais rentavel para o cultivo de C. sorokiniana em relagao ao fornecimento de COs-.

A respeito do carbono inorganico total (CIT, g L), foi observado que o meio de
cultivo utilizado em cada dilui¢do apresentou concentracio entre 0,118 ¢ 0,122 g L. Esse meio
ndo era suplementado com bicarbonato, sendo o CIT proveniente da dgua utilizada no preparo,
bem como do carbono acumulado no meio recirculado. Com relagdo a concentragdo presente
no meio de saida, para os ensaios em pH 6,0, 8,0, 9,0 € 10,0, as concentragdes foram inferiores
as verificadas no meio de entrada. Desta forma, ficou evidenciado que parte do carbono presente
no meio liquido pode ter sido consumido pela microalga durante a fotossintese, ou perdido para
a atmosfera por exaustdo. Para o ensaio em pH 7,0, a concentragdo de CIT de entrada foi igual

ao verificada na fra¢ao de saida.
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Segundo Tebbani et al. (2014), o valor de CIT ¢ composto principalmente pelas
fragdes de CO,, bicarbonato (HCO3) e carbonato (COs%). Conforme relatado por Andrade et
al. (2016b), quando o CO» ¢ fornecido aos cultivos, pode ser consumido durante a fotossintese
ou perdido para a atmosfera, podendo ocorrer perturbagdes no equilibrio quimico, o qual ira
buscar se reestabelecer mediante ao deslocamento das reagdes quimicas. Quando o CO; ¢
injetado ocorre a reducdo do pH, devido a producao do H.COs. Por outro lado, quando o CO>
¢ consumido pelas microalgas ou perdido por exaustdo, o pH aumenta e ocorre o deslocamento
do equilibrio quimico para a formagio de ions CO3*. Entre a faixa de pH 6,5 e 10,5, a espécie
quimica predominante é o HCOs", acima desta faixa a forma predominante é o CO3> e abaixo,
o CO». No presente estudo, a espécie quimica predominante foi o HCO3", o qual segundo
Kassim e Meng (2017), pode ser desidratado pela enzima anidrase carbdnica ou transportado
para o interior da célula e metabolizado no ciclo de Calvin pelas microalgas.

A determinacdo do pH ideal para cada espécie de microalga e o controle desse
parametro em cultivos em condi¢des outdoor, permite que sejam atingidas maiores
produtividades de biomassa e eficiéncias de utilizagdo de CO», reduzindo assim as perdas de

carbono para a atmosfera e os custos com o Processo.

4 CONCLUSAO

Os maiores resultados de eficiéncia de utilizagdo de CO2 (79% m m) e
produtividade de biomassa (0,17 g L' d!) foram verificados quando a microalga N. gaditana
foi cultivada em pH 8,0. Nesta condi¢do experimental a valvula de CO; foi acionada 158 vezes,
permanecendo aberta em média 14,1% no periodo claro, sendo o sistema capaz de fornecer a
fonte de carbono demandada pelo cultivo. Portanto, o pH 8,0 foi considerado ideal para o
desenvolvimento de cultivos N. gaditana em escala piloto em fotobiorreatores tubulares sob

condi¢des outdoor.
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5 CONCLUSAO GERAL

A microalga Chlorella fusca LEB 111 apresentou os maiores resultados de
produtividade de biomassa (194,3 mg L' d!) e taxa de fixagdo de CO2 (390,9 mg L' d)
quando cultivada com 15% de CO,. Alteragdes no perfil proteico da presente cepa foram
verificadas, como o aumento nos niveis de Rubisco no ensaio com 15% de CO,. Quanto a
composicdo da biomassa, a maior concentracio de carboidratos (31,9% m m™) foi obtida
quando C. fusca foi cultivada com 10% de CO», condi¢do esta que propiciou produgdo tedrica
de etanol de 14,5 mL por 100 g de biomassa.

O emprego de estratégia de cultivo em tinico estdgio, com adi¢io de 100 mmol L-!
de NaCl resultou na concentragdo méaxima de biomassa (1,90 g L) de C. fiusca LEB 111. Com
relacdo a produtividade das macromoléculas, a adi¢cdo de 200 mmol L™ NaCl acarretou no
incremento de 81% da produtividade de carboidratos em comparagdo ao cultivo controle (sem
adi¢ao de NaCl). Na estratégia de cultivo em duplo estdgio foram verificadas as maximas
concentracio de biomassa (1,96 g L!) e taxa de fixagdo de CO (176,3 mg L' d!) por C. fusca
LEB 111 quando cultivada com 15% de CO; e 100 mmol L de NaCl. O emprego desta
estratégia de cultivo resultou em aumento de 33,8% na produtividade lipidica da microalga.

A vazio de 5,0 L min™! de CO; foi selecionada como condigio ideal para o controle
do pH e produgdo de biomassa de Nannochloropsis gaditana em cultivos em fotobiorreatores
tubulares em escala piloto sob condi¢des outdoor. Ademais, esta condi¢do experimental foi
capaz de fornecer a quantidade de CO2 demandada pelo cultivo, resultando em eficiéncia de
utilizagdo de CO> pela microalga de aproximadamente 70% (m m™').

O pH 8,0 foi considerado o ideal para o cultivo de N. gaditana em fotobiorreatores
tubulares em escala piloto sob condi¢des outdoor. Nesta condi¢do experimental, a microalga
supracitada apresentou a maior produtividade de biomassa (0,17 g L' d!) e eficiéncia de
utilizagdo de CO> (79% m m™).

Diante disso, ficou evidenciado que a selecdo de parametros fisico-quimicos e
hidrodindmicos contribuiram para o aumento da produtividade de biomassa, de
macromoléculas e fixagdo de CO; pelas microalgas. Além disso, foi constatado que o emprego
de estratégias de cultivo, juntamente com utilizacao de CO; e NaCl, pode aumentar o potencial
de aplicac¢ao de microalgas na producdo de bioenergia, bem como contribuir com a reducao de

gases de efeito estufa.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Implementar o sistema de controle de pH por demanda de CO> em cultivos em
escala de bancada e piloto desenvolvidos no Laboratério de Engenharia Bioquimica
(LEB/FURG);

- Estudar estratégias de cultivo em duplo estagio aplicando diferentes condigdes de
estresse para o aumento da produtividade macromoléculas na biomassa microalgal;

- Avaliar o efeito do tempo de cultivo na estratégia em duplo estagio a fim de
favorecer o aumento do contetido de macromoléculas na biomassa das microalgas;

- Avaliar o perfil lipidico da biomassa de microalgas cultivadas com cloreto de
sodio em diferentes estratégias de cultivo;

- Avaliar a influéncia e determinar faixas de pH ideias para o aumento da fixacao

de COz e produtividade de biomassa por outras cepas de microalgas.
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Figura A1 — Micrografia da microalga Chlorella fusca LEB 111: (aumento de 1000x)
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Figura A2 — Cultivo de Chlorella fusca LEB 111 em fotobiorreatores tubulares verticais com

injecao de CO»
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Figura A3 — Cultivos para sele¢do da concentracdo de cloreto de sdédio em fotobiorreatores
Erlenmeyers na condigio controle, com adi¢do de 100, 200 mmol L! de NaCl (a), 300, 400,
500 e 600 mmol L! de NaCl (b)
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Figura A4 — Cultivo em unico estagio (UE) em fotobiorreatores tubulares verticais, ensaio

controle e com adi¢do 100 e 200 mmol L' de cloreto de sodio

Figura AS — Cultivos em duplo estagio (DE) em fotobiorreatores tubulares verticais, ensaios
controle, com adi¢do de 15% CO, e 100 mmol L' de NaCl e 15% CO, e 200 mmol L™ de
NaCl
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Figura A6 — Micrografias da microalga Nannochloropsis gaditana: aumento de 400x (a) e de

1000 x (b)
(@)
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Figura A7 — Fotobiorreatores tubulares em estufa de filme transparente
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Fonte: Estagdo experimental Las Palmerillas — Almeria, Espanha
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Tabela A1 - Concentracdo dos componentes do meio de cultura BG-11.

Concentracao
Numero Nomenclatura Formula Quimica .
(gL?)
1 Nitrato de sédio NaNO3 1,5
Fosfato de potassio dibasico
2 K>HPO4.3H,0 0,040
trihidratado

3 Sulfato de magnésio heptahidratado MgSO4.7H20 0,075

4 Cloreto de calcio bihidratado CaCl.2H,O 0,036

5 Citrato férrico amoniacal CeH11FeNO7 0,006

6 EDTA dissédico C10H14N2Naz05.2H20 0,001

7 Carbonato de sodio Na,CO3 0,020

8 Acido citrico CsHs07 0,006
A5+Co Solugao trago+cobalto * I mLL"!

Fonte: Adaptado de RIPPKA et al. (1979) *Solu¢io A5+Co (g.L'): H;BO; (2,86), MnClL.4H,O (1,81),
ZnS04.7H20 (0,222), NaMoOs (0,015), CuSO4. SH,0 (0,079), Co(NO3).6H»0 (0,0494).
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Tabela A2 — Meio de cultivo composto por dgua do mar artificial e fertilizantes agricolas.

Principais componentes g1
NaCl Cloreto de sodio 30,0
Ca(NO,), Nitrato de calcio 0,80
KH>PO4 Fosfato monobasico de potéssio 0,25
MgSO4 Sulfato de magnésio 0,30
Oligoelementos mg L!
B Boro 0,23
Cu Cobre 0,09
Fe Ferro 2,10
Mn Manganés 1,17
Mo Molibdénio 0,07
Zn Zinco 0,35

Fonte: Adaptado de Camacho-Rodriguez et al. (2013)



