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RESUMO GERAL

O dioxido de carbono (COy) é o principal gas do efeito estufa e sua concentracdo na atmosfera
tém aumentado rapidamente desde o inicio da industrializacdo. As microalgas tém sido
investigadas para biofixacdo de CO> devido a sua capacidade fotossintética que converte o CO>
em biomassa. Entretanto, no cultivo a transferéncia do gés deve ser eficiente, pois 0 CO2 ndo
dissolvido € perdido. Nanofibras poliméricas podem desempenhar papel importante na captura
de COz devido a elevada porosidade e area de superficie, sendo assim capazes de adsorver
grande quantidade do gas. Além disso, nanoparticulas podem ser incorporadas nestes materiais
para aumentar a capacidade de adsorcdo. Neste contexto, o objetivo desse estudo foi
desenvolver tecnologia inovadora a partir de nanofibras poliméricas para aplicacdo como
adsorventes fisicos de CO3, visando a biofixacao do gas no cultivo da microalga Chlorella fusca
LEB 111. A técnica de electrospinning foi utilizada para producédo das nanofibras poliméricas
10% (m v't) de poliacrilonitrila (PAN)/ dimetilformamida (DMF) com diferentes concentragoes
de nanoparticulas de 6xido de ferro (NPsFe20s): 0, 2, 4, 6, 8, 10% (m v1). As nanofibras foram
dispostas nos cultivos na forma livre e retidas em fotobiorreatores erlenmeyers, e os cultivos
foram realizados inicialmente por 5 dias para selecionar a melhor condicéo de cultivo com as
nanofibras adsorventes. Esses cultivos, contendo 15% de CO; (v v'1), foram realizados com 0,5
g L de nanofibras 10% PAN/DMF; 0,1, 0,3 e 0,5 g L de nanofibras 10% PAN/DMF com
4% de NPsFe;03; 0,5 g L™ de nanofibras 10% PAN/DMF com 4% NPsFe,Og, retidas com tela
de ago inoxidavel; e cultivos com e sem CO- na auséncia de nanofibras. Os cultivos por 15 dias
contendo 15% (v v!) de CO; foram realizados com 0, 0,1, 0,3 e 0,5 g L de nanofibras 10%
PAN/ DMF com 4% de NPsFe;Os. Cultivos de C. fusca LEB 111 indoor e outdoor foram
realizados em fotobiorreatores tubulares verticais por 15 dias, com 15% (v v'!) de CO, e com
as nanofibras 10% PAN/DMF com 4% de NPsFe;Os adicionadas aos cultivos nas
concentragdes: 0, 0,1, 0,3 e 0,5 g L. Nanofibras com 4% (m v!) de NPsFe.Os foram
selecionadas para utilizacdo no cultivo microalgal porque apresentaram diametro reduzido (434
nm), alta area de superficie especifica (13,8 m? g%), maior volume de poros na faixa de
mesooros (0,044 cm® g) e consequente maior capacidade de adsorcio de CO2 (164,2 mg g2),
comparando aos cultivos sem nanofibras. Os cultivos com as nanofibras livres apresentaram
melhores resultados dos parametros cinéticos e de biofixacdo de CO2, em relacdo aos ensaios
com as nanofibras retidas. O cultivo de C. fusca LEB 111 por 15 dias com as nanofibras
promoveu aumento do acimulo de carbono inorganico no meio (46,6 mg L), da taxa de
biofixagdo em cerca de 49% (91,7 mg L d 1) e da producéo de carboidratos (26,8% m m),
comparado ao cultivo sem adicdo de nanofibras. As nanofibras poliméricas como adsorventes
fisicos de CO, promoveram maior capacidade de biofixacdo do gas pela microalga nos cultivos
outdoor. No cultivo outdoor de Chlorella com 0,3 g L de nanofibras houve maiores taxa de
biofixacdo de CO> e producdo de lipidios, com aumento de aproximadamente 27 e 10,9%,
respectivamente, maiores que o0s resultados obtidos no cultivo outdoor sem nanofibras
adsorventes. Desta forma, o desenvolvimento da nova tecnologia de nanofibras poliméricas
como adsorventes fisicos de CO2 no cultivo de microalgas é alternativa para aumentar a
permanéncia do CO2 no meio e consequentemente o tempo de contato do micro-organismo e o
gas. Assim, as nanoestruturas além de maximizar a fixa¢do do gas, promovem maior sintese de
lipidios que podem ser utilizados para obtengéo de bioprodutos.

Palavras-chave: Adsorvente fisico. Biofixagdo. Chlorella fusca LEB 111. Didxido de carbono.
Electrospinning. Nanotecnologia.






Development of innovative technology with polymeric nanofibers for CO2 biofixation in
microalgal cultivation

ABSTRACT

Carbon dioxide (CO) is the main greenhouse gas, and its concentration in the atmosphere has
increased rapidly since the beginning of industrialization. The microalgae have been
investigated for CO> biofixation due to its photoautotrophic capacity that converts CO: into
biomass. However, in the cultivation the transfer of the gas must be efficient because the
undissolved CO; is lost. Polymeric nanofibers can act as an important role in the CO> capture
due to its high porosity and extensive surface area. Thus, they can be able to adsorb large
amounts of CO> in the cultivation medium. In addition, nanoparticles can be incorporated into
these materials to increase the adsorption capacity of the gas In this context, the objective of
this study was the development of innovative technology from polymeric nanofibers for
application as physical adsorbents of CO», aiming the biofixation of the gas in the cultivation
of microalgae Chlorella fusca LEB 111. The electrospinning technique was used for the
production of polymeric nanofibers 10% (w v'!) polyacrylonitrile (PAN)/ dimethylformamide
(DMF) with different concentrations of iron oxide nanoparticles (NPsFe20z3): 0, 2, 4, 6, 8, 10%
(w v1). The nanofibers were dispersed on cultivation in the form free and retained in
photobioreactors flasks, and the experiments were performed initially for 5 days to select the
best growing condition with the adsorbents nanofibers. This cultivations containing 15% CO>
(v v1) were performed with 0.5 g L of nanofibers 10% PAN/ DMF; 0.1, 0.3 and 0.5 g L™ of
nanofibers 10% PAN/ DMF with 4% NPsFe20s; 0.5 g L™ of nanofibers 10% PAN/ DMF with
4% NPsFe>Os, immobilized with stainless steel screen; and cultivations with and without CO>
in the absence of nanofibers. The cultivations for 15 days containing 15% (v v) of CO, were
performed with 0.1, 0.3 and 0.5 g L* of nanofibers 10% PAN/ DMF with 4% NPsFe;O3 and
without nanofibers. Cultivations of C. fusca LEB 111 indoor and outdoor were carried out in
vertical tubular photobioreactors for 15 days, with 15% (v v!) of CO, and with 10% of
nanofibers PAN/ DMF with 4% NPsFe>O3 added to the cultivations at the concentrations: 0, 0,
0.1, 0.3 and 0.5 g L% Nanofibers with 4% (w v) of NPsFe,Os; were selected for use in
microalgal cultivation because they presented reduced diameter (434 nm), high specific surface
area (13.8 m? g1), higher pore volume in the mesopore range (0.044 cm?® g!) and consequent
higher CO, adsorption capacity ( 164.2 mg g). The cultivations with the free nanofibres
showed better results of the kinetic parameters and CO> biofixation, in relation to the retained
nanofiber tests. The cultivation of C. fusca LEB 111 for 15 days with the nanofibers promoted
increased of the inorganic carbon accumulation in the medium (46.6 mg L), of the biofixation
rate of about 49% (91.7 mg Lt d?) and of the carbohydrate production (26.8% w wt), compared
to the cultivation without nanofibers. The polymeric nanofibers as physical adsorbents of CO-
promoted greater capacity of biofixation of the gas by the microalgae in outdoor cultivation. In
the outdoor cultivation of Chlorella with 0.3 g L%, there were higher CO; biofixation rates and
lipid production, with an increase of approximately 27 and 10,9%, respectively, higher than the
results obtained in the cultivation without adsorbents nanofibers. Thus, the development of new
technology of polymeric nanofibers as physical adsorbers of CO2 in microalgae cultivation is
an alternative to increase the permanence of the CO. in the medium and consequently the
contact time of the microorganism and the gas. Thus, the nanostructures besides maximizing
the fixation of the gas, promote greater synthesis of lipids that can be used to obtain bioproducts.

Keywords: Physical Adsorbent. Biofixation. Chlorella fusca LEB 111. Carbon dioxide.
Electrospinning. Nanofibers.
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1 INTRODUCAO GERAL

O mundo esté enfrentando grandes problemas ambientais em termos do efeito estufa e
consequente aquecimento global, principalmente devido a queima do carvdo mineral e
esgotamento dos recursos naturais. Desse modo, ha grande interesse em energia renovavel a
partir de fontes bioldgicas (COSTA; MORAIS, 2011). O diéxido de carbono (COz) é o principal
gas de efeito estufa e suas concentracGes tém aumentado rapidamente desde o inicio da
industrializag&o. Os niveis de CO, acima de 450 ppm na atmosfera terdo significativos impactos
sobre o nivel do mar, padrbes climéaticos globais e sobrevivéncia de muitas espécies e
organismos (VASUMATHI; PREMALATHA; SUBRAMANIAN, 2012). Em 2013, 36,1
milhdes de toneladas de CO- foram liberados para a atmosfera a partir de fontes antropogénicas,
e prevé-se que até o ano de 2100 este numero tende a aumentar para quase 52 milhdes de
toneladas (BELBUTE; PEREIRA, 2015).

A fixacdo de CO2 em materiais adsorventes esta se tornando cada vez mais importante
no campo da energia e meio ambiente (YONG; MATA; RODRIGUES, 2002). Os métodos
atuais de captura de CO> de gases de combustdo utilizam a adsorcéo, e os diferentes tipos de
adsorventes utilizados incluem materiais a base de carbonos porosos (MENG; CHO; PARK,
2010), porque a adsor¢do do CO> nestes materiais porosos permitem a incorporacao de grande
quantidade do gas. Nanofibras de carbono podem ser utilizadas para adsorcédo de CO». Essas
nanoestruturas podem ser produzidas por electrospinning, que desenvolve fibras continuas com
didametros na ordem de nanémetros. A elevada razdo de superficie em rela¢do ao volume, grande
porosidade (superior a 80%), boas propriedades mecanicas, funcionalidade ajustavel e potencial
para aumento de escala do processo de producdo por electrospinning fazem as nanofibras
promissoras como adsorventes avangados para a captura e armazenamento de CO (DING; YU,
2014; PETRIK, 2011).

Uma vantagem da técnica de electrospinning é que mesmo com elevada porosidade, o
material é relativamente facil de manusear, e ndo ha ruptura. Para aumentar a capacidade de
armazenamento, particulas funcionais na forma de metais ou O0xidos de metais podem ser
incorporados nas nanofibras, juntamente com o processo de electrospinning. Estas
nanoestruturas compositas funcionais melhoram a difusdo e interagdo de moléculas, a
transferéncia do gas ao longo da matriz e funcionalizacdo, aumentando assim a eficiéncia de
adsorcéo do gas devido ao aumento da porosidade e area de superficie do material (LUOH;
RAHN, 2006; SUNDARAMURTHY et al., 2014).
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Os processos bioldgicos tornam-se alternativa interessante no combate a poluigdo e na
geracdo de novos produtos. Nesses processos 0 metabolismo microbiano degrada e remove
poluentes, bem como os transforma em matérias-primas gerando produtos vantajosos ao meio
ambiente (SCHMITZ; MAGRO; COLLA, 2012). Existem diversos micro-organismos atuantes,
como bactérias, fungos, algas e microalgas. Neste cenério, destacam-se as microalgas, com
inimeras investigacGes biotecnoldgicas devido a sua importancia econdmica, nutricional e
ecologica (MORALIS; COSTA, 2008).

Um dos métodos mais indicados para biofixacdo de CO- é a utilizacdo de microalgas.
A capacidade fotoautotréfica desses micro-organismos converte o CO2 em biomassa, visto que
sd0 responséveis por mais de 50% da fotossintese do planeta (RADMANN; REINEHR,;
COSTA, 2007). Com isso, tém sido objeto de muitas investigacGes para biofixacdo do CO; da
atmosfera (DUARTE et al., 2017; VAZ; COSTA; MORAIS, 2016a), contribuindo assim com
a reducdo do efeito estufa. Além de minimizar os problemas ambientais, o uso de fontes
alternativas de carbono como o CO: reduz os custos com esse nutriente (ELOKA-EBOKA,;
INAMBAO, 2017) e as microalgas produzem matéria organica rica em minerais, vitaminas,
carboidratos, lipidios, pigmentos e proteinas, apresentando grande aplicabilidade industrial
(KHAN et al., 2009).

Um dos atributos mais importantes e desejaveis para a fixacdo de CO por microalgas
séo as altas taxas de crescimento e eficiéncia na utilizagdo do CO> (BRENNAN; OWENDE,
2010). No entanto, no cultivo de microalgas a fonte de carbono deve ser suficientemente
fornecida no meio de cultivo para que ocorra a assimila¢do adequada pelos micro-organismos
fotossintéticos, de modo que o carbono ndo dissolvido no meio é perdido para atmosfera.
Estudos relatados na literatura sobre adsor¢cdo com nanofibras (DOTTO et al., 2017; LUOH;
HAHN, 2006) ndo envolvem a utilizacdo das nanofibras poliméricas para adsor¢do de CO2 no
cultivo de microalgas, sendo este estudo pioneiro na area. Dessa forma, o desenvolvimento de
nova tecnologia para maximizar a biofixacdo de CO> por microalgas é necessario, e a alternativa
é o cultivo de microalgas com nanofibras poliméricas como adsorventes fisicos de CO», para

aumentar o tempo de contato entre 0 gas e 0 micro-organismo.



25

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver tecnologia inovadora a partir de nanofibras poliméricas para aplicacéo
como adsorventes fisicos de CO> visando aumentar a biofixacdo do gas no cultivo microalgal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver nanofibras poliméricas com e sem adic¢do de nanoparticulas funcionais de
oxido de ferro (NPsFe203) pela técnica de electrospinning e, selecionar as nanofibras
com potencial para adsorver gas CO;

e Avaliar a capacidade de adsorgdo e dessor¢do de CO- das nanofibras poliméricas com
NPsFe»Os;

e Aplicar diferentes concentragdes de nanofibras, com e sem NPsFe>O3, em cultivos de
Chlorella fusca LEB 111 dispostas na forma livre e retidas e, verificar a biofixagéo do
gas e sintese de macromoléculas;

e Cultivar Chlorella fusca LEB 111 com nanofibras com NPsFe>Oz em condig¢des indoor
e outdoor em reatores tubulares verticais, visando maximizar a biofixacdo de CO> e

avaliar a sintese de macromoléculas.






CAPITULO 1l






29

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 MICROALGAS

As microalgas desempenham papel fundamental nos ecossistemas aquaticos, sendo as
responsaveis pela base da cadeia tréfica. Sdo organismos microscopicos que crescem
normalmente suspensos em agua e sdo conduzidas pelo mesmo processo fotossintético adotado
por plantas superiores. As microalgas nao necessitam de sistema vascular para o transporte de
nutrientes, pois como sdo fotoautotréficas absorvem diretamente os nutrientes dissolvidos no
meio. Estes micro-organismos apresentam variacbes morfologicas, estruturais e fisioldgicas
gue permitem sua adaptacao as mais variadas condi¢des ambientais (COSTA; MORAIS, 2011,
MORAIS et al., 2015).

Microalgas procaroticas (Cianobactérias) ndo possuem organelas ligadas & membrana
(plastidios, mitocdndrias, nucleo, complexo de Golgi e flagelos) (JOHANSEN, 2012). As
microalgas eucarioticas abrangem diversas espécies e, possuem organelas que controlam as
funcBes celulares que permitem a sobrevivéncia e reproducdo. As microalgas eucaridticas sdo
classificadas em uma variedade de classes basicamente definidas por sua pigmentacdo, ciclo de
vida e estrutura celular (KHAN et al., 2009).

A Chlorella sp. € um género de microalgas eucariéticas verdes, unicelulares,
pertencente ao grupo Chlorophyta (PLAZA et al., 2009). Esta microalga possui forma esférica,
globular ou elipsoidal, com diametros que podem variar de 2,0 um a 10,0 um, e pode estar
presente em aguas doces e marinhas (LOURENCO, 2006), sendo considerada um dos géneros
mais estudados e cultivados no mundo (LIU; HU, 2013). A maior parte do mercado de biomassa
de microalgas é representado por Chlorella, com produgdo anual de 3.000 toneladas
(MASOJIDEK; PRASIL, 2010).

Esta microalga foi descoberta pelos japoneses, consumidores tradicionais de algas, que
costumavam aprecid-la e utiliza-la como suplemento alimentar (MORAIS et al., 2015).
Chlorella possui o certificado GRAS (Generally Recognized As Safe) emitido pelo FDA (Food
and Drug Administration), podendo ser utilizada como alimento sem apresentar riscos a saude,
quando cultivada em ambiente adequado com higiene e boas praticas de fabricacdo (COSTA et
al., 2006; COSTA e MORAIS, 2013).

Através do processo de fotossintese, as microalgas convertem agua, CO2 e luz em
oxigénio e biomassa. Para seu cultivo, a fonte de carbono deve ser fornecida suficientemente

para evitar limitacdo de crescimento. Além disso, a transferéncia de massa no meio de cultivo
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deve ser eficiente, j& que a fonte de carbono néo dissolvida é perdida (SOCCOL; PANDEY;
LARROCHE, 2013). A fonte de carbono necessaria para o cultivo de microalgas representa
cerca de 60% dos custos com nutrientes. As exigéncias nutricionais para o cultivo desses micro-
organismos podem estar disponiveis em residuos industriais, transformando, o que é
considerado um problema, em matéria-prima para a obtencdo de produtos com alto valor
agregado (ELOKA-EBOKA; INAMBAO, 2017).

As microalgas sdao micro-organismos fotossintéticos que tém a capacidade de utilizar
fontes de carbono organico e inorganico para o seu desenvolvimento, devido a seu metabolismo
que pode ser autotréfico e heterotrofico. O metabolismo autotréfico requer apenas compostos
inorganicos, como CO», sais e energia solar. O metabolismo heterotrofico ndo envolve a
fotossintese, exigindo fonte externa de compostos organicos como nutrientes e fonte de energia.
Algumas espécies microalgais possuem capacidade de realizar fotossintese e utilizar fontes
organicas, sendo classificadas como mixotréficas (LEE, 1980; MORAIS et al., 2015).

Ha& grande interesse em energia renovavel a partir de fontes bioldgicas. O emprego de
microalgas na fixacdo de CO, tem o potencial para diminuir os custos de producdo de tais
organismos em escala industrial. Como consequéncia reduz a emissdo de CO2 na atmosfera,
contribuindo assim para reducdo do efeito estufa e do aquecimento global. As microalgas séo
responsaveis por aproximadamente 40% da fotossintese global, necessitando de CO: para
crescer e apresentando potencial em assimilar CO2 (JOHANSEN, 2012).

As microalgas se multiplicam e produzem uma série de compostos de interesse,
incluindo carboidratos, lipidios, proteinas, minerais, vitaminas, aminoacidos essenciais e acidos
graxos poli-insaturados (NATRAH et al., 2007). Estes compostos podem ser convertidos em
alimentos (LUCAS et al., 2018), biopolimeros (CASSURIAGA et al., 2018), biocombustiveis
(DONG et al., 2016) e farmacos (LIU et al., 2016).

As grandes vantagens das microalgas no processo de biofixagdo de CO2 s&o a habilidade
no uso direto de CO, de plantas de energia térmica ou fontes similares; alto potencial de
produtividade, maior que plantas superiores ou plantas aquaticas; curto tempo de geragéo; alto
conteudo de nutrientes em sua biomassa e sua capacidade de usar recursos como agua salobra,
salina e de dessulfurizadores, ndo utilizadas na criagédo de gado ou agricultura convencional
(HENRIKSON, 1994).

Além disso, microalgas isoladas proximas as emissdes de termelétricas sdo mais
tolerantes as condi¢fes locais, apresentando maiores taxas de fotossintese e producdo de
biomassa (SALIH, 2011; VAZ; COSTA; MORAIS, 2016a). O risco de impacto ambiental com
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0 micro-organismo nativo seria reduzido e a dependéncia de importar cepas, desnecessario,

resultando na tolerancia a altas concentragdes dos gases de combustéo.

3.2 SISTEMAS E CONDICOES DE CULTIVO PARA MICROALGAS

As condicgdes de cultivo sdo fatores importantes que influenciam o metabolismo dos
micro-organismos, direcionando a sintese de compostos especificos. No cultivo de microalgas
sdo aplicadas condi¢des 6timas visando a maximizacdo da producdo de biomassa, e condi¢oes
de estresse, visando o acumulo do composto desejado. A modificacdo da composicdo
bioquimica das microalgas por alteracdes nos nutrientes, intensidade luminosa, temperatura,
pH, etc. podem conduzir a maiores produtividades de produtos de interesse (LOURENCO,
2006; MORAIS et al., 2015). A configuracdo do fotobiorreator € outro fator que pode ter
impacto sobre o crescimento celular e produtividade, pois dependendo da sua configuracédo
afetam de forma significativa as condi¢cBes de cultivo, tais como a temperatura, pH,
transferéncia de massa de CO2, o acumulo de O, a intensidade da luz, ciclo claro/escuro e
mistura adequada do reator (CANEDO et al., 2016; KUMAR et al., 2010).

3.2.1 Nutrientes

Os meios de cultivo sdo preparacfes quimicas formuladas de modo a conter os
nutrientes necessarios para que as microalgas se multipliquem e/ou sobrevivam. Os nutrientes
sdo fundamentais para o crescimento das microalgas, de modo que devem atender as
necessidades nutricionais do micro-organismo, auxiliar no controle do processo e ter
composigdo razoavelmente fixa (SCHMIDELL et al., 2001).

Microalgas requerem para 0 seu crescimento macronutrientes, tais como carbono,
hidrogénio, oxigénio, nitrogénio, fdsforo, calcio, magnésio, enxofre e potassio, que sdo
essenciais para 0 crescimento por serem constituintes estruturais de biomoléculas, de
membranas e do meio intracelular. Além disso, esses nutrientes participam de processos de
trocas de energia e regulam diversas atividades metabdlicas. Os micronutrientes geralmente
necessarios sdo ferro, manganés, molibdénio, cobalto, zinco, cobre, etc. sendo importantes
porque participam da estrutura e da atividade de diversas enzimas que estdo envolvidas em
diferentes vias metabdlicas das microalgas (LOURENCO, 2006; MORAIS et al., 2015).
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A fonte de carbono é o principal nutriente necessario para o cultivo de microalgas. Alta
concentragéo de carbono no cultivo resulta em maior crescimento e produtividade da biomassa.
A concentracdo de nitrogénio e a relagdo carbono/nitrogénio também sdo cruciais para
determinar a taxa de crescimento de microalgas e producdo de compostos de interesse
(MILANO, 2016). As microalgas sao alternativa de producéo sustentavel, devido a capacidade
de utilizar carbono de diferentes fontes em cultivos mixotroficos e heterotroficos. Além disso,
esses micro-organismos podem absorver nitrogénio e fdésforo, sendo promissores para a
remocdao de nutrientes inorganicos e tratamento de aguas residuais, contribuindo também com
a reducdo da eutrofizacdo (YANG et al., 2011).

Efluentes industriais também podem ser aproveitados para cultivo microalgal, pois sao
ricos em compostos como carbono e nitrogénio, o que contribui para reducdo de custos de
producdo e problemas ambientais. O uso de fontes alternativas de nutrientes, como o CO;
emitido na combustdo de carvao em termelétricas, além de promover a producdo de biomassa,
minimiza os problemas causados pela emissdo desse gas, reduz os custos com esse nutriente e
gera créditos de carbono (ELOKA-EBOKA; INAMBAO, 2017).

Além de CO», a combustdo do carvao emite oxidos de nitrogénio e enxofre que séo
responsaveis pelas chuvas acidas. Esses componentes podem ser utilizados pelas microalgas
durante a sintese de proteinas e aminodacidos sulfurados (COSTA; MORAIS, 2011) ou como
fonte de nutrientes para 0 metabolismo microalgal (BRAGA et al., 2019; VAZ; COSTA,;
MORAIS, 20164, 2016b). Nesse contexto, as microalgas tém sido estudadas para o tratamento
de efluentes industriais, como o glicerol e efluentes gasosos e sélidos da combustdo de carvao
mineral (DUARTE; FANKA; COSTA, 2016; MORAIS et al., 2019; VAZ; COSTA; MORAIS,
20164, 2016b), visando o tratamento alternativo desses residuos e reducéo de custos do cultivo.

3.2.2 Temperatura, Luminosidade e pH

A temperatura é um dos principais fatores que regulam a morfologia e fisiologia celular,
bem como os subprodutos da biomassa microalgal (PANDEY, 2014). Temperaturas abaixo de
16 °C afetam os mecanismos de fixacdo de carbono e a atividade metabolica em geral,
reduzindo o crescimento microalgal (RAS et al., 2013). Por outro lado, altas temperaturas
inibem a taxa metabdlica das microalgas e reduzem a solubilidade do CO2. Temperaturas acima
de 35 °C sdo normalmente letais para muitas espécies porque diminuem a taxa de crescimento

e aumentam tanto a respiracdo quanto a fotorrespiragdo (BARSANTI; GUALTIERI, 2014,
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ZHAO; SU 2014). Temperaturas mais elevadas sdo desejaveis durante o dia, pois devido a
fotossintese tem efeito favoravel nas taxas de crescimento. Durante a noite, temperaturas mais
baixas sdo desejadas no cultivo de microalgas, devido ao aumento da taxa de respiragdo que
resulta em elevado gasto de energia celular e consequente reducao da concentracdo de biomassa
(PANDEY, 2014). As microalgas geralmente crescem em faixa de temperatura entre 15 e 30
°C com valores 6timos a 20-25 °C. No entanto, algumas espécies s&o mais termotolerantes, por
exemplo a Chlorella sp. que cresce em temperatura de até 42 °C (RAZZAK et al., 2013).

A luminosidade é um dos principais parametros que deve ser considerado no cultivo de
microalgas, uma vez que fornece toda a energia necessaria para 0 metabolismo (CRIS et al.,
2014). Durante a fotossintese, os produtos das reacdes da fase clara, ATP e NADPH, séo
utilizados para fixar o CO> pela enzima ribulose bifosfato carboxilase oxigenase (rubisco) no
ciclo Calvin-Benson. Condi¢des de baixa luminosidade levam a baixa concentracdo de
biomassa e fixacdo de CO2. Por outro lado, 0 excesso de luz aumenta a producgdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) que séo responsaveis por reacdes fisioldgicas anormais devido ao
estresse oxidativo. Isso danifica as proteinas essenciais necessarias para a transferéncia de
elétrons durante a fotossintese e, consequentemente, a fixacdo de CO; é reduzida (MORALES;
SANCHEZ; REVAH, 2018; SEO et al., 2017). As intensidades de luz ideais para o cultivo de
microalgas variam entre 62,5 e 2000 pmol m2 s* entre diferentes espécies. A fonte de luz pode
ser fornecida pelo sol ou por luz artificial, sendo que a luz solar natural é normalmente utilizada
ao ar livre, em raceways ou em fotobiorreatores tubulares (WANG et al., 2014).

O controle de pH é essencial para que os componentes do meio de cultivo possam ser
efetivamente absorvidos, afetando diretamente a disponibilidade de varios elementos quimicos.
O pH do meio de cultivo é importante para manter o crescimento de microalgas, especialmente
durante o cultivo utilizando CO2> como fonte de carbono, onde o crescimento das microalgas
envolve o consumo do CO> dissolvido no meio, e o pH regula a distribuicdo das espécies
inorganicas dissolvidas (CO,, HCOs e COs%) (KASSIM; MENG, 2017; LOURENCO, 2006;
MORAES et al., 2016). O CO- reage com a agua para formar o acido carbonico (H2COg). Este
acido é entdo dissociado em bicarbonato (HCO?*) e ions H*, e 0 bicarbonato pode ser dissociado
em CO; ou fons carbonato (COs%), dependendo do pH do meio de cultivo. Todas estas reacoes
sdo rapidas, e como as microalgas removem o CO do meio de cultivo, sdo formados ions OH"
e isto eleva o pH do meio. Abaixo de pH 5,0, apenas o CO: livre é predominante; entre pH 7,0
e 9,0, o bicarbonato é mais significativo e acima de pH 9,5, o carbonato prevalece (SOCCOL
etal., 2013). O pH 6timo é determinado de acordo com o tipo de micro-organismo, variando de

neutro a alcalino para a maioria das espécies de microalgas. Entretanto, meio acido (pH 5-7) é
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favoravel para o crescimento de microalgas eucariéticas. Além disso, um adequado pH também

é importante para evitar a contaminagdo por organismos indesejaveis (RODOLFI et al., 2009).

3.2.3 Fotobiorreatores

A configuragdo do fotobiorreator (FBR) tem efeito importante no cultivo de microalgas,
principalmente na eficiéncia de fixacdo de CO, visto que afeta a transferéncia do gas para o
meio e a sua utilizacdo pelas microalgas (LI; LUO; GUO, 2013). O principal desafio com
relacdo ao desenvolvimento de FBRs para a biofixacdo de CO- por microalgas € a configuracao
de dispositivos eficientes no fornecimento e na reducdo de perdas deste gas para a atmosfera
(APEL; WEUSTER-BOTZ, 2015). Desse modo, a taxa de transferéncia de massa gas-liquido
deve ser adequada para a absorc¢do de CO: e liberagdo de oxigénio pelas microalgas para evitar
limitacdo de carbono (pois 0 CO2 ndo dissolvido é perdido) e/ou inibi¢cdo pelo O2 (OLIVIERI;
SALATINO; MARZOCCHELLA, 2014). Ampla interface gas/liquido, com bolhas de gas
pequenas, boa mistura e altas concentra¢fes de CO» favorecem o transporte de CO> para dentro
e de O, para fora da fase liqguida (MORWEISER et al., 2010). Por outro lado, a elevada
concentracdo de CO; leva a redugdo do pH nos cultivos, o que também podera ter efeitos de
inibicdo de algumas células de microalgas (WANG; LAN; HORSMAN, 2012).

Os biorreatores utilizados podem ser classificados em abertos ou fechados (Figura 1).
Os sistemas abertos sdo mais faceis de construir e operar do que a maioria dos sistemas
fechados. No entanto, é necessario controlar a temperatura do meio liquido, a evaporacdo de
agua e contaminacao por outros micro-organismos, assim como as variacdes de radiagdo solar
que podem levar a obtencédo de baixas concentracdes de biomassa. Entretanto, os FBR abertos
sdo 0s mais utilizados devido a viabilidade econémica (JOHANSEN, 2012). Os FBRs fechados
tém atraido muito interesse, porque eles permitem melhor controle das condic¢Ges de cultivo
(pH, temperatura e intensidade de luz) do que sistemas abertos. Além disso, maiores
produtividades volumeétricas e concentragdes de biomassa foram obtidas em FBRs fechados
(CHEAH et al., 2015).

As vantagens da utilizacdo de biorreatores fechados em compara¢do com sistemas
abertos também incluem: menores perdas por evaporagdo; resisténcia a contaminacao;
facilidade dos procedimentos de coleta de biomassa, devido ao menor volume de meio de
cultura; maior controle das trocas gasosas entre o cultivo e a atmosfera; minimizacgao do espaco
ocupado; pode ser colocado em ambientes fechados ou ao ar livre, utilizando luz solar, luz

artificial ou mistura de ambas; elevada relagéo superficie e volume, o que ajuda a aumentar a
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iluminacdo do sistema e a possibilidade de se obter cultivos e/ou compostos produzidos com
maior grau de pureza (JOHANSEN, 2012; LOURENCO, 2006; MORAIS et al., 2015).

Figura 1 - Cultivos de microalgas em fotobiorreatores abertos e fechados
e 7%

Fotobiorreatores fechados tubulares permitem melhor distribuicdo de luz, e
consequentemente maior eficiéncia fotossintética em relacdo aos reatores abertos raceway
(BEZERRA et al., 2012). Os FBRs tubulares sdo construidos com materiais transparentes
(vidro, pléastico ou acrilico), que permitem que a luz possa penetrar em toda sua extensdo. O
diametro desses FBR pode alcancar até 20 cm, a fim de manter alta a razdo superficie/volume,
obtendo-se elevadas produtividades e eficiéncias de biofixagdo de CO: pelas microalgas. A
agitacdo do sistema ocorre por aeracdo, em fluxo turbulento, a fim de evitar a decantacdo das
células, com velocidades de 30 a 50 cm s (CHISTI, 2007). Estes FBRs podem utilizar luz
artificial como fonte energética (geralmente fornecida por lampadas fluorescentes) ou luz solar,
e podem ser classificados em verticais, horizontais ou inclinados e, além disso, os cultivos
podem ser conduzidos em um Unico FBR ou em FBRs em série (WANG; LAN; HORSMAN,
2012).

3.3 FOTOSSINTESE E BIOFIXACAO DE CO;

O processo mais conhecido de cultivo microalgal é o autotréfico ou também chamado
fotoautotrofico. Neste sistema, a microalga utiliza a luz solar como fonte de energia e CO2 como
fonte de carbono para gerar energia bioquimica através da fotossintese (PANDEY et al., 2014).

A fotossintese pode ser definida como um processo fisico-quimico, mediante o qual os
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organismos fotossintéticos sintetizam compostos organicos a partir de energia solar, agua,
dioxido de carbono e sais minerais. A reacdo global de fotossintese pode ser representada pela

Equacéo 1.

6CO. + 12H,0 + energia luminosa —» CgH1206 + 602 + 6H20 (1)

Para o desempenho de suas fungdes, os seres vivos utilizam a energia quimica contida
nas moléculas de ATP e uma fonte de poder redutor NADPH. As sinteses de ATP, a partir de
ADP e fosfato (Pi), e de NADPH, a partir de NADP*, de prétons (H*) e elétrons (¢°), sdo sempre
obtidas por oxidacao. Através da reacdo global, duas fases distintas podem ser identificadas: a
fase clara (etapa fotoquimica) e a fase escura (etapa quimica). Na fase fotoquimica a energia
radiante excita os pigmentos fotossintéticos e este estado de excitacdo (energia) é transferido
com auxilio de agua, até as moléculas de NADP e ATP (energia quimica).

Os produtos primarios da etapa fotoquimica sdo o ATP e o NADPH. Nessa etapa
também ocorre a liberacdo do oxigénio, como subproduto da dissociacdo da molécula de agua.
Na fase quimica, o carbono obtido a partir de uma molécula de CO> € assimilado mediante
reacOes enzimaticas com o uso da energia armazenada nas moléculas de ATP e NADPH,
terminando por formar o primeiro produto da fotossintese, o hidrato de carbono (CH20)
(NELSON; COX, 2011). Nos procariotos, como cianobactérias, a fotossintese ocorre em
granulos ligados a membrana plasmatica. Em eucariotos como plantas e algas verdes, ocorre
nos cloroplastos (CAMPBELL; FARRELL, 2006).

Quanto ao sequestro de carbono da atmosfera, as microalgas representam 0s organismos
vivos mais eficientes na fixagdo de carbono. Em lagos naturais as fontes de carbono utilizadas
pelas microalgas sdo CO, atmosférico ou carbonatos (VONSHAK, 1997). Uma das
caracteristicas mais atraentes da produgdo de biomassa de microalgas é o potencial para fixar
CO; da atmosfera ou de gases de combustdo. O gas de combustdo, que contém além do COy,
oxidos de enxofre (SOx) e nitrogénio (NOx) pode ser usado diretamente para o crescimento de
microalgas (DUARTE et al., 2017; RADMANN et al., 2011).

Para fixagdo de didxido de carbono a reacéo liquida de 6 moléculas de CO> para produzir
CeH1206 (Equacdo 1) requer a carboxilacdo de 6 moléculas de um intermediério principal com
5 carbonos, a ribulose-1,5-bisfosfato, para formar 6 moléculas de um intermediario instavel
com 6 carbonos, que entdo rompe-se para fornecer 12 moléculas de 3-fosfatoglicerato. Dessas
12 moléculas, duas reagem entre si para a produgéo de glicose. As 10 moléculas restantes de 3-
fosfoglicerato sdo utilizadas para regenerar as 6 moléculas de ribulose-1,5-bisfosfato. A via
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completa da reacdo é ciclica e denominada de ciclo de Calvin (Figura 2) (CAMPBELL,;
FARRELL, 2006).

A primeira reacdo do ciclo de Calvin é a condensacéo da ribulose-1,5-bifosfato com o
diéxido de carbono para formar um intermediario de seis carbonos, o 2-carboxi-3-cetorribitol-
1,5-bifosfato, que rapidamente se hidrolisa para fornecer duas moléculas de 3-fosfoglicerato. A
reacdo € catalisada pela enzima ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (rubisco)
(CAMPBELL; FARRELL, 2006). A incorporacdo de CO, ao 3-fosfoglicerato representa o
processo real de fixacdo. As reacdes seguintes levam a reducdo do 3-fosfatoglicerato para
formar gliceraldeido-3-fosfato. Quando ocorre a formacdo de gliceraldeido-3-fosfato, pode
ocorrer a producdo de aglUcares com seis carbonos ou a regeneracdo da ribulose-1,5-bifosfato
(MARZZOCO; TORRES, 2010).

Figura 2 - Esquema da fotossintese: fixacdo de CO2 e acimulo de carbono nas células das
microalgas
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Fonte: ZENG et al. (2011)

3.4 NANOFIBRAS POLIMERICAS

A nanotecnologia € a ciéncia que envolve a obtencdo, manipulacéo e caracterizacao de

estruturas funcionais compostas por particulas com pelo menos uma de suas dimens6es medidas
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em nandmetros. Nesta escala, propriedades fisicas, quimicas e biolégicas dos materiais sdo
potencializadas através da reducdo do tamanho que proporciona maior superficie de contato e
reatividade do material (ASSIS et al., 2012). Novas solucdes e oportunidades surgem a partir
da nanotecnologia para garantir energia e ambientes sustentaveis no futuro. As nanofibras
poliméricas apresentam funcionalidades diferenciadas com respeito as suas propriedades
mecanicas, elétricas e térmicas, e demonstram potencial para aplicacdes em diversas areas
(GONG et al., 2011). Materiais de morfologia nanofibrosa sdo atraentes para resolver questoes
energéticas e ambientais. As nanofibras utilizadas em membranas de filtracdo fornecem melhor
eficiéncia do que fibras convencionais. A grande area superficial dessas nanofibras permite
maior superficie de adsor¢do dos contaminantes do agua e do ar, e aumenta o tempo Util do
meio filtrante (THAVASI; SINGH; RAMAKRISHNA, 2008).

O método de electrospinning é a técnica mais amplamente adotada para formacao de
nanofibras poliméricas devido as suas vantagens, como excelente reprodutibilidade,
possibilidade de manipulagcdo das condi¢fes do processo para controle da dimensdo e
morfologia das fibras (Figura 3) (NAYAK et al., 2011). Além disso, permite a producdo de
nanofibras a partir de diversos polimeros, por exemplo, organicos e inorganicos em diferentes
configuracGes e com aditivos de interesse (THAVASI; SINGH; RAMAKRISHNA, 2008).

Figura 3 - Microscopia Eletronica de Varredura de nanofibras desenvolvidas utilizando a
técnica de electrospinning
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Este método produz nanofibras que variam de 10 nm a 1000 nm de didmetro, com
elevada elasticidade, resisténcia e area de superficie em relacdo ao volume, dependendo do
polimero utilizado (SCHMATZ et al., 2016). A grande area de superficie dessas estruturas
fornece nanofibras com volume de poros elevado e diferentes tamanhos de poros. Estes poros

facilitam a incorporacdo de moléculas bioativas, o transporte de nutrientes e residuos, e



39

permitem que as nanofibras poliméricas tornem-se importante classe de biomateriais (KAI;
LIOW; LOH, 2014).

Entre os polimeros, o poliacrilonitrila (PAN), um homopolimero linear de acrilonitrila
(-CH2-CH(CN)-) que contém grupos nitrilas altamente polares, foi relatado como promissor no
desenvolvimento de membranas nanofibrosas para sensores de gas CO.. Além disso,
nanoparticulas de oxido de ferro (NPsFe2O3) podem ser adicionadas ao PAN para produzir
membranas compositas com maior sensibilidade ao gas CO2, uma vez que ocorre maior
adsorcdo do gas em funcdo da afinidade entre moléculas de CO2 e moléculas da superficie
polimérica (LUOH e HAHN, 2006; KIM et al., 2007).

A Figura 4 mostra a ilustracdo esquematica da configuracdo bésica do equipamento de
electrospinning, que consiste essencialmente de uma pipeta ou seringa preenchida com solucéo
polimérica, uma fonte de alta tensdo e um coletor condutor aterrado. O capilar ligado a pipeta
normalmente serve como o eletrodo que carrega eletricamente a solucdo polimérica e o contra-
eletrodo esta ligado ao coletor condutor (BAJI et al., 2010). O principio do electrospinning
consiste na aplicacdo de alto potencial elétrico a solucdo de polimero que resulta na formacao
de nanofibras por meio de repulsdo de cargas eletrostaticas e alongamento da solucdo. A
solucdo polimérica é alimentada através de capilar em fluxo constante carregado com potencial
de alta tens&o (10-30 kV).

Figura 4 - Desenho esquematico da técnica de electrospinning
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Fonte: ROGINA (2014)

Quando o campo elétrico produz forca suficiente para vencer a tensdo superficial na

ponta do capilar ocorre a formagdo do “cone de Taylor”. As nanofibras produzidas sao
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depositadas no coletor que pode ser estacionario ou rotativo. O solvente evapora gradualmente,
resultando em nanofibras sobre coletor (BAKER et al., 2012). Interagdes dindmicas entre
cadeias de polimeros tais como entrelacamento, interacdo hidrofébica e ligacdo de hidrogénio,
sdo essenciais para a reducdo do diametro da fibra a escala nanométrica e manutencéo da
formacdo de fibra continua (TERADA et al., 2012). Além disso, a técnica de electrospinning
tem potencial para aumento de escala através da multiplicagdo dos jatos poliméricos utilizando
construcdes com maultiplos capilares (Figura 5) (KIRICHENKO et al., 2007).

Figura 5 - Esquema de electrospinning com multiplas agulhas

Fonte: PETRIK (2011)

3.4.1 Parametros que afetam a producéo de nanofibras por electrospinning

Ha diversos fatores que afetam a morfologia e didmetro das nanofibras produzidas pela
técnica de electrospinning, que sdo classificados como: parametros do processo, da solucéo e
do ambiente. Parametros da técnica incluem o potencial elétrico aplicado, distancia entre o
capilar e coletor, vazao de alimentagdo da solucdo e o didmetro do capilar. Os pardmetros da
solucéo incluem o tipo de solvente, peso molecular do polimero, concentracdo de polimero, a
viscosidade e a condutividade da solucdo. Os parametros do ambiente incluem a umidade
relativa, temperatura e fluxo de ar (HAIDER; HAIDER; KANG, 2015). Pela manipulagdo
adequada desses parametros obtém-se nanofibras de morfologia e diametros desejados
(BHARDWAJ; KUNDU, 2010).
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3.4.1.1 Parametros da solucéo

Para a formac&o de nanofibras ocorrer no processo de electrospinning, deve haver uma
concentracdo minima de solucdo (BHARDWAJ; KUNDU, 2010). A concentracdo de polimero
ndo deve ser muito baixa ou muito alta, mas sim uma combinagdo entre maxima e minima
(KHAN et al., 2013). Quando a concentracdo da solucdo polimérica é baixa, o campo elétrico
aplicado e a tenséo superficial fazem com que as cadeias de polimero emaranhadas quebrem
antes de alcancar o coletor. Estes fragmentos causam a formacéo de granulos. O aumento da
concentracdo da solucao polimérica causa o aumento da viscosidade, que em seguida aumenta
0 emaranhamento entre as cadeias de polimero. Estes emaranhamentos superam a tensao
superficial e, finalmente, resultam em nanofibras uniformes sem granulos. Além disso, o
aumento da concentracdo acima de um valor critico, impede o fluxo da solucdo através da ponta
da agulha que resulta em nanofibras defeituosas ou com granulos (HAIDER; HAIDER; KANG,
2015).

O peso molecular do polimero é outro fator importante que afeta a morfologia das fibras
porque tem efeito significativo sobre as propriedades reoldgicas e elétricas, tais como a
viscosidade, a tensdo superficial, a condutividade e a resisténcia dielétrica e, consequentemente,
sobre a morfologia das fibras (ROGINA et al., 2014). Geralmente polimeros de alto peso
molecular séo utilizados no electrospinning, pois proporcionam a viscosidade desejada para a
geracdo de fibra (BHARDWAJ; KUNDU, 2010). Mantendo a concentracéo fixa e reduzindo o
peso molecular do polimero, ha tendéncias para formar os granulos, por outro lado, aumentando
0 peso molecular sao obtidas nanofibras lisas (LI; WANG, 2013).

A viscosidade da solugdo polimérica afeta significativamente o didmetro das nanofibras.
Poros, microporos e estruturas com granulos sdo menos propensos a se formar pelo processo
de electrospinning se a viscosidade ¢ alta. Se a viscosidade for muito baixa, o jato iniciado a
partir do cone de Taylor sera transformado em muitas goticulas e ira espirrar, resultando em
estruturas com granulos. Se a viscosidade for muito alta, entdo as forgas viscoelasticas seréo
elevadas, sendo necessaria uma forca eletrostatica maior para vencer essa viscoelasticidade e o
jato sera transformado em goticulas (KHAN et al., 2013).

A tensdo superficial é funcdo da composicdo do solvente da solucdo. Diferentes
solventes podem contribuir com diferentes tensfes superficiais. Basicamente, a tensdo
superficial determina os limites superiores e inferiores do electrospinning se todas as outras
condigdes sdo fixas. Com a concentragéo fixa, reduzindo a tensdo superficial da solucao, fibras

com granulos podem ser convertidas em fibras lisas (LI; WANG, 2013). A elevada tenséo
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superficial de uma solugéo inibe o processo de electrospinning por causa da instabilidade dos
jatos e a geracdo de goticulas pulverizadas (BHARDWAJ; KUNDU, 2010), e isso pode ser
evitado ajustando a concentracdo da solucdo por adi¢do de solvente ou mistura de solventes
(ROGINA et al., 2014).

A condutividade da solucdo é determinada principalmente pelo tipo de polimero,
solvente utilizado e a disponibilidade de sais ionizaveis. Com a utilizacdo de sais idnicos a
uniformidade de fibras aumenta, o didmetro reduz e ha diminui¢do na producdo de granulos
(BHARDWAUJ; KUNDU, 2010). Alta condutividade da solucdo pode também ser conseguida
através da utilizacdo de &cidos organicos como solventes (LI; WANG, 2013). Com o aumento
da condutividade elétrica da solucdo, ha diminuicdo significativa no diametro das nanofibras,
enguanto que com baixa condutividade da solucdo, ndo ha alongamento do jato suficiente pela
forca elétrica para produzir fibras uniformes e granulos podem ser formados (BHARDWAJ;
KUNDU, 2010).

A volatilidade do solvente também desempenha papel significativo na formacao de
nanoestruturas uma vez que influencia o processo de separacdo de fases (BHARDWAJ;
KUNDU, 2010). Em geral, solventes volateis facilitam a evaporacao do solvente das nanofibras
durante o seu trajeto da ponta da agulha ao coletor. No entanto, solventes altamente volateis
sdo evitados porque os seus pontos de ebulicdo baixos e altas taxas de evaporagdo causam a
secagem do jato na ponta da agulha. Da mesma forma, solventes menos volateis sdo evitados,
porgue 0s seus pontos de ebuli¢do elevados evitam a evaporagdo durante o trajeto do jato de
nanofibras (HAIDER; HAIDER; KANG, 2015).

3.4.1.2 Parametros do processo

No processo de electrospinning o fator crucial é a aplicacdo de potencial elétrico para a
solugdo. A formacéo de nanofibras s6 ocorre quando o potencial elétrico aplicado ultrapassa o
limite de tensdo (cerca de ~1KV/ cm) (SHI et al., 2015). O valor critico de potencial aplicado
varia de acordo com o tipo de solucdo polimérica, e existe uma faixa ideal de voltagem aplicada
ou intensidade do campo elétrico para um dado sistema polimero-solvente no qual a formagéo
de nanofibras é desejavel. De modo geral, com 0 aumento no potencial elétrico além do valor
critico, o didmetro de nanofibras inicialmente diminui e depois aumenta (PILAY et al., 2013).

Quanto maior for o potencial aplicado maior é a forca de repulséo eletrostatica sobre a
solucéo, o que favorece o alongamento do jato, e estes efeitos levam a reducdo do diametro da

fibra (SHI et al., 2015). Os aumentos no diametro e formacéo de nanofibras com granulos,
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ocorrem com o aumento do potencial devido a diminuigdo no tamanho do cone de Taylor e
aumento da velocidade do jato paraa mesma taxa de fluxo (HAIDER; HAIDER; KANG, 2015).
Assim o potencial elétrico influencia o didmetro das nanofibras, mas o nivel de significancia
varia com a concentracao da solugédo polimérica e a distancia entre a ponta da agulha e o coletor
(LI; WANG, 2013).

A taxa de alimentacdo da solucdo polimérica no interior da seringa € outro importante
parametro do processo, uma vez que influencia a velocidade do jato e a taxa de transferéncia
do material. Geralmente, a taxa de fluxo mais baixa é recomendada, visto que o solvente terd
tempo suficiente para a evaporagdo (BHARDAJ; KUNDU, 2010). Se a taxa for muito elevada,
serdo formadas fibras com grénulos e didmetro espesso, ao invés de fibras lisas com diametro
fino (LI; WANG, 2013). Deformacdo do cone de Taylor, que resulta na formacéo de granulos
é resultado de maior taxa de alimentacdo da solucdo. A aplicacdo de potencial elétrico mais
elevado poderia evitar a formacao de granulos, mas consequentemente iria causar a dispersdo
das fibras e formagéo de diametros ndo uniformes. Por outro lado, taxa de alimentacdo mais
baixa é responsavel pela incapacidade de ejetar jato de solucdo polimérica a partir da ponta da
agulha, devido a secagem da goticula (ROGINA et al., 2014). Dessa forma, deve haver uma
taxa de fluxo minima para manter o equilibrio entre a saida da solucdo polimérica e a reposicao
da solucdo durante a formacédo do jato. Isto permite também a formacdo de jato mais estavel
(HAIDER; HAIDER; KANG, 2015).

A composicdo do coletor e geometria sdo parametros importantes que afetam a
morfologia de fibras (ROGINA et al., 2014). O coletor serve como substrato condutor onde as
nanofibras s&o coletadas (BHARDWAJ; KUNDU, 2010). Geralmente, o coletor mais utilizado
é a placa metélica condutora que recolhe fibras orientadas aleatoriamente. Com o uso de
coletores rotativos de alta velocidade ocorre a evaporagdo do solvente muito mais rapido em
comparagao com os coletores estacionarios. Além disso, como a for¢a de rotagdo contribui para
0 alongamento do jato do polimero, maior velocidade de rotag&o diminui o didmetro das fibras
e estas tendem a ter morfologia e diametros uniformes, as quais contribuem para a resisténcia
das amostras (BAJl et al., 2010).

O efeito da distancia entre a ponta da agulha e o coletor ndo é tdo significativo quanto
0s outros parametros, mas também pode afetar o diametro e a morfologia das nanofibras.
Verificou-se que se a distancia é muito curta, a fibra ndo terd tempo suficiente para solidificar
antes de chegar ao coletor, por outro lado, se a distancia for longa nanofibras com granulos
podem ser obtidas (LI; WANG, 2013). Nanofibras com maiores didmetros e com defeitos séo

formadas quando essa distancia € mantida pequena, ao passo que o didametro do nanofibras
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diminui & medida que a distancia é aumentada (RAIDER et al., 2015). Assim, deve haver uma
distancia 6tima entre a agulha e o coletor, a qual favorece a evaporacdo do solvente das
nanofibras (ROGINA et al., 2014).

3.4.1.3 Parametros ambientais

Parametros ambientais incluem a umidade e a temperatura do ambiente, que
desempenham papel significativo na determinagéo do didmetro e morfologia das nanofibras por
electrospinning. Fluxo de ar também tem efeito no didmetro, sendo que aumenta a taxa de
evaporacdo, resultando assim em nanofibras com grandes diametros (KHAN et al., 2013). O
processo de eletrospinning é conduzido a temperatura ambiente e a pressdo atmosférica
(ROGINA et al., 2014). O aumento da temperatura resulta na diminui¢cdo do didmetro das
nanofibras, em funcdo da diminui¢do da viscosidade (VRIEZE et al., 2009). Umidade causa
alteracbes no diametro das nanofibras, por controlar o processo de solidificacdo do jato
carregado. A umidade mais baixa pode secar o solvente totalmente a medida que a velocidade
de evaporacdo do solvente é mais rapida (BHARDWAJ; KUNDU, 2010). Pelo contrario,
umidade elevada levara ao diametro de fibras mais espesso devido as cargas sobre o jato que
pode ser neutralizado e a forga de alongamento que torna-se pequena (LI; WANG, 2013). O
aumento da umidade provoca também o aumento no numero, didametro, forma e distribuicao
dos poros (VALIZADEH; FARKHANI, 2014).

3.5 TECNOLOGIA DE ADSORCAO

A importancia dos processos adsortivos tem aumentado nas Ultimas décadas com
aplicagdes nas mais diversas areas relacionadas ao meio ambiente, energia e biotecnologia. O
fendmeno de adsorcdo é baseado na aderéncia de liquidos ou gases a superficie de um solido,
sendo um processo utilizado para purificagdo de efluentes, recuperacdo de solutos ou separagédo
de componentes de uma mistura. Na adsorcao ocorre uma operacdo de transferéncia de massa,
a qual estuda a habilidade de certos solidos em concentrar na sua superficie determinadas
substancias existentes em fluidos liquidos ou gasosos. Uma vez que os componentes adsorvidos
concentram-se sobre a superficie externa, quanto maior for esta superficie por unidade de massa
solida, maior sera a capacidade de adsor¢do. Com base nisso, geralmente os adsorventes sdo

solidos com superficies porosas. A espécie que se acumula na interface do material €
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denominada de adsorvato ou adsorbato e a superfice sélida na qual o adsorvato se acumula, é
denominada de adsorvente ou adsorbente (RUTHVEN, 1984).

Dependendo da natureza das for¢as envolvidas, a adsorcéo pode ser classificada quanto
a sua intensidade em dois tipos: adsorcao fisica e adsorcao quimica. No caso de adsorcéo fisica,
a ligacdo do adsorvato a superficie do adsorvente envolve uma interacdo relativamente fraca
que pode ser atribuida as forcas de VVan der Waalls. A quimissorcao envolve a troca ou partilha
de elétrons entre as moléculas do adsorvato e a superficie do adsorvente, resultando em reagéo
quimica. Isso resulta essencialmente numa nova ligacdo quimica e, portanto, bem mais forte
que no caso da fisissorcdo. A Tabela 1 apresenta as caracteristicas gerais da adsorcéo fisica e
quimica. Do ponto de vista termodindmico, na adsorgdo fisica a entalpia para interacfes tais
como forcas de Wan der Waals é geralmente inferior a 20 kJ mol? e para interagoes
eletrostaticas varia entre 20 a 80 kJ mol™. Na adsorcdo quimica, a entalpia de adsorgéo varia
entre 80 e 450 kJ mol™ (ALENCAR et al., 2012; MACHADO et al., 2012).

Tabela 1 - Principais diferencas entre fisiossor¢ao e quimiossorcao.

Adsorcao fisica Adsorcdo quimica
Baixo calor de adsor¢édo Alto calor de adsorc¢éo
Né&o especifica Alta especificidade
Adsorcdo em monocamadas ou Somente adsor¢do em monocamadas

multicamadas

Nenhuma dissociacao de espécies Pode envolver dissociacdo
adsorvidas
Significativa apenas a temperaturas Adsorc¢éo possivel em amplas faixas de
baixas temperaturas
Rapida e reversivel Pode ser lenta e irreversivel

Sem transferéncia de elétrons, embora Transferéncia de elétrons levando a formacéo

possa ocorrer polarizacdo do sorbato de ligagéo entre o0 adsorvente e o0 adsorbato

Fonte: RUTHVEN (1984)
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Outra caracteristica da adsorcéo fisica é que ela ocorre em toda a superficie adsorvente,
por isso € denominada ndo localizada (ou inespecifica), ao passo que a adsor¢do quimica so
pode ocorrer nos sitios ativos, sendo assim, é dita localizada. Outra maneira de se interpretar a
adsorcéo fisica sugere que ela ocorre quando forcas intermoleculares de atracdo das moléculas
na fase fluida e da superficie s6lida sdo maiores que as forgas atrativas entre as moléculas do
préprio fluido. Este tipo de adsorcdo é répida e reversivel, decorrendo da acdo de forcas de
atracdo intermoleculares fracas entre o adsorvente e as moléculas adsorvidas. Como nao ocorre
formacdo ou quebra de ligacbes, a natureza quimica do adsorvato ndo € alterada
(NASCIMENTO et al., 2014).

Os fendmenos de adsorcéo sdo resultados de uma combinacgéo entre os tipos de forcas
envolvidas na adsorcdo fisica e quimica. Desta forma, varios fatores influenciam o processo de
adsorcdo tais como: natureza do adsorvente, do adsorvato e das condi¢Ges operacionais. As
caracteristicas do adsorvente incluem a area superficial, tamanho do poro, densidade, grupos
funcionais presentes na superficie e hidrofobicidade do material. A natureza do adsorvato
depende da polaridade, do tamanho da molécula, da solubilidade e da acidez ou basicidade. As
condicBes operacionais incluem, principalmente, temperatura, pH e natureza do solvente
(NASCIMENTO et al., 2014).

A tecnologia de adsorcéo é um processo importante para a separagao de gases, que tem
sido estudada para a captura de CO. do gas de combustdo por mais de duas décadas. Alta
capacidade de adsorcdo pode ser obtida utilizando adsorventes com elevadas propriedades
texturais. Esta € uma das razGes que, nos ultimos anos, direcionou a pesquisa para utilizacdo
de materiais nanoporosos, cujos valores de area de superficie especifica estdo aumentando
continuamente (GARGIULO; PEPE; CAPUTO, 2014). Para que a tecnologia seja eficiente e
de custo eficaz para a captura de CO>, 0 adsorvente ideal deve ter as seguintes caracteristicas:
capacidade de adsorcdo elevada; alta seletividade; répida adsorcdo e dessorcdo cinética;

estabilidade quimica, térmica e mecanica; e reciclabilidade (WILCOX et al., 2014).

3.5.1 Cinética de adsor¢ao

Os fundamentos da adsorcdo envolvem o estudo do equilibrio, que determina o
rendimento ou capacidade méaxima de adsorcao de moléculas sobre a superficie de um sélido,
e 0 estudo da cinética ou dindmica do processo de adsor¢do. A cinética controla a eficiéncia do
processo, fornecendo informagdes sobre a velocidade em que as reagdes acontecem, e sobre 0s

fatores que influenciam a taxa de reacdo (CRINI; BADOT, 2008). A cineética de adsor¢éo €
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expressa como a taxa de remogéo do adsorvato na fase fluida em relagédo ao tempo, envolvendo
a transferéncia de massa de um ou mais componentes para o interior da particula do adsorvente,
0s quais deverdo migrar através dos macroporos até as regides mais internas desta particula. O
principio de conducdo da cinética envolve diferentes processos: a) Transferéncia de massa
externa: corresponde a transferéncia de moléculas da fase fluida para superficie externa da
particula adsorvente, por intermédio de uma camada de fluido que envolve a particula; b)
Difusdo no poro: ocasionada pela difusdo de moléculas no fluido para o interior dos poros. c)
Difusdo na superficie: corresponde a difusdo das moléculas totalmente adsorvidas ao longo da
superficie do poro (NASCIMENTO et al., 2014) (Figura 6).

Figura 6 - Etapas da cinética de adsor¢édo

Fonte: NASCIMENTO et al. (2014)

Os modelos cinéticos pseudo-primeira ordem (PPO) e pseudo-segunda ordem (PSO)
sdo amplamente utilizados para analisar a adsorc¢ao do adsorvato a partir de uma solucéo aquosa
(PATEL; HOTA, 2016). O modelo PPO foi proposto por Lagergrem em 1898 baseado na lei
de Newton e determina que a adsor¢do ocorre em consequéncia de gradiente de concentragcdo
entre a superficie do adsorvente e a solucdo, de acordo com a Equacao 2 (QIU et al. 2009):

dae _

o k1(qe — q¢) (2)

Sendo g; € g, as capacidades de adsor¢do no instante ‘t” e no equilibrio, respectivamente
(mg g1), e k, é a constante cinética do modelo PPO (min™). Apds integrar a equacédo 2 em
funcdo do tempo, a equacéo pode ser rearranjada e a cinética de PPO pode ser representada pela
Equacdo 3 (SKODRAS et al., 2008):
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qc = C11(1 - exp(klt)) 3)

Onde g, é o valor da capacidade de adsor¢do (mg g*) obtido através do modelo PPO.
O modelo cinético PSO inclui na mesma equacdo os coeficientes interno e externo de
transferéncia de massa, e geralmente é mais utilizado em processos de quimiosorcédo
(SKODRAS et al., 2008). Este modelo pode ser expresso de acordo com a Equacéo 4 (QIU et
al. 2009):

d

—& = kp(qe — q0)? (4)
Onde k, é a constante cinética do modelo PSO (g mgmin™). Apos integracio em

funcéo do tempo, a cinética de PSO pode ser representada pela Equacdo 5 (SKODRAS et al.,

2008):

t

qr = ( (5)

et
3.5.2 Isotermas de equilibrio

Isotermas de adsorcdo sdo curvas e/ou equagdes matematicas utilizados para descrever
0 comportamento da adsorcdo de solutos por sélidos, a temperatura constante. Uma isoterma
de adsorcdo mostra a quantidade de determinado soluto adsorvida por uma superficie
adsorvente, em funcdo da concentracdo de equilibrio do soluto. Essas isotermas sdo
fundamentalmente importantes, pois fornecem a capacidade méxima de adsorcdo de
determinado adsorvente (PATEL; HOTA, 2016). Blazquez et al. (2010) apresentou cinco
principais tipos caracteristicos de isotermas de adsor¢do em fase liquida (Figura 7). Segundo o0s
autores, a forma da isoterma depende do adsorvente, do adsorbato e das ligacGes
intermoleculares entre os dois.

A isoterma do tipo I apresenta um limite na capacidade de adsorcdo que corresponde a
formacdo de uma camada monomolecular em adsorventes ndo porosos ou microporosos. As
isotermas do tipo Il e 11l descrevem a adsorcdo em multicamadas geralmente em adsorventes
com grande variedade de tamanho de poros (macroporos). As do tipo 1V séo relativas a adsor¢édo

em multicamadas via condensacdo em mesoporos. As curvas do tipo V descrevem
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comportamento similar ao tipo IV, considerando interagGes fortes e/ou fracas entre o adsorvente
e 0 adsorbato (BLAZQUEZ et al., 2010).

Figura 7 - Principais tipos caracteristicos de Isotermas de adsor¢édo

¥ ¥
Tipa I Tipe 11

1§
Y
Tipo 111 Tipo IV
X

X

Tipe V

x: Concentragio de equilibrio
y: Quantidade adsorvida

X

Fonte: Adaptado de BLAZQUEZ et al. (2010)

As equacdes de isotermas sdo utilizadas para descrever o equilibrio de adsorcdo dos
dados experimentais. Ha diversos modelos disponiveis de isotermas, que incluem Langmuir,
Freundlich, BET, To6th, Temkin, Redlich-Peterson, SIPs, Frumkin, Harkins-Jura, Halsey,
Henderson e Dubinin-Radushkevich (CRINI; BADOT, 2008). Os modelos mais comumente
utilizados para descrever as isotermas de adsor¢do sdo os modelos de Langmuir e de Freundlich.
A isoterma de Freundlich é uma equacdo empirica utilizada para sistemas heterogéneos, que
considera o processo de adsor¢do como multicamada com distribuicdo energética heterogénea
de sitios ativos, acompanhado de intera¢es entre moléculas adsorvidas (LIU et al., 2015). A
heterogeneidade é caracterizada pelo fator 1/n, e a forma linear da isoterma de adsorcédo de

Freundlich pode ser expressa pela Equacéo 6:

=k Cl/n 6
e F%e ()

Sendo que ge é a capacidade de adsorc¢do de equilibrio (mg g?), C. é a concentragéo de
equilibrio da solucéo de adsorvato (mg L1), kr € a constante de Freundlich ((mg g™)(L mg™)*")
e 1/n é o fator de heterogeneidade.

O modelo de isoterma de Langmuir assume que a adsor¢édo ocorre em locais especificos,

homogéneos e energeticamente idénticos, e baseia-se na hipotese fisica de que a capacidade
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maxima de adsorg¢do consiste de uma adsor¢do em monocamada em que ndo hé interagdo entre
as moléculas adsorvidas (AL-WAKEEL; EL MONEM; KHALIL 2015; PATEL; HOTA,
2016). Dessa forma, quando uma molécula atinge determinado sitio ndo ocorre adsorcéo
adicional no mesmo local. Tendo o adsorvente uma capacidade finita de adsorver determinada
substancia, a saturagao da monocamada (com Ce—o0) pode ser representada pela Equagdo 7

(ZHANG et al., 2010):

__ qmkLCe
qe - 1+kpCe (7)

Sendo gm a capacidade méaxima de adsorcdo na monocamada (mg g2), k. a constante de
equilibrio de adsorgdo de Langmuir (L mg™?), ge a capacidade de adsorcdo no equilibrio (mg
g1) e Ce a concentragdo de equilibrio do adsorvato (mg L™). Outra caracteristica importante da
isoterma de adsor¢do de Langmuir é o fator de separacdo ou fator de equilibrio (RL), expresso
pela Equacdo 8:

1
R, = 1+kL,Ce (8)

Onde valores de RL>1 indicam que o processo é desfavoravel, RL=1 indicam uma
isoterma linear, 0<RL<1 indicam que o processo é favoravel e RL=0 indica que o processo é
irreversivel (PATEL; HOTA, 2016).

3.6 HISTORICO DA LINHA DE PESQUISA

Desde 1996 o Laboratorio de Engenharia Bioquimica (LEB) da Universidade Federal
do Rio Grande (FURG) pesquisa tecnologias para o cultivo de microalgas. Dentre as diversas
pesquisas, ja foram estudados cultivos descontinuos e semi-continuos, em fotobiorreatores
abertos e fechados (MOREIRA; COSTA; MORAIS, 2016); biofixagdo de CO. utilizando
microalgas (MORAIS; RADMANN; COSTA, 2011; ROSA etal., 2016; MORAES et al., 2018)
e o cultivo de microalgas com gas de combustdo e com cinzas de origem termelétrica como
fontes de nutrientes (BRAGA et al.,, 2019a, 2019b; DUARTE; FANKA,; COSTA, 2016;
DUARTE etal., 2017; VAZ; COSTA; MORAIS, 2016a, 2016b). Em 2004 iniciou um convénio
entre o LEB, a ELETROBRAS (Centrais Elétricas Brasileiras S. A.) e a CGTEE (Companhia

de Geracdo Termica de Energia Elétrica), localizada no municipio de Candiota — RS, para
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desenvolvimento de tecnologia de biofixacdo do CO», originado na combustdo do carvéo
mineral para geracdo de energia elétrica, por microalgas. Como produto deste convénio foi
projetada, montada e colocada em operacdo a Planta Piloto de Biofixacdo de CO2 por
microalgas. Foram isoladas diferentes cepas de microalgas nativas de lagoas proximas a
CGTEE apresentando alta tolerancia aos gases emitidos (DUARTE et al., 2017; MORAIS;
COSTA, 2007; MORAIS et al., 2008; RADMANN et al, 2011). Estas microalgas foram
estudadas em escala laboratorial quanto a biofixacdo de CO: e depois foram colocadas em
operacdo na Planta Piloto. Em 2008, através de mais uma parceria entre 0 LEB e a
ELETROBRAS — CGTEE deu-se inicio ao projeto Aqiicultura de microalgas para a biofixacio
do gés carb6nico gerado na queima do carvéo e co-geracdo de biodiesel e bioprodutos de alto
valor agregado. Em 2012, uma nova parceria foi estabelecida para biofixacdo do CO2 em escala
piloto, onde o novo projeto permitiu o desvio do gas carbdnico antes de entrar na chaminé, por
um gasoduto até os tanques de cultivo das microalgas.

A linha de pesquisa de desenvolvimento de nanofibras pelo método de electrospinning
teve inicio em 2007 no LEB, onde foram desenvolvidas nanofibras utilizando biopolimeros
extraidos de biomassa microalgal (MORAIS et al, 2010). Em 2014 o Laboratério de
Microbiologia e Bioguimica (MIBI) da FURG em parceria com o LEB iniciou as pesquisas
para producdo de nanofibras para aplicagdes na area de alimentos, dentre outras. As pesquisas
ja realizadas envolvem estudos das condi¢cbes do processo de electrospinning para
desenvolvimento de nanofibras, bem como a caracterizacdo das nanofibras formadas; a adicdo
de compostos bioativos no desenvolvimento de nanofibras poliméricas e de scaffolds
(FIGUEIRA et al., 2016; GONCALVES et al., 2017; SCHMATZ et al., 2016; UEBEL et al.,
2016), a atividade antimicrobiana de nanofibras produzidas com biopolimero e compostos
fenolicos de origem microalgal (KUNTZLER et al., 2018a; KUNTZLER et al., 2018b) e o
desenvolvimento de indicadores de pH de nanofibras contendo biocompostos de origem
microalgal para aplicagdo em embalagens inteligentes (MOREIRA et al., 2019) e ativas
(MOREIRA et al., 2018).

Neste contexto, a biofixacdo de CO2 por microalgas através do cultivo com nanofibras
poliméricas como adsorventes do gas, vem consolidar a unido das duas linhas de pesquisa de
nossa equipe LEB e MIBI, que séo a Biotecnologia de Microalgas e Engenharia de Nanofibras,
bem como contribui com nova e promissora tecnologia envolvendo bioprocessos e
nanomateriais, com grande potencial para maximizar a eficiéncia de biofixagdo do CO por

microalgas e reduzir os efeitos desse gas para 0 meio ambiente.
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DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

O trabalho foi dividido em trés etapas, as quais originaram trés artigos:
ARTIGO 1 - TECNOLOGIA INOVADORA DE NANOFIBRA PARA MELHORAR A
BIOFIXACAO DE DIOXIDO DE CARBONO NO CULTIVO DE MICROALGAS

ARTIGO 2 - CULTIVO DE ALGA VERDE COM NANOFIBRAS COMO ADSORVENTE
FISICO DE CO2: AVALIACAO DA BIOFIXACAO DO GAS E PRODUCAO DE
MACROMOLECULAS

ARTIGO 3 - FIXACAO FISICA E BIOLOGICA DE CO, COM NANOFIBRAS
POLIMERICAS EM CULTIVOS OUTDOOR DE Chlorella fusca LEB 111

Na primeira etapa foi estudado o desenvolvimento de nanofibras poliméricas de PAN
com e sem incorporacdo de NPsFe.Oz pela técnica de electrospinning, onde foi avaliada a
influéncia de diferentes parametros do processo de electrospinning na producéo das nanofibras,
bem como, o efeito de diferentes concentracdes da solucdo polimérica PAN/DMF e de
NPsFe2O3 no desenvolvimento das nanoestruturas. Nessa etapa as nanofibras foram
caracterizadas através de analises microscopicas, térmicas, quimica e fisicas, para selecionar a
melhor condicdo para os proximos estudos. Apos foi estudada a capacidade de adsor¢do e
dessor¢do de CO, das nanofibras poliméricas com NPsFe;Os selecionadas com base nas
melhores caracteristicas para adsor¢do. Ainda nessa etapa foram realizados estudos inciais de
cultivos de Chlorella fusca LEB 111 com adicdo das nanofibras com NPsFe;Os3, vizando avaliar
o efeito na biofixacdo de CO: pela microalga. Na segunda etapa, as nanofibras foram
adicionadas aos cultivos de C. fusca LEB 111 com e sem NPsFe,Oz, em diferentes
concentracgdes e dispostas livres ou retidas em fotobiorreatores erlenmeyers no meio de cultivo.
Os cultivos foram realizados inicialmente por 5 dias, visando selecionar a melhor condicéo
quanto a biofixagdo de COz para cultivos posteriores. Apds foram realizados cultivos por 15
dias com o objetivo de avaliar também a producéo de macromoléculas pela microalga Chlorella
cultivada com os adsorventes fisicos de CO». A ultima etapa consistiu no estudo de cultivos de
Chlorella fusca LEB 111 em condic¢es indoor e outdoor em fotobiorreatores tubulares
verticais, com adicdo de diferentes concentrac@es de nanofibras poliméricas com NPsFe O3,
visando maximizar a biofixacdo do gas no cultivo e avaliar o efeito das nanofibras como

adsorventes na producdo de macromoléculas.
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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo desenvolver nanofibras contendo nanoparticulas com potencial
para fixagdo bioldgica de CO> pela microalga Chlorella fusca LEB 111. A técnica de
electrospinning foi utilizada para producdo das nanofibras poliméricas com diferentes
concentragfes de nanoparticulas de 6xido de ferro (NPsFe203). O polimero utilizado foi o
poliacrilonitrila (PAN) e solvente dimetilformamida (DMF) (10% (m v1)). As nanofibras com
e sem NPsFe>Os foram caracterizadas quanto a morfologia, tamanho, propriedades texturais e
modelos de adsorcdo cinética e no equilibrio, para avaliar a capacidade de adsorcéo (q) das
nanoestruturas. Os didmetros médios das nanofibras 10% (m v't) PAN/DMF contendo 0, 2, 4,
6, 8, 10% (m v!) de NPsFe,O3; foram 689, 480, 434, 633, 660 e 629 nm, respectivamente.
Nanofibras com 4% (m v?!) de NPsFe;Os; foram selecionadas para utilizagdo no cultivo
microalgal porque apresentaram diametro reduzido (434 nm), maior volume de poros na faixa
de mesoporos, maior area de superficie especifica de 13,8 m? g e maior capacidade de adsorgéo
de CO; de 164,2 mg g, em relacdo as demais nanofibras com diferentes concentragoes de
NPsFe-Oz. O modelo de adsorcdo Pseudo-primeira-ordem (PPO) foi 0 mais adequado para
representar os dados cinéticos de adsorcéo (q=336,4 mg g) das nanofibras com 4% NPsFe,Os.
Os dados de equilibrio, de acordo com a isoterma de Langmuir, mostraram que as nanofibras
com 4% NPsFe;O3 tem capacidade maxima de adsorcéo de CO, de 1149,3 mg g*. A microalga
C. fusca LEB 111 apresentou maior taxa de biofixagdo de CO; de 216,2 mg L d, quando
cultivada com as nanofibras contendo 4% (m v!) de NpsFe;Os. Dessa forma, a utilizaco das
nanofibras com NPsFe>O3 como adsorventes fisicos de CO, aumentou o tempo de contato entre
0 gas e 0 micro-organismo e, consequentemente houve maior biofixacdo do CO. pela

microalga.

Palavras-chave: Adsorvente fisico. Dioxido de carbono. Chlorella fusca LEB 111.
Electrospinning. Fixagéo de COa.
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1 INTRODUCAO

O aumento da concentragdo de CO> atmosférico é considerado uma das principais
causas do efeito estufa, sendo as usinas termelétricas responsaveis por cerca de 22% das
emissdes desse gas. As microalgas sdo responsaveis por aproximadamente 40% da fotossintese
global, necessitando de CO. para crescer e assim reduzir a concentracdo do gas na atmosfera
(JOHANSEN, 2012). Entretanto, no cultivo de microalgas, a fonte de carbono deve ser
suficientemente fornecida para evitar limitacdo de crescimento, e a transferéncia de CO2 no
meio de cultivo deve ser eficiente, porque o CO2 ndo dissolvido é perdido (BABCOCK;
MALDA; RADWAY, 2002).

A fixacdo de CO, em materiais adsorventes esta se tornando cada vez mais importante
no campo da energia e meio ambiente. Alta capacidade de adsorcéo pode ser obtida utilizando
materiais com elevadas propriedades texturais, como alta porosidade. Esta € uma das razbes
gue, nos Ultimos anos, direcionou a pesquisa para utilizacdo de materiais nanoporosos
(GARGIULO; PEPE; CAPUTO, 2014). Nanofibras poliméricas fabricadas por electrospinning
tém estrutura porosa Unica, elevada area de superficie e propriedades mecéanicas potencializadas
através da reducdo do tamanho, assim, apresentam potencial como adsorventes avangados para
a captura e armazenamento de CO> (DING; YU, 2014). O uso de nanofibras como adsorventes
fisicos de CO2 no cultivo de microalgas pode fixar o gs no meio de cultivo, aumentando o
tempo de contato com o micro-organismo. Além disso, dependendo da composicao polimérica
das nanofibras, apos a liberacdo gradativa do COy, as fibras poderiam ser utilizadas como fonte
de carbono e/ou nutrientes para as microalgas.

Nanoparticulas de metais ou 0xidos de metais podem ser incorporadas em nanofibras
para formar nanoestruturas compositas funcionais que podem incrementar a eficiéncia de
adsorcéo. Estas nanoestruturas melhoram a difuséo e interagdo de moléculas, a transferéncia do
CO2 ao longo da matriz polimérica e funcionalizagdo dos compostos estruturais, aumentando a
eficiéncia de adsorcdo devido a elevada porosidade do material (LUOH; RAHN, 2006;
SUNDARAMURTHY et al., 2014). Além dos métodos convencionais para aumentar a
biofixacdo de CO2 microalgal através da manipulacéo das condicGes de cultivo como a fixacao
de COz utilizando absorventes quimicos (CARDIAS; MORAIS; COSTA, 2018; ROSA et al.,
2015; ROSA et al.,, 2016; ROSA; MORAIS; COSTA, 2018), este novo estudo sobre a
biofixacdo de CO. utilizando nanofibras como adsorventes fisicos & promissora, com a

vantagem da separacdo da biomassa de microalgas das nanoestruturas ao final do cultivo. Além
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disso, 0 CO2 pode ficar em contato com a microalga por mais tempo e pode ser disponibilizado
durante todo o cultivo, maximizando assim a biofixagdo do gas no cultivo de microalgas. Com
base nisso, o0 objetivo deste estudo foi desenvolver nanofibras poliméricas contendo
nanoparticulas de 6xido de ferro (NPsFe2O3) com potencial para promover a fixagdo biologica

de CO: pela microalga Chlorella fusca LEB 111.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAIS E PREPARO DAS SOLUCOES POLIMERICAS

O polimero poliacrilonitrila (PAN, PM 150,000 g mol™) e nanoparticulas de dxido de
ferro (NPsFe203, ~ 50 nm de diametro) foram adquiridos pela Sigma-Aldrich® (USA). O
solvente utilizado foi o N, N-dimetilformamida (DMF) P.A. As solucdes poliméricas foram
preparadas nas concentrages 5, 10 e 15% (m v!) de PAN/DMF. As NPsFe;O3 foram
adicionadas nas nanofibras nas concentracdes 0, 2, 4, 6, 8 e 10% (m v). A mistura polimérica
PAN/DMF foi homogeneizada em agitador magnético (FISATOM 753A, Brasil) e as
NPsFe,O3 foram homogeneizadas por 40 min nas solucGes poliméricas com banho ultrassénico
(QUIMIS Q3350, Brasil).

2.2 PRODUCAO DE NANOFIBRAS POLIMERICAS POR ELECTROSPINNING

As nanofibras poliméricas com diferentes concentracdes de nanoparticulas foram
produzidas pela técnica de electrospinning. Para definir os pardmetros do processo de
electrospinning, as solucgdes poliméricas foram injetadas através de capilar com didmetro de
0,45, 0,55, 0,70 e 0,80 mm; as distancias do coletor ao capilar foram variadas de 100 a 180 mm;
o potencial elétrico entre 15 e 25 kV e a taxa de alimentacdo da solucdo entre 100 e 2000 pL h

! Todo os processos foram conduzidos a 20-23 °C e umidade relativa entre 50 e 58%.

2.3 CARACTERIZACAO DAS NANOFIBRAS

2.3.1 Morfologia e tamanho

As formas e didmetros das nanofibras com diferentes concentra¢fes de nanoparticulas

foram avaliadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) (JEOL JSM 6610LV, Japéo),
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onde foram realizadas 30 medidas do tamanho do didmetro. Antes das analises, as amostras
foram recobertas com ouro através de pulverizacdo (Denton Vacuum 111 CAR001-0038,
USA). Microscopia eletrénica de transmissao (MET) (JEOL JEM 1400 120KYV) foi utilizada

para avaliar as formas das NPsFe2Oz e sua incorporagao nas nanofibras.
2.3.2 Analises térmicas

Andlises termogravimétrica (TGA) (Shimadzu DTG-60, Japan) e calorimetria
diferencial de varredura (DSC) (Shimadzu DSC-60, Japan) foram realizadas para avaliar o
comportamento térmico das nanofibras com diferentes concentracdes de NPsFe;Os. A anélise
TGA foi conduzida de 30°C até 600 °C, com taxa de aquecimento de 10°C min* e sob atmosfera
de nitrogénio de 30 ml min. Para as analises DSC as amostras foram aquecidas de 25 a 400

°C, com taxa de aquecimento de 20°C min e atmosfera de nitrogénio de 50 ml min™.
2.3.3 Caracterizacgao estrutural

Mudangas na estrutura molecular das nanofibras poliméricas com diferentes
concentracdes de NpsFe.Oz foram avaliadas por espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier. O espectrofotémetro (IR Prestige-21, Shimadzu Corp., Japdo) foi
utilizado para determinar a presenca de grupos funcionais nas nanofibras com NPsFe;Os com

medidas na faixa de 4000 a 400 cm™, 45 varreduras e resolucéo de 4 cm™.

2.3.4 Caracterizacao textural

A érea de superficie especifica foi determinada pelo método de Brunauer, Emmett,
Teller (BET)/N2 (BRUNAUER; EMMETT; TELLER, 1938) e a distribuicdo de tamanho de
poros pelo método de Barret, Joyner, Halenda (BJH) (BARRET; JOYNER, HALENDA, 1951)
em analisador de superficie Autosorb (Quantachrome, Nova 1000e, EUA), com gas N2 5.0
como adsorvente e N2 liquido como meio de refrigeracdo. Todas as amostras foram secas a
110°C por 24 h e depois durante 3 h sob vacuo a 300°C.

2.4 EXPERIMENTOS DE ADSORCAQ/DESSORCAO

Para investigar o potencial adsorvente das nanoestruturas, 50 mg das nanofibras com
diferentes concentragdes de NPsFe>O3 foram mantidas em 50 mL de solucdo aquosa, contendo

350 mg L de gas CO; dissolvido (White Martins, Brasil) por uma hora. Todos os experimentos
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de adsorgdo foram realizados em shaker termostatizado (INNOVA®, EUA) a 50 rpm com
temperatura controlada a 20°C. Entdo, as nanofibras contendo nanoparticulas que mais
adsorveram CO. foram selecionadas para um estudo mais aprofundado. Curvas cinéticas
(tempo de contato de 0 a 210 min) e curvas de equilibrio de adsorcdo (20°C) das melhores
nanofibras foram obtidas. As concentragdes de CO nas solugdes aquosas foram determinadas
por titulagdo volumétrica com hidréxido de sddio e indicador &cido-base fenolftaleina. Todos
0s experimentos de adsorcao foram realizados em triplicata. A capacidade de adsor¢do ao longo
do tempo (q;, mg g*) foi determinada pela Equacdo g: = V (Co — Ct) m™. A capacidade de
adsorcado no equilibrio (q,, mg g*) foi obtida através da equac&o ge = V (Co — Ce) m™, onde Co,
Ce e C; sdo as concentragdes inicial, no equilibrio e ao longo do tempo (mg L) do COz na
solucdo aquosa, V € o volume de solucdo (L) e m é a massa de adsorvente (g).

A equacdo do modelo pseudo-primeira ordem (PPO) q, = ql(l — exp(—klt))
e equacdo do modelo pseudo-segunda ordem (PSO)  qi=(t)((1/k202%)+(t/q2))™
foram utilizadas para fazer o ajuste dos dados cinéticos, onde ki (min™) e k2 (g mg™ min) séo

as taxas constantes dos modelos PPO e PSO, respectivamente, q: € 2 (mg g*) sdo os valores

tedricos para a capacidade de adsor¢do. Os modelos de Freundlich (g, = k¢ Cel/nf) e Langmuir
(de = (gm KL Ce)(1 + KL Ce)?) foram utilizados para ajustar os dados de equilibrio e quantificar
as propriedades de adsorcdo das nanofibras contendo nanoparticulas, onde ks é a constante de
Freundlich (mg g*)(mg L)Y 1/ne é o fator de heterogeneidade, qm é a capacidade de
adsorcdo maxima (mg g*) e K. é a constante de Langmuir (L mg™).

Para avaliar a dessorgdo de CO:> e reutilizacdo das nanofibras foram realizados testes
consecutivos de adsorcao-dessorcdo. Os experimentos de dessor¢do foram realizados com 50
mL de solucéo eluente com pHs 5, 5,5 e 6 (HCI 0,1 mol L), em triplicata. A solugdo eluente
foi misturada com 50 mg de nanofibras (com 4% NPsFe.O3z e CO> adsorvido) e foi agitada a
50 rpm por 20 min a 20°C, em shaker termostatizado (INNOVA®, EUA). Os ciclos de adsorgéo

e dessorgéo foram repetidos por 4 vezes.

2.5 MICRO-ORGANISMO, MEIO DE CULTIVO E CONDICOES DE CULTIVO

O micro-organismo utilizado para cultivo foi a microalga Chlorella fusca LEB 111,
obtida do banco de cepas do Laboratorio de Engenharia Bioquimica da Universidade Federal
do Rio Grande (FURG). O meio de cultivo utilizado para manuten¢do do inoculo e cultivo foi
0 BG 11 (RIPKA et al., 1979) modificado, onde a fonte de carbono do meio (Na2COs) foi
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substituida por 15% (v v!) de gas CO2 comercial (White Martins, Brazil). Para adaptacéo da
microalga ao CO2, o indculo foi mantido previamente em meio sem fonte de carbono com
injecdo de 2% (v v!) de CO, a cada 1 h na fase clara por 7 dias.

Os cultivos descontinuos foram realizados em fotobiorreatores erlenmeyers de 0,5 L,
com volume (til de 0,45 L e concentragdo de biomassa inicial de 0,2 g L. A temperatura foi
mantida a 25 °C em camara termostatizada, com fotoperiodo de 12 h claro/escuro (REICHERT;
REINEHR; COSTA, 2006). A iluminancia foi fornecida por lampadas fluorescentes do tipo luz
do dia de 40 W, que fornecem uma luminosidade de 41,6 umol m?s™. A aeracdo foi realizada
através de ar estéril, que foi injetado aos cultivos através de aspersor de pedra porosa, fixado na
base dos biorreatores, com vazdo de 0,3 vwm (MLmiswra MLmeio> Min™). O gés foi injetado nos
cultivos a cada 1 h por 1 min durante a fase clara de crescimento (12 h) (ROSA et al., 2018).
As nanofibras poliméricas com 4% de NPsFe;Oz foram adicionadas aos cultivos na
concentragéo de 0,5 g L. Os cultivos foram realizados em duplicata por 5 dias, e experimentos

controle foram realizados sem a microalga.

2.6 DETERMINACOES ANALITICAS, PARAMETROS DE CRESCIMENTO E
BIOFIXACAO DE CO;

A concentracdo de biomassa, monitorada diariamente, foi determinada por medida da
densidade dtica a 670 nm em espectrofotometro (UVmini 1240, SHIMADZU, Japéo), com
curva de calibracdo que correlaciona densidade 6tica com peso seco de biomassa para cada
microalga (RADMANN; REINEHR; COSTA, 2007). A concentrac¢do de biomassa ao final dos
cultivos foi quantificada por peso seco, sendo descontada a massa de nanofibras adicionada aos
cultivos (0,5 g L) para contabilizar o peso total somente de biomassa microalgal. O pH dos
cultivos foi determinado a cada 24 h com pHmetro digital (Mettler Toledo FiveGo™,
Switzerland). Os valores de concentracdo de biomassa foram utilizados para determinar a
concentragdo de biomassa maxima (Xms, mg L*) e produtividade (Px, mg L* d?)
(SCHMIDELL et al., 2001). A produtividade da biomassa foi calculada de acordo com a
equagdo Px=(X-Xo) (t-to), onde X: é a concentracio de biomassa (mg L™ 1) no tempo t (d), e
Xo € a concentracdo de biomassa (mg L™ 1) no tempo to (d).

A alcalinidade foi determinada a cada 24 horas por titulagdo potenciométrica com
pHmetro digital (Mettler Toledo FiveGo™, Switzerland) (APHA, 1998). A concentracio de
carbono inorganico dissolvido (CID, mg L) foi calculada pela determinagdo da alcalinidade e

pH, seguindo as equacgdes de equilibrio utilizadas por Brune e Novak (1981) e Rubio et al.
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(1999), como demonstrado por Rosa et al. (2015). A concentracdo de CID acumulado (CID4c)
foi determinada pela equagéo CIDac=CIDy — ClIDyo, onde CIDysé a concentragdo CID no tempo
final dos experimentos e CIDw é a concentragdo no inicio dos experimentos. A taxa de
biofixacdo de CO2 (R, mg L d?) foi calculada de acordo com a equagio R= Px Xcm Mcoz
Mc? (TOLEDO-CERVANTES et al., 2013), onde utilizou-se os valores de Px (mg L*d™?), as
massas molares do CO, (Mcoz, g mol™) e do carbono (Mc, g mol ™), e a fragdo de carbono (Xcom)
na biomassa microalgal foi de 50% (m m™) (CHANG; TSAI; LI, 2015).

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey para

comparacdo das méedias com nivel de confianca de 95%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nanofibras poliméricas uniformes de 689 nm (Tabela 1) foram produzidas com 10% (m
v'1) de PAN com DMF, utilizando o processo de electrospinning com potencial elétrico de 25
kV, vazéo da solugdo polimérica de 500 pL h, distancia do capilar ao coletor de 140 mm e
diametro do capilar de 0,70 mm. As condic¢des do electrospinning foram definidas com base na
obtencéo de nanofibras uniformes e com menor diametro. Com 5% (p/v) de solucdo polimérica
foram obtidas nanofibras com muitas gotas (Figura Al), e com 15% (p/v) de PAN/DMF, o
polimero ndo solubilizou.

A adigdo de 2 e 4% de NPsFe>Os reduziu significativamente (p<0,05) o didmetro das
nanofibras poliméricas 10% PAN/DMF. Com 4% de NPsFe>Os houve redugdo do didmetro das
nanofibras em aproximadamente 37% em compara¢do com a amostra sem nanoparticulas. Kim
et al. (2007) obtiveram reducédo de 30% no diametro de nanofibras 10% PAN/DMF com adicéao
de 4% NpsFe20z. Neste estudo, com a adi¢do das nanoparticulas (NPs) nessas concentracdes
foram obtidas nanofibras continuas e livres de granulos em sua estrutura. Com adicéo de 6%
ou mais NPsFe>Os, os didmetros das nanofibras poliméricas aumentaram significativamente em
comparacdo com aqueles com adigdes de 4% de NPsFe>Os (Tabela 1) devido a aglomeracédo de

NPs ao longo da estrutura das nanofibras.
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Tabela 1 - Diametros (D, nm), areas de superficie (AS, m?g™) e volumes de poros (VP,
cm?®gt) das nanofibras com diferentes concentracdes de NPsFe2O3 sob ampliagio de 5500x.

Amostras D AS VP Nanofibras

10% PAN/DMF 689+56° 49 0,029

10% PAN/DMF + 2% Fe;0s 480 £34> 8,6 0,044

10% PAN/DMF + 4% Fe;Os 434+40° 13,8 0,039

10% PAN/DMF + 6% Fe20s 633+69¢ 6,7 0,048

2uym —

10% PAN/DMF + 8% Fe20s 660+50¢ 95 0,062

10% PAN/DMF + 10% Fe;0s 629+56¢ 83 0,136

Letras iguais na mesma coluna indicam que os resultados ndo diferem estatisticamente com nivel de 95% de
confianga. Tamanho médio obtido de 30 medidas em MEV.
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Na Figura 1a observa-se o tamanho reduzido (<100 nm) das NPsFe>Oz que foram
adicionadas em diferentes concentragdes nas nanofibras. De acordo com Ding e Yu (2014) as
nanoparticulas podem ser incorporadas em solugdo polimérica para produzir nanoestruturas
compositas funcionais. Essas estruturas aumentam a eficiéncia de adsorcéo e/ou captura de COo,
devido a reducdo do tamanho das nanofibras e a maior porosidade do material. Dessa forma,
essas NPs conduzem ao menor didmetro do jato polimérico e assim reduzem o didmetro das
nanofibras, que consequentemente tém maior &rea de superficie para adsorcdo de CO.. Na
Figura 1b podem ser observadas as NPsFe>O3 incorporadas na superficie e também no interior

das nanofibras.

Figura 1 - Nanoparticulas de Fe»Os (a) e nanofibras com 10% PAN/DMF contendo
nanoparticulas de Fe2Os, circuladas (b)

(b)

@nm

Essas nanoparticulas além de reduzir o diametro e aumentar a porosidade, melhoram a
difusdo do adsorvato, a transferéncia de moléculas de CO> ao longo da matriz e funcionalizagéo
devido a formacéo de grupos funcionais, resultando em aumento da capacidade de adsorgéo.
Isto ocorre devido ao tamanho reduzido das NPsFe.Oz e a repulsdo eletrostatica entre as
nanofibras e nanoparticulas, resultante do aumento das cargas devido a adicdo dessas
nanoestruturas (LUOH; RAHN, 2006).

A area de superficie especifica das nanofibras de 10% PAN/DMF aumentou de 4,9 m?g*
para 13,8 m?g™* quando adicionou-se 4% de NPsFe;Os (Tabela 1), o que era esperado, pois a
relacéo area de superficie/volume aumenta com a redugdo do diametro das nanofibras. Alta area
de superficie especifica € um dos principais requisitos para obtencdo de adsorventes adequados,

pois fornece locais de adsor¢do maiores e mais facilmente acessiveis, com operac6es de alto
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fluxo (HARDICK et al., 2015). Nalbandian et al. (2016) produziram nanofibras de Fe>Oz e
observaram o aumento da &rea de superficie especifica com a diminui¢do do diametro das
nanofibras. Além disso, a alta area superficial das nanofibras com NPsFe>Os sugere que 0s
locais de adsorcdo adicionais estdo disponiveis devido as nanoparticulas que se ligam a
superficie das nanofibras (ASMALY et al., 2015).

Nas nanofibras com 4% NPsFe2Os houve aumento no volume de poros de
aproximadamente 33% comparado com as nanofibras sem NPsFe>Oz (Tabela 1). A distribuicéo
do diametro de poros (Figura 2a), mostrou que todas as nanofibras apresentaram volume de
poros semelhantes, com didmetros médios dos poros entre 4 e 10 nm. De Acordo com a
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), diametros entre 2 e 50 nm sé&o
caracteristicos de mesoporos. Dessa forma, estes tamanhos de poros podem permitir maior

capacidade de adsorcgdo de gas CO2 em comparagdo com microporos (didmetro < 2nm).

Figura 2 - Curvas de distribui¢do do tamanho dos poros das nanofibras com diferentes
concentracdes de NPsFe2O3 (a) e isotermas de adsorcdo e dessorcdo de N2 das nanofibras com
diferentes concentracdes de NPsFe203 (b) (A - 10% PAN/DMF; o - 10% PAN/DMF + 2%
Fe20g; ¢ - 10% PAN/DMF + 4% Fe20s3; V -10% PAN/DMF + 6% Fe20gz; > - 10%
PAN/DMF + 8% Fe;0s3; o - 10% PAN/DMF + 10% Fe203)

(@) (b)
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A adsorcdo de um gas por um material poroso € descrita quantitativamente por isotermas
de adsorgéo. Essas isotermas caracterizam os materiais em relacéo aos tipos de poros presentes.
Através das isotermas de adsorcdo/dessor¢do de BET/N2, comportamentos semelhantes podem

ser observados entre os volumes de gés adsorvido por nanofibras com diferentes concentraces



70

de NPsFe O3 (Figura 2b). A Figura 2b mostra curvas de adsor¢do semelhantes as isotermas que,
segundo a classificacdo IUPAC, sdo caracteristicas de adsorventes mesoporosos
(ALOTHMAN, 2012).

Os espectros de FTIR (Figura 3) indicaram as ligagdes C-H (2935 cm™ e 1165 cm™) e
C=N (2240 cm™) caracteristicos do polimero PAN. Em alguns espectros das nanofibras com
NPsFe,O3 observou-se a ligagdo C=0 (2361 cm™) e uma reducio na magnitude do pico C=N,
que indica menos ligagdes C=N e, portanto, menores quantidades de PAN nas nanofibras. Essa
reducdo pode ter ocorrido, pois as NPs estdo homogeneizadas no polimero, ou devido a maior
porosidade das nanofibras com NPs em comparacdo aquelas contendo somente PAN (LUOH;
RAHN, 2006). A reducdo na intensidade dos picos também foi uniforme nos demais nimeros
de onda, sugerindo que as particulas de Fe2O3 foram dispersas ao longo das nanofibras. No
entanto, a adicdo de concentracdes mais altas de NPs ndo resultou em reducdes proporcionais

nas intensidades dos picos caracteristicas do polimero.

Figura 3 - Espectros de FTIR das nanofibras 10% PAN/DMF contendo (a) sem NPsFe2Os,
(b) 10% NPsFe203, (c) 8% NPsFe 03, (d) 6% NPsFe20s3, (e) 4% NPsFe20s, (f) 2% NPsFe203
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A grande reducdo inicial nas intensidades caracteristicas do polimero PAN e 0 aumento
do pico da ligacdo C=0 é o resultado do aumento subito da &rea de superficie especifica. Esse
aumento ocorreu devido a reducdo dos didmetros das nanofibras (434 nm) observada apés a
adicdo de particulas. Kim et al. (2007) observaram que a adicdo de 4% de NPsFe>Os nas
nanofibras de PAN também levaram ao aumento acentuado na intensidade do pico no niumero

de onda correspondente a ligagdo C=0. Este aumento implica que a adigdo apropriada de
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nanoparticulas de Fe»Oz nas nanofibras é provavelmente benéfica para a adsor¢do de CO-
devido a mudanga nos grupos funcionais nas nanofibras (KIM et al., 2007).

As analises termogravimétricas (TGA) mostraram padrbes de perda de peso em trés
etapas. No inicio, ocorreu pequena perda de massa (4%) devido ao solvente residual DMF. As
nanofibras com diferentes concentracGes de NPsFe»Os foram termicamente estaveis até a
temperatura atingir aproximadamente 310 °C (Tabela 2). Zhu et al. (2011) e Alarifi et al. (2015)
observaram que as nanofibras de PAN foram termicamente estaveis até a temperatura atingir
292 °C e 302 °C, respectivamente. Neste estudo, maior estabilidade térmica foi observada, uma
vez que a perda de massa causada por reagdes piroliticas das nanofibras 10% PAN ocorreu a
partir de 319 °C.

Tabela 2 - Perda de massa (Pm, %), temperatura inicial de degradagéo (To, °C), temperatura

de méxima degradacdo (Tmax, °C), temperatura final de degradacgdo (T, °C), temperatura do

pico exotérmico (Tp-exo, °C) e entalpia de processo exotérmico (AH, Jg) das nanofibras 10%
PAN/DMF com diferentes concentragcdes de NPsFe2Os.

Amostra TGA DSC

Pm To Tmax Tt Tp—exo AH

10% PAN/DMF 15 319 328 364 328 152
10% PAN/DMF + 2% Fe203 17 314 321 35 326 418
10% PAN/DMF + 4% Fe203 9 325 338 365 328 425
10% PAN/DMF + 6% Fe203 18 314 316 339 324 448
10% PAN/DMF + 8% Fe203 14 315 321 359 325 452

10% PAN/DMF + 10% Fe;O3 12 310 316 340 328 320

De acordo com Boulet et al. (2015), a cicliza¢do das nanofibras de PAN prossegue antes
de qualquer perda de massa, e a formacao de aneis aromaticos € responsavel pelo processo de
ciclizacdo. As reacdes de ciclizacdo continuam até os grupos nitrila residuais ndo reagirem com
outros grupos funcionais, e as reagdes piroliticas das nanofibras de PAN continuam com efeitos
minimos de aquecimento e encolhimento (ALARIFI et al., 2015; XIAO et al., 2011). No inicio
do segundo estagio de degradacdo térmica, ocorre perda de peso acentuada a partir de 310 °C
para todas as amostras. As analises térmicas apresentaram resultados semelhantes, com

aproximadamente a mesma perda de massa (Tabela 2), que mostra que a adicdo das NPs ndo
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alterou a estrutura das nanofibras, de modo que n&o reduziu consideravelmente a estabilidade
térmica.

No entanto, as nanofibras de menor diametro (434 nm) com 10% PAN/DMF e 4% de
NPsFe,O3 apresentaram maiores temperaturas inicial, madxima e final, e menor perda de massa
em comparagdo com as demais nanofibras. Esses efeitos ocorrem devido aos tamanhos
reduzidos de didmetro, e consequentemente as maiores areas de superficie das nanofibras (13,8
m?g1). Dessa forma, a estabilidade térmica aumentou e a temperatura de degradacéo foi maior
que a das outras nanofibras. Zhu et al. (2011) também observaram maior estabilidade térmica
em fibras nanocompositas devido a adicdo de NPs de ferro. Este aumento na estabilidade
térmica é devido a forte interacdo entre os grupos eletronegativos —CN e NPs.

Através da andlise de calorimetria diferencial (DSC) foram observados picos de
temperatura  exotérmicos. As  reacBes  exotérmicas  geralmente incluem a
desidrogenacédo/despolimerizacdo, ciclizacdo instantanea e reacGes de reticulacdo. O pico
exotérmico é o resultado do ataque nucleofilico sobre um nitrilo seguido de reacéo de ciclizacao
instantanea a estrutura conjugada prolongada, que corresponde ao processo de estabilizacdo
oxidativa exotérmica (ZHU et al., 2011). As nanofibras (com diferentes concentracdes de NPS)
apresentaram comportamentos térmicos semelhantes, iniciando reagcdes exotérmicas a ~ 315°C,
com pico a ~ 328°C. Os resultados mostram que as temperaturas de reacdes exotérmicas nao
mudaram devido a adi¢cdo de NPs, o que indica a estabilidade das nanofibras mesmo com adicao
de NPs. O aumento na quantidade de calor liberado (entalpia de calor exotérmico) nas
nanofibras com NPsFe,Oz também indicam que ndo houve desordem conformacional
intensificada devido a adi¢do de NPs (ZHU et al., 2011). Esse aumento pode ter ocorrido devido
a presenca dos o0xidos que podem intensificar as reaces de degradacédo térmica.

Na Figura 4 observa-se que todas nanofibras apresentaram capacidade de adsorcdo, e a
adicdo de NPs aumentou a adsorc¢do. No entanto, a maior capacidade de adsorcéo de 164,2+3,3
mg g* foi obtida com nanofibras com 4% NPsFe,Os. Este aumento ocorreu devido as altas
areas de superficie dessas nanoestruturas (13,8%) em comparacao com aquelas produzidas sob
outras condigdes, que podem fornecer mais locais para adsor¢do. Baseado nestes resultados, as
nanofibras com 4% NPsFe,O3 foram selecionadas como mais adequadas para producdo de
nanoestruturas adsorventes de CO- e para estudos futuros como adsorventes fisicos de CO2 no

cultivo de microalgas para maior biofixagéo do gés.
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Figura 4 - Capacidade de adsorcao das nanofibras 10% PAN/DMF (g, mg g*) com diferentes

concentracdes de NPsFe.O3
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A adsor¢do foi rapida até cerca de 90 min, depois a taxa de adsorcdo estabilizou
gradualmente até atingir o equilibrio. O modelo cinético de adsorc¢éo sélido-liquido de pseudo-
primeira ordem (PPO) apresentou melhor ajuste aos dados experimentais (Figura 5), conforme

evidenciado pelo coeficiente de determinacio (R?=0,9925) (Tabela 3).

Figura 5 - Cinética da capacidade de adsorcédo (q) de CO2 em nanofibras com 4% de
NPsFe;03 (T= 20°C, Co= 350 mg/L, m= 50 mg)
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A proximidade das capacidades de adsor¢io experimental (310,1+1,2 mg g?) e

calculada (336,4+2,1 mg g*) também mostrou que o modelo PPO foi mais adequado para
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representar os dados cinéticos (Tabela 3). Este modelo mostra que a difusdo € a etapa limitante
de taxa do processo de adsor¢cdo. O modelo pseudo-segunda ordem (PSO) define a
quimiossor¢do como o passo limitante da taxa. Como o primeiro modelo forneceu melhor
coeficiente de determinacdo do que o segundo, a taxa do processo pode ser limitada pela difuséo

ou fisiossorcéo entre o adsorvente e o adsorbato (CAl et al, 2017).

Tabela 3 - Parametros dos modelos cinéticos e isotérmicos de adsor¢do de CO, em nanofibras
contendo 4% NPsFe>Os.

Modelo Pseudo-primeira-ordem Modelo Pseudo-segunda-ordem

Qe.exp K1 Qe.cal R? K2X103 Qe.cal R?

310,1+1,2 0,0131+0,00 336,4+2,1 0,9925 0,0253+0,0004 452,7+3,4 0,9916

Modelo Langmuir Modelo Freundlich
qe_exp qm kL R2 kf N R2
460,3+0,9 1149,3+22,8 0,0103+0,0002 0,9940 20,83+0,3 0,744+0,004 0,9875

*exp.: experimental; cal.: calculada. g. € a capacidade de adsorgdo no equilibrio (mg g1); ki é a constante da taxa
de adsorgéo de pseudo-primeira ordem (min); k, é constante de velocidade de adsor¢do de pseudo-segunda ordem
(g mg* min); qm é a capacidade de adsor¢do maxima (mg g1); K. é a constante de Langmuir relacionada a energia
de adsorcio (L mg™); kf é a constante de Freundlich (mg gt)(mg L)*"F; n é o fator de heterogeneidade
relacionado a intensidade de adsorgdo; R? é o coeficiente de determinag&o.

Isotermas de adsor¢do (Figura 6) foram determinadas para avaliar a interacdo entre o
CO- e as nanofibras, e estimar a capacidade de adsor¢cdo maxima das nanofibras. Os dados
experimentais foram ajustados aos modelos de isotermas de Langmuir e Freundlich, pois estes
modelos sdo os mais comumente utilizados para descrever interac6es entre fase sélido-fluido
entre adsorvente e o adsorvato (CAl et al., 2017).

Com base no maior valor do coeficiente de determinagdo (R?=0,9940 - Tabela 3), o
modelo de Langmuir forneceu o melhor ajuste dos dados experimentais e, portanto, € 0 mais
adequado para representar 0s dados de equilibrio. Segundo o modelo de Langmuir (Langmuir,
1916), a adsorcdo de moléculas de adsorvato em um local ndo influencia a adsor¢do de outras
moléculas em locais vizinhos, sendo assim um processo de adsorcdo favoravel e reversivel
(CHAUQUE et al., 2017). De acordo com a estimativa desse modelo, a capacidade maxima de
adsorcéo das nanofibras é de 1149,3 mg g .

Os experimentos consecutivos de adsor¢do e dessor¢cdo mostraram que todo o CO»

adsorvido foi removido e que as nanofibras podem ser reutilizada 3 vezes, sem perda da
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capacidade de adsor¢do. No quarto ciclo de adsorcéo-dessorgédo, houve reducgéo de 81,8% na
capacidade de adsorcdo de CO». Os experimentos de dessorc¢ao foram realizados em diferentes
pHs, mas em pH 5 ocorreu maior dessor¢do de CO. Este pH foi testado com o objetivo de
quantificar a capacidade maxima de dessorcdo de nanofibras poliméricas. No entanto, o CO>
também é dessorvido em pHs mais alcalinos e, quando o gas é injetado no meio de cultivo,
reage com a agua para formar acido carbonico (H2COs), causando acidificagdo do meio e

permitindo maior dessor¢édo de COx.

Figura 6 - Isotermas de adsorcdo de CO2 em nanofibras com 4% de NPsFe>Os (T= 20°C,
Co= 0-570 mg/L, m=50 mg, ge: capacidade de adsorcéo no equilibrio, Ce: concentracéo de
CO2 no equilibrio)
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Com base nos resultados de elevada capacidade de adsor¢do, as nanofibras com 4%
NPsFe.O3 (Figura A2) foram utilizadas como adsorventes de CO2 no cultivo da microalga
Chlorella fusca LEB 111. A concentracdo de biomassa foi quantificada por peso seco devido a
biomassa adsorvida nas nanofibras poliméricas durante o cultivo (Figura A3), ndo sendo
possivel quantificar o crescimento celular por densidade éptica. O CO; fornecido foi suficiente
para o crescimento das microalgas, uma vez que ndo houve reducdo no crescimento e/ou morte
celular durante o cultivo. A concentragio (794 + 0,06 mg L), produtividade (115,0 + 0,01 mg
L1d?) e taxa de biofixacdo de CO, (216,2 + 0,01 mg L d!) foram estatisticamente maiores (p
< 0,05) no cultivo da microalga Chlorella fusca LEB 111 com as nanofibras, em comparacao

aos cultivos sem adigéo das nanoestruturas (Tabela 4).



76

Tabela 4 - Concentracdo de biomassa maxima (Xmax), produtividade maxima (Px), taxa de
biofixacdo de CO; (R) e concentracdo de carbono inorganico dissolvido acumulado (ClIDx)
no cultivo de Chlorella fusca LEB 111 com e sem nanofibras.

Paréametro Com nanofibras Sem nanofibras
Xmax (mg L) 794,0 + 55,22 579,0 + 43,8°
Px (mg Lt d?) 1150 + 7,12 73,1 +£9,9°
R (mgL1d?) 216,2 + 13,3 137,3 +18,7°
ClDac (Mg LY 14,5 + 3,12 21,7423

As letras sobescritas iguais na mesma linha indicam que as médias ndo diferem
significativamente, com nivel de confianca de 95% (p > 0,05).

Os resultados de produtividade ao final dos cultivos com as nanofibras foram maiores
do que os observados por Vaz, Costa e Morais (2016) no cultivo de Chlorella fusca LEB 111
com COy sintético (80 mg L d!) e gas de combustdo de carvdo mineral (60 mg L d?). Rosa,
Morais e Costa (2018) utilizaram o absorvente quimico monoetanolamina (MEA, 50 mg L)
no cultivo de Chlorella fusca LEB 111 e obtiveram concentracdo celular madxima de 620 + 0,03
mg L, em 4 dias de cultivo, e taxa de biofixagdo maxima de CO, de 227,3 + 10,8 mg L d*?,
em 15 dias de cultivo. Neste contexto, pode-se considerar o cultivo de Chlorella fusca LEB 111
em condicdes reais para mitigar o CO, atmosférico, utilizando as nanofibras como adsorvedores
fisicos de CO2 para aumentar a biofixacdo do gas e reduzir os custos com a fonte de carbono.

A Figura 7 mostra que os perfis de pH nos cultivos com nanofibras foram semelhantes
aos obtidos nos experimentos sem nanofibras, com valores médios de 8,6 e 9,0,
respectivamente. A faixa ideal de pH para o crescimento da microalga Chlorella é entre 6,5 e
7,5, mas como a cepa Chlorella fusca LEB 111 foi isolada de lagoas alcalinas de estabilizacdo
de cinzas de usina termelétrica, os valores de pH mais basicos foram benéficos para a microalga
(DUARTE et al. 2017; RADMANN et al. 2011). No cultivo de microalgas, o CO- reage com a
agua para formar acido carbonico (H2COs3). O acido carbonico é dissociado em ions bicarbonato
(HCO3") e H*, e o bicarbonato pode ser dissociado em CO2 ou ions carbonato (COs?),
dependendo do pH do meio de cultivo. Todas essas rea¢es sdo rapidas e, a medida que as
microalgas removem CO> da solucéo, ions OH" sdo formados e isso aumenta o pH do meio de
cultivo (BASU et al., 2013; BINAGHI et al., 2003). No cultivo abiotico, o perfil do pH
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permaneceu estavel em torno de 7,0, uma vez que ndo houve alteracfes devido ao metabolismo
microalgal (GROBBELAAR, 2013). N&o houve diferenca significativa (p > 0,05) nas
concentracdes de ClIDg (Tabela 4) nos cultivos com e sem nanofibras. O CID mostrou a
quantidade de CO, (14,5 mg L™ 1) que estava disponivel no meio nos cultivos com nanofibras.
Comparando com os experimentos sem nanofibras que apresentaram 21,7 mg L~ ! de CID no
meio de cultivo, observa-se que deveria ter concentragdo de CO, maior que 7,2 mg L ?
adsorvida nas nanofibras. Além disso, considerando que houve maior crescimento e taxa de
biofixacdo do gas no cultivo com nanofibras, deveria ter maior concentracao de CO, adsorvido
nas nanoestruturas. Os maiores valores de CID,c observados nos experimentos sem nanofibras
podem ser devido & ndo-adsorcéo do CO> devido a auséncia de nanoestruturas. Por outro lado,
a concentragdo do CO> dissolvido é reduzida no meio de cultivo com nanofibras porque o gas
adsorve nesses materiais. Dessa forma, o CO2 também estava disponivel para a microalga nas
nanofibras, justificando o maior crescimento.

Os resultados desse estudo mostram que a adi¢do das nanofibras nos cultivos limitaram
as perdas do gas injetado, aumentando a quantidade e/ou tempo de contato do CO, com as
microalgas. Dessa forma, o CO> foi fornecido pela injecdo do gas a cada hora, mas também
deve ter sido disponibilizado pela dessorcdo do gas das nanofibras, toda vez que o meio ficava
mais acido. Assim, os resultados indicam que a utilizacdo das nanofibras como adsorventes
fisicos de CO2, podem aumentar a produtividade e consequentemente aumentar a taxa de

biofixacdo do gas pelas microalgas.

Figura 7 - Perfil do pH em fun¢do do tempo de cultivo de Chlorella fusca LEB 111 (©) com
nanofibras, (@) sem nanofibras e (m) abiodtico
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4 CONCLUSAO

Nanofibras poliméricas com 10% de poliacrilonitrila e adicdo de nanoparticulas de
Fe>O3 foram produzidas pela técnica electrospinning com 25 kV de potencial elétrico, 500 pL/h
de vazdo, distancia do capilar ao coletor de 140 mm e didametro do capilar de 0,70 mm. Com
adicdo de 4% de nanoparticulas obteve-se reducdo méxima de 37% no didmetro das nanofibras,
de 689 nm para 434 nm. Essas nanoestruturas, consequentemente, apresentaram maior area de
superficie especifica (13,8 m? g!) e maior capacidade de adsor¢do de CO; de 164,2 mg g%, em
comparagdo as nanofibras sem nanoparticulas. A maior biofixacdo do CO (216,2 mg L d?)
foi obtida no cultivo de Chlorella fusca LEB 111 com adicdo de nanofibras com 4% de
nanoparticulas. Neste contexto, estas estruturas nanocompédsitas podem melhorar a
funcionalizacao de grupos estruturais e a transferéncia de CO2 ao longo da matriz de nanofibras,
melhorando a capacidade de adsor¢do. Assim, a utilizacdo de nanofibras com nanoparticulas
como adsorventes fisicos de CO2 no cultivo de microalgas ¢ a alternativa ideal para aumentar a
biofixacdo do gas em cultivo microalgal, visto que aumenta a quantidade de CO> e o tempo de

contato entre 0 gas e 0 micro-organismo.
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MACROMOLECULAS
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RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar a biofixacdo e producdo de biocompostos por Chlorella
fusca LEB 111 cultivada com diferentes concentragdes de nanofibras adsorvedoras de dioxido
de carbono (COz). Na primeira etapa os ensaios foram mantidos por 5 dias visando selecionar
a melhor condicdo de cultivo com nanofibras adsorvedoras na forma livre ou retidas. Os
cultivos por 5 dias contendo 15% de CO- (v v1) foram realizados com 0,5 g L™ de nanofibras
desenvolvidas com 10% (m v'!) de poliacrilonitrila (PAN)/dimetilformamida (DMF); 0,1, 0,3
e 0,5 g L't de nanofibras 10% (m v) PAN/DMF contendo 4% (m v!) de nanoparticulas de
oxido de ferro (NPsFe203); 0,5 g L™ de nanofibras 10% (m v) PAN/DMF com 4% (m v?)
NPsFe.Oz retidas com tela de ago inoxidavel. Na segunda etapa os cultivos tiveram duragéo de
15 dias possibilitando avaliar as fases de crescimento da microalga, bem como a fixacdo do
COz e producéo de macromoléculas. Os cultivos por 15 dias contendo 15% (v v) de CO, foram
realizados com 0,1, 0,3 e 0,5 g L™ de nanofibras 10% (m v't) PAN/ DMF com 4% (m v!) de
NPsFe>Oz e sem nanofibras. Os cultivos por 5 dias de Chlorella fusca LEB 111 com nanofibras
10% (m v!) PAN/DMF contendo 4% (m v?') de NPsFe;Os livres no meio de cultivo
promoveram melhores resultados de concentracdo de biomassa, produtividade e de biofixacéo
de CO- pela microalga. A adicdo das nanofibras aos cultivos com duragédo de 15 dias promoveu
cerca de 3 vezes mais actimulo de carbono no meio (46,6 mg L), taxa de biofixac&o 49% maior
(91,7 mg Lt d 1) e aumento da produc&o de carboidratos (26,8% m m™), comparados ao ensaio
sem adicdo de nanofibras. Portanto, as nanofibras possuem potencial promissor como
adsorventes fisicos de COz no cultivo de Chlorella fusca LEB 111 para aumentar a fixacéo do

gas e promover a sintese de macromoléculas.

Palavras-chave: Chlorella fusca LEB 111. Dioxido de carbono. Biofixagdo. Adsorvente.
Nanofibras.
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1 INTRODUCAO

O dioxido de carbono (CO>) € o principal gas responsavel pelo fendmeno de efeito estufa
que pode causar o0 aquecimento global e prejudicar a sustentabilidade ambiental (KASSIM;
MENG, 2017). De acordo com Belbute e Pereira (2015), as emissdes de CO2 aumentardo de
36.131 Mt para 51.883 Mt em 2100, cerca de 52,9% acima dos niveis que foram observados
em 2010. Os aumentos das emissdes atmosfericas de CO: estéo correlacionados principalmente
com a queima de combustiveis fosseis em atividades industriais e seu impacto pode levar a
graves alteracdes climaticas (OLIVIER et al., 2015). Essas alteracdes podem resultar em
mudangas na quantidade e distribuicdo da precipitacdo, reducdo na producdo de alimentos,
aumento do nivel dos oceanos e extin¢do de espécies (PIRES et al., 2012).

Diversas tecnologias e processos para 0 armazenamento e utilizacdo de COz séo
investigadas e aplicadas para capturar o gas pos-combustao, que incluem métodos de separacéao
fisica e quimica, tais como absorcdo; adsor¢do quimica; processos criogénicos e métodos
biolégicos (KOYTSOUMPA; BERGINS; KAKARAS, 2018). O processo mais utilizado para
captura de CO2 de usinas de combustiveis fosseis é a absor¢do quimica do CO2 com solventes
como monoetanolamina (MEA) e metildietanolamina (MDEA). No entanto, a energia
necessaria para regeneragio destes solventes é excessiva, variando de 2,4 a 4,2 GJ t* de CO;
(MUMFORD et al., 2015; ZHENG; MARTIN; KENTISH, 2016). A tecnologia de adsor¢éao
para captura de CO; recebe cada vez mais atengdo devido ao menor consumo de energia
(KOYTSOUMPA,; BERGINS; KAKARAS, 2018). Para que esta tecnologia seja eficiente e de
custo eficaz, o adsorvente deve apresentar elevadas propriedades texturais; alta seletividade ao
adsorvato; rapida adsorcdo e dessorcdo cinética; estabilidade quimica, térmica e mecanica; e
reciclabilidade (WILCOX et al., 2014). Nanofibras poliméricas com nanoparticulas de 6xido
de ferro (NPsFe2Oz) produzidas pela técnica de electrospinning sdo potenciais materiais
adsorventes para armazenamento de CO2, devido a alta difusdo e interacdo com o gas em fungéo
da mudancga dos grupos funcionais nas nanofibras pela adicdo das NPsFe;Os. Além disso,
apresentam elevada capacidade de adsorcdo e dessor¢do do gas, como resultado da alta
porosidade e &rea de superficie especifica em relagdo ao volume (VAZ; COSTA; MORAIS,
2019).

A utilizacdo de microalgas é uma tecnologia promissora para captura e armazenamento
biologico de CO.. Esses micro-organismos apresentam elevadas taxas de crescimento
fotossintético e capacidade de utilizar CO2 atmosférico como fonte de carbono para producéo

de biomassa (ZENG et al., 2012). Aproximadamente 100 t de biomassa de microalgas fixa 183
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t de CO2 (HUANG; TAN, 2014). Além disso, a biomassa de microalgas contém substancias
quimicas de alto valor biolégico como lipidios, carboidratos e proteinas que podem ser fontes
promissoras para novos produtos e/ou aplicacdes comerciais como alimentos, cosméticos,
medicamentos, fertilizantes e biocombustivel (ZHU et al., 2014). A microalga verde Chlorella
é um dos géneros mais estudados e cultivados no mundo (LIU; HU, 2013), sendo considerada
ideal para biofixacdo de CO: devido ao melhor desempenho em termos de eficiéncia da
utilizacdo do gas em relacdo a outras microalgas (ZHAQO; SU, 2014).

No entanto, o tempo de permanéncia do CO2 (g) no cultivo de microalgas deve ser
suficiente para que ele seja retido e ocorra o equilibrio quimico COz(g) <> CO2@q) <> H2CO3 &
HCOs < COs%, que converte o0 CO2 em biomassa (ROSA et al., 2016). Neste contexto, a
adicdo de nanofibras poliméricas como adsorventes de COz no cultivo de microalgas €
alternativa para aumentar a permanéncia do CO2 no meio e consequentemente o tempo de
contato do micro-organismo e o gas. Desta forma, a biofixacdo de CO2 pode ser aumentada,
proporcionando aporte nutricional rico para a microalga elevar sua produtividade e/ou
incrementar a producdo de metabdlitos de interesse. Em trabalho pioneiro, Vaz, Costa e Morais
(2019) desenvolveram nanofibras poliméricas como adsorventes de CO> e observaram que 0s
nanomateriais apresentaram potencial para aumentar a biofixacéo do gas em cultivo microalgal.
Neste estudo os nanomateriais adsorvedores de CO, foram selecionados a partir de
caracteristicas fisicas para aplicacéo no cultivo de microalgas e a concentragdo de 0,5 g L™ de
nanofibras foram utilizadas no processo. Desta forma, a adi¢ao de diferentes concentragdes das
nanoestruturas adsorvedoras no meio contendo a microalga, bem como o estudo do uso da
nanofibra livre ou retida no cultivo sdo métodos com potencial para aumentar a biofixacdo do
gas. Assim, a maior produtividade de biomassa e sintese de biocompostos de interesse podem
ser obtidos. Com base nisso, 0 objetivo desse estudo foi avaliar a biofixacdo e producdo de
biocompostos por Chlorella fusca LEB 111 cultivada com diferentes concentragdes de

nanofibras adsorvedoras do gas, dispostas na forma livre ou retidas.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 MICRO-ORGANISMO E MEIO DE CULTIVO
O micro-organismo utilizado neste estudo foi a microalga Chlorella fusca LEB 111, que

foi obtida da colecdo de culturas do Laboratorio de Engenharia Bioquimica (LEB) da

Universidade Federal do Rio Grande (FURG). A microalga foi isolada da lagoa de estabilizac&o
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de residuos da Usina Termelétrica Presidente Médici (latitude 24°36'13"S e longitude
52°32'43"W) (Candiota, RS, Brasil) (DUARTE et al., 2017). O meio de cultivo utilizado para
manutenc&o do indculo e cultivos sem CO> foi 0 BG 11 (RIPKA et al., 1979). O meio de cultivo
utilizado para manutengéo do inoculo e cultivos com CO: foi 0 BG 11 (RIPKA et al., 1979)
sem a fonte de carbono do meio (sem NazCOs). O Na2COjs foi substituido por 15% (v v1) de
gas CO2 (White Martins, Brasil). O in6culo de C. fusca LEB 111 utilizado nos ensaios contendo
CO; foi adaptado ao gas através da injecéo de 2% (v v1) do gas por 1 min h! na fase clara por
7 dias.

2.2 ADSORVENTE FISICO

Os adsorventes fisicos utilizados foram nanofibras poliméricas produzidas pela técnica
electrospinning contendo 10% (m v1) de poliacrilonitrila (PAN, Mw 150,000 g mol* - Sigma-
Aldrich®, USA) dissolvidas em dimetilformamida (DMF) e nanofibras poliméricas 10% (m
v1) PAN/ DMF contendo 4% (m v!) de nanoparticulas de 6xido de ferro (NPsFe.0s) (VAZ;
COSTA; MORAIS, 2019). Na primeira etapa foram realizados cultivos com 15% (v v?!) de
CO; durante 5 dias contendo: 0,5 g L™ de nanofibras 10% (m v!) PAN/ DMF dispostas livres
no meio de cultivo; 0,1, 0,3 e 0,5 g L de nanofibras 10% (m v'*) PAN/ DMF com 4% (m v't)
de NPsFe;Os livres no meio de cultivo; 0,5 g L de nanofibras 10% PAN/ DMF com 4% (m
v'1) de NPsFe,Os retidas com tela de aco inoxidavel (200 mesh) nos fotobiorreatores (Figura 1)
e ensaios sem nanofibras com e sem CO2. Afim de acompanhar as fases de crescimento da
Chlorella fusca LEB 111 com as nanofibras adsorvedoras de CO2, na segunda etapa os cultivos
tiveram duragéo de 15 dias. As defini¢bes das condicbes experimentais da segunda etapa foram
baseadas nos testes realizados na etapa 1. Os estudos na segunda etapa foram realizados com
15% (v v'!) de CO, e 0,1, 0,3 e 0,5 g L™t de nanofibras 10% (m v!) de PAN/ DMF com 4% (m
v'1) de NPsFe0s livres no meio de cultivo e cultivos microalgais sem nanofibras. Cultivos
abioticos dos ensaios por 5 e 15 dias foram realizados nas mesmas condi¢des dos ensaios

contendo as nanofibras adsorventes.
2.3 CONDICOES DE CULTIVO
Os cultivos em batelada foram realizados em fotobiorreatores erlemenyers de 0,5 L com

volume util de 0,45 L. A temperatura foi mantida a 25 °C em camara termostatizada (Figura 2)
com fotoperiodo de 12h claro/12h escuro (VAZ; COSTA; MORAIS, 2019), e a luminosidade
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de 41,6 umolssions M st mantida por Iampadas fluorescentes de 40 W. A agitacio foi realizada
através de ar comprimido utilizando aspersores de pedra porosa com vazdo de 0,3 vvm
(MLmistura MLmeio ™™ Min™). O CO; foi injetado por 1 min h™ durante as 12h da fase clara de
crescimento, e o fluxo de entrada de gas foi controlado com medidores de vazédo (Cole-Parmer,
USA). O volume util dos fotobiorreatores foi mantido constante, suprindo as perdas por
evaporacao atraves da adicdo de agua estéril antes do acompanhamento diario do crescimento.
Todos os experimentos foram realizados em duplicata e com concentracdo de biomassa inicial
de0,2gL™

Figura 1 - Desenho esquematico dos fotobiorreatores fechados tipo erlenmeyer com
nanofibras dispostas na forma livres (a) e retidas (b)

(a) (b)

Nanofibras livres

\o Nanofibras retidas
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2.4 DETERMINACOES ANALITICAS

2.4.1 Concentracao de biomassa

O crescimento celular foi acompanhado diariamente, através da leitura de densidade
Optica a 670 nm em espectrofotdmetro (UVmini 1240, Shimadzu, Japdo), com curva padrao
que relaciona absorbancia com biomassa seca. A concentracdo de biomassa final dos cultivos
foi determinada por peso seco, onde foi considerada a massa de nanofibras adicionada aos

cultivos (0,1, 0,3 e 0,5 g L) para contabilizar o peso total somente de biomassa microalgal.

2.4.2 pH, alcalinidade e carbono inorganico dissolvido (CID)

O pH foi acompanhado por medida direta utilizando pHmetro digital (Mettler Toledo
FiveGo™, Suica). A alcalinidade foi determinada por titulagio potenciométrica (APHA, 1998).
A concentracdo de CID foi calculada através da determinacdo da alcalinidade e do pH e
seguindo as equacOes de equilibrio utilizadas por Brune e Novak (1981) e Rubio et al. (1999),
como demonstrado por Rosa et al. (2015). A concentracdo de CID acumulado (CIDgc) foi
calculada de acordo com a equacgdo CID4 = CIDy - CIDyo, onde CIDys é a concentragdo de CID
no final dos cultivos, e CIDy é a concentragdo de CID no inicio.

2.5 AVALIACAO DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO

Os valores da concentragdo de biomassa foram utilizados para determinar a
concentracdo de biomassa maxima (Xmax, mg L), produtividade de biomassa maxima (Pmax,
mg Lt d1), velocidade especifica maxima de crescimento (Umax, d%) e tempo de geragdo (tg, d).
A produtividade de biomassa volumeétrica foi calculada de acordo com a equacdo Px = (X-
Xo)/(t-to), onde X: é a concentracéo de biomassa (mg L) no tempo t (d), e Xo é a concentragio
de biomassa (mg L) no tempo to (d). A velocidade especifica de crescimento foi calculada pela
regressdo linear da fase logaritmica de crescimento obtida através do grafico In X em funcéo
do tempo (d). O tempo de geragédo foi determinado pela equacdo tg = In (2)/pmax na fase

exponencial de crescimento.
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2.6 TAXA DE BIOFIXACAO DE CO;

A taxa de biofixacdo de CO2 (R, mg L* d%) foi calculada de acordo com a equagédo R =
Px Xcom Mco2/Mc (TOLEDO-CERVANTES et al., 2013), utilizando os valores de Px (mg L),
as massas molares do CO2 (Mcoz, g mol™) e do carbono (Mc, g mol™) e considerando a fragéo
de carbono na biomassa microalgal 50% (m m™) (CHANG; TSAI; LI, 2015).

2.7 COLHEITA DA BIOMASSA

No final dos cultivos, a biomassa microalgal produzida foi separada do meio de cultivo
por centrifugacdo (Hitachi Himac CR-GIII, Tokyo, Japan) a 9000g, 20°C por 20 min. A
biomassa centrifugada foi ressuspendida duas vezes em 4agua destilada e centrifugada
novamente, sob as mesmas condicdes, para eficiente remocéo de sais do meio de cultivo (ROSA
et al., 2015). A biomassa colhida foi congelada a -80°C, liofilizada por 48 h e armazenada

a -20°C para posterior caracterizacao.

2.8 COMPOSICAO CENTESIMAL

A concentracdo de proteinas na biomassa da C. fusca LEB 111 foi determinada por
método colorimétrico (LOWRY et al., 1951) com tratamento térmico e alcalino para
solubilizacdo das proteinas insollveis da biomassa microalgal. A concentracdo de carboidratos
na biomassa microalgal foi obtida pelo método fenol-sulfarico utilizando curva padrdo de
glicose (DUBOIS et al., 1956). A concentragdo de lipidios foi determinada por método
colorimétrico (MARSH; WEINSTEIN, 1966). A umidade da biomassa foi obtida por analise
termogravimétrica (TGA) (Shimadzu DTG-60, Japan), onde as amostras foram aquecidas de
30°C até 600 °C, com taxa de aquecimento de 10 ° C mint e fluxo de nitrogénio de 40 mL min-

1. Os resultados das macromoléculas sdo apresentados em base seca.

2.9 ANALISE ESTATISTICA

As médias dos resultados foram avaliados por anéalise de variancia (ANOVA) e teste

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

3.1 ESTUDO DA ADICAO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE NANOFIBRAS
ADSORVEDORAS DE CO; LIVRES OU RETIDAS NO MEIO DURANTE 5 DIAS

Os maximos resultados de crescimento, produtividade e taxa de biofixagdo de CO> pela
microalga Chlorella fusca LEB 111 foram obtidos nos ensaios com 0,3 e 0,5 g L™* de nanofibras
com NPsFe203, sendo maiores (p<0,05) que os resultados de produtividade de biomassa
maxima (Pmax) e biofixagdo maxima de CO2 (Rmax) do ensaio sem nanofibras. No entanto, ndo
houve diferenga estatistica (p>0,05) em rela¢do a Pmax € Rmax entre os ensaios com 0,1, 0,3 e
0,5 g L de nanofibras com NPsFe,O3 como adsorventes fisicos de CO2. Os parametros
cinéticos dos cultivos sem nanofibras, com e sem CO2, em que ndo houve adic¢do de nanofibras
adsorvedoras ndo diferiram significativamente (p>0,05) entre si (Tabela 1). Assim, ha
vantagem na possibilidade de substituicdo da fonte de carbono carbonato de s6dio (Na2CO3z) do
meio BG 11 por CO», que pode ser obtido de efluentes industriais (DUARTE et al., 2017; VAZ;
COSTA; MORAIS, 2016a). A capacidade de microalgas para tolerar a concentracdo de CO; é
especifico de cada espécie (MIYACHI; IWASAKI; SHIRAIWA, 2003). As microalgas do
género Chlorella possuem potencial para mitigacao de CO>, devido ao melhor desempenho em
termos de crescimento e adaptacao a condicGes de cultivo (YEH; CHANG, 2012).

As concentracBes de CO2 em cultivos microalgais variam entre 15 a 20 % (v/v)
dependendo da fonte de gas de combustdo (SALIH, 2011), sendo que segundo Chiu et al.
(2008), concentrages de CO, acima de 10% podem causar estresse celular e inibicdo do
crescimento microalgal. No entanto, no presente estudo a microalga Chlorella fusca LEB 111
tolerou 15% (v/v) de CO». Além disso, gases de combustdo podem conter sulfato de hidrogénio,
nitrogénio e outros hidrocarbonetos que poderiam inibir o crescimento das microalgas. No
entanto, a cepa C. fusca LEB 111 foi isolada de lagoas de estabilizacdo de efluentes gasosos de
termelétrica e foi cultivada com o gas de combustéo do carvéo mineral, apresentando resisténcia
a esses gases (DUARTE et al.,, 2017; VAZ; COSTA; MORAIS, 2016a). Dessa forma, a
substituicdo do carbono do meio convencional de cultivo de C. fusca LEB 111 por CO., pode
reduzir o custo de produgdo microalgal, sendo que a fonte de carbono é o principal componente
da biomassa de microalgas e representa cerca de 50% do seu peso seco (SLOCOMBE;
BENEMANN, 2016). Além disso, pode também contribuir com a reducdo do aquecimento
global e alteragdes climéticas, que sdo intensificadas devido a emissdes desse gas de efeito
estufa (CHEAH et al., 2016).
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Tabela 1 - Resultados médios da concentracdo de biomassa maxima (Xmax, mg L),
produtividade (Px, mg L™ d1), taxa de biofixacio de CO2 (R, mg L*d™!) e acimulo de
carbono inorganico dissolvido (CIDac, mg L) no cultivo de Chlorella fusca LEB 111 com
15% (v v') de CO; sob diferentes tratamentos com nanofibras.

Tratamentos Xmax Px R ClDg *ClDgc

0,5 g L™* Nanofibras 10% 570,5+41,7°  67,9+2,0° 127,7+3,8° 36,6+2,3% 2,8+0,2°
PAN

0,1 g L** Nanofibras 10% 555,5+53,0° 71,1+6,1°  133,7+11,4" 15,4+1,1° 0,5+0,04°
PAN e 4% NPsFe;0s

0,3 g L't Nanofibras 10% 671+60.8%  93.3+8 4% 175,4+15,8% 16,6%0,7°¢ 0,6+0,05¢
PAN e 4% NPsFe,03

**0,5 g L™ Nanofibras 10% 794+55,22 115+7,12 216,2+13,3? 14,5+3,1%  0,4+0,03°
PAN e 4% NPsFe;Os

05gL"Nanofibras 10% 545911440 592420°  111,3#54°  7,4305% 1301
PAN e 4% NPsFe,O; retidas

Sem nanofibras 559,0+29,7°  69,0+7,2¢ 129,8+13,6° 24,9+2,6 —

Sem nanofibras e sem CO, 521,5+2,1°  62,6%0,6° — — —

* Valores referentes aos ensaios abioticos. Letras idénticas sobrescritas na mesma coluna indicam que as médias
ndo diferem significativamente, com um nivel de confianca de 95% (p> 0,05).

** Resultados obtidos em estudos preliminares com 0,5 g L™ de nanofibras no cultivo de Chlorella fusca LEB
111 (VAZ; COSTA; MORAIS, 2019).

O cultivo com 0,5 g L de nanofibras dispostas livres no cultivo (VAZ; COSTA;
MORALIS, 2019) apresentou maiores resultados dos parametros cinéticos e de biofixacdo de
CO2 (p<0,05) em relacdo ao cultivo com a mesma concentracdo de nanofibras retidas (Tabela
1). Isto pode ter ocorrido porque a retencdo do adsorvente com a tela de aco inoxidavel
dificultou o contato entre a microalga e o gas adsorvido nas nanofibras, de modo que reduziu a
assimilacdo de CO- pelo micro-organismo para que ocorresse maior crescimento e biofixagéo.

Essa hipdtese também foi confirmada pelo CID que foi menor no cultivo com retencéo,
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indicando que haveria mais CO adsorvido nas nanofibras do que no meio liquido. Os resultados
cinéticos do cultivo com 0,5 g L™ de nanofibras contendo nanoparticulas foram estatisticamente
maiores (p<0,05) em comparagdo ao cultivo com a mesma concentracdo de nanofibras e sem
NPsFe.Oz (Tabela 1). Isto pode ter ocorrido em fungdo da menor porosidade do adsorvente
devido a auséncia de nanoparticulas. De acordo com Vaz, Costa e Morais (2019) a producgéo de
nanofibras com NPsFe,O3z aumenta a area de superficie especifica e a capacidade de adsor¢éo
de CO. das nanoestruturas, resultando em maior disponibilidade do g&s no cultivo de
microalgas e consequente maior crescimento e biofixacao.

Os resultados de CID do cultivo com 0,3 g L™ de adsorvente foram menores em relagéo
ao CID do cultivo sem nanofibras com CO2, porque como o CO; adsorve nas nanofibras ha
menor concentracdo do gas disponivel no meio de cultivo. Além disso, a CID do cultivo com
0,1 g L de nanofibras ndo diferiu estatisticamente (p>0,05) do ensaio com 0,3 g L. Os cultivos
com nanofibras sem NPsFe>O3 também apresentaram maior CID, porque essas nanofibras tem
menor porosidade e, dessa forma adsorvem menos o CO.. No entanto, o ideal € que 0 gas
permaneca também adsorvido nas nanofibras para que gradualmente seja liberado (dessorvido)
para 0 meio de cultivo conforme a alteracao do pH. Isso porque o CO; injetado no cultivo e que
amicroalga ndo consegue consumir imediatamente se perde através do liquido para a atmosfera.
Entre os ensaios abidticos com nanofibras contendo NPsFe>Os na forma livre ndo houve
diferenga significativa (p>0,05) em relacdo a CID. Esses resultados foram estatisticamente
menores em relacdo aos demais ensaios abidticos, indicando que houve maior capacidade de
adsorgdo do CO2 nos ensaios com 0,1, 0,3 e 0,5 g L™ de nanofibras contendo NPsFe,Os livres
no cultivo. Os cultivos com nanofibras sem nanoparticulas apresentaram maior concentracdo
de CID, confirmando que houve menor adsorcdo do gas nessas nanoestruturas que possuem
porosidade reduzida.

O aumento da biofixacdo de CO. esta relacionado a maior concentracdo de biomassa
microalgal, que ocorre durante o crescimento logaritmico (TEBBANI et al., 2014), e também
porgue nesta fase sdo acumulados produtos de alto valor (LING et al., 2015). Assim, alguns
tratamentos foram selecionados para estudos com duracdo de 15 dias de cultivo, visando avaliar
a fase exponencial de crescimento da microalga C. fusca LEB 111 cultivada com o0s
adsorventes, bem como avaliar a biofixacdo do CO; e producdo de macromoléculas.

Como foram obtidos os melhores resultados de crescimento, produtividade e biofixacao
de CO2 nos ensaios com 0,1, 0,3 e 0,5 g L™ de nanofibras com NPsFe,O3 dispostas livres no
meio de cultivo, estes foram selecionados para a proxima etapa. Também foram realizados

cultivos com CO; e sem as nanofibras. Os ensaios com nanofibras sem NPsFe,Os e com
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nanofibras retidas ndo foram selecionados para a préxima etapa porque os resultados cinéticos
e de biofixacdo de CO> foram menores (p<0,05) em relacdo aos cultivos com a mesma
concentragdo de nanofibras (0,5 g L) contendo NPsFe;Os e, além disso, ha dificuldade na

retencao das nanoestruturas.

3.2 EFEITO DA CONCENTRACAO DE NANOFIBRAS NO CULTIVO DE C. fusca LEB
111 POR 15 DIAS

Os cultivos da C. fusca LEB 111 com os adsorventes fisicos de CO2 apresentaram fase
de adaptacdo fisioldgica inicial com crescimento constante por 2 dias. No entanto, essa fase ndo
pode ser considerada lag porque nos ensaios contendo nanofibras ocorreu acimulo da biomassa
produzida nas nanofibras adsorventes (Figura 3). No ensaio sem nanofibras o crescimento foi
exponencial até o 12° dia e houve decréscimo na concentracdo de biomassa a partir do 13° dia
de cultivo. Nos ensaios com 0,1 e 0,3 g L de nanofibras ocorreu reducdo da concentracio de

biomassa ap0s 14° dia de cultivo.

Figura 3 - Nanofibras poliméricas com biomassa microalgal adsorvida nos cultivos em
fotobiorreator erlenmeyer

Nos ensaios com 0,5 g L de nanofibras observou-se que ndo houve crescimento
exponencial, em comparagdo aos demais ensaios, e a concentracdo de biomassa permaneceu
aproximadamente constante do 11° ao 15° dia de cultivo. No entanto, isso ocorreu porque
grande parte da biomassa microalgal adsorveu nas nanofibras (devido a maior concentragéo das
nanoestruturas) e, por isso a menor quantidade de biomassa foi detectada no meio de cultivo.
Além disso, é importante ressaltar que apesar das curvas de crescimento mostrarem que houve

maior concentracdo de biomassa maxima (Xmax) no ensaio sem nanofibras (Figura 4a), a Xmax
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dos ensaios com nanofibras foi maior do que no ensaio controle (Tabela 2) porque a biomassa
produzida também adsorveu nas nanoestruturas e foi quantificada no final por peso seco.

A fase estacionéria foi atingida ap6s o 13° dia de cultivo, exceto para 0s ensaios com
0,5 g L de nanofibras, que atingiram essa fase apos o 10° dia de cultivo, em funcdo da maior
adsorcédo de biomassa microalgal. Assim, pode ser observado pelos resultados de concentragéo
de biomassa méxima (Xmax) (Tabela 2) que houve diferenca significativa (p<0,05) entre os
ensaios com nanofibras e sem nanofibras. As maiores produtividades de biomassa maximas
também foram obtidas nos cultivos com nanofibras. A maior Xmax obtida foi de 943, 3 mg L
no cultivo com 0,3 g L de nanofibras, ndo havendo diferenca estatistica (p>0,05) em relacio
ao ensaio com 0,1 g L de nanofibras (882,8 mg L™). As produtividades de biomassa maxima
(Pmax) obtidas ndo diferiram estatisticamente (p>0,05) entre os ensaios com nanofibras mas
foram maiores do que a Pmax do ensaio sem nanofibras. Os demais pardmetros cinéticos de

crescimento ndo diferiram estatisticamente entre 0s ensaios com e sem nanofibras.

Figura 4 - Curvas de crescimento celular (a) e pH (b) de Chlorella fusca LEB 111 cultivada
com 15% (v v') de CO; e nanofibras 10% PAN com 4% NPsFe,Os, em fungdo do tempo para
0s ensaios por 15 dias de cultivo: (A) 0,1 g L™ de nanofibras, (¢) 0,3 g L™ de nanofibras, (m)

0,5 g L' de nanofibras e (®) sem nanofibras; ensaios abidticos - (A) 0,1 g L*! de nanofibras,

(0) 0,3 g L de nanofibras e (o) 0,5 g L de nanofibras
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Os perfis médios de pH (Figura 2b) obtidos nos ensaios com nanofibras foram

semelhantes aos obtidos no ensaio sem nanofibras (9,6), com valores médios de 9,1; 9,1 e 9,0
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para ensaios contendo 0,1, 0,3 e 0,5 g L™ de adsorvente fisico, respectivamente. A faixa de pH
ideal para a maioria das espécies de microalgas é entre 8 e 9. A microalga Chlorella tem pH
Otimo entre 7 e 8, sendo que a microalga do presente estudo € tolerante a pHs mais basicos pois
foi isolada de lagoa de estabilizacdo de cinzas de usina termelétrica (DUARTE et al., 2017).
Nestas faixas basicas de pH (> 8) h& grande disponibilidade de Na.COz e/ou bicarbonato de
sodio (Na2HCO:s), que se formam no meio devido ao CO; e, permitem 6timas condicGes para
crescimento (RADMANN et al., 2011). O pH é uma variavel importante que afeta o acimulo
de carbono inorgénico, bem como determina a distribuicdo das espécies de carbono (CO.,
HCOs", COs%) (MANGAN et al., 2016).

O pH médio dos cultivos variou entre 7,6 e 10,3 nos cultivos sem nanofibras e entre 8,1
e 9,6 nos ensaios com nanofibras. O pH mais acido observado inicialmente nos ensaios sem
nanofibras € devido a auséncia das nanofibras, que dessa forma nao ocorre a adsor¢do do gas e
0 meio fica mais &cido (VAZ; COSTA; MORAIS, 2019). No entanto, observou-se que o pH
ficou estavel em torno de 10 ap6s o 4° dia de cultivo, sendo que o consumo de CO> pelas
microalgas durante o processo fotossintético resulta na acumulacdo do ion OH no meio,
causando aumento gradual no pH (GROBBELAAR, 2013). O pH dos cultivos abioticos
manteve-se em torno de 6,5 e 7,4, confirmando que ndo houve o consumo de CO: pela
microalga. O pH dos cultivos com nanofibras manteve-se em torno de 9 ao longo dos 15 dias
de cultivo, e observou-se que nesses ensaios com perfis de pH mais acido que os pHs do ensaio
sem nanofibras houve maior crescimento e biofixacdo do gas. Isso ocorre devido hd maior
quantidade de CO> disponivel no meio devido a adsorcédo e dessor¢do das nanofibras ao longo
do cultivo (VAZ; COSTA; MORAIS, 2019). Em concentragdes elevadas de CO», o pH pode
reduzir para 5 (ou até mais baixo) devido a formacdo de quantidades elevadas de tampéo de
bicarbonato (BHOLA et al., 2014) e, este pH favorece a dessorc¢éo de CO> das nanofibras. Vaz,
Costa e Morais (2019) avaliaram a adsor¢do e dessor¢do de CO2 das nanofibras poliméricas
10% (m vt) PAN com 4% (m v) de NPsFe,Os3 e verificaram que houve dessorgdo de todo o
gas adsorvido em pH 5, sem perda da capacidade de adsor¢do das nanoestruturas. Esses
resultados confirmam que as nanofibras alteram o meio de cultivo, mostrando o potencial desses
nanomateriais em adsorver o CO. do meio e dessorvé-lo apds nova acidificacdo do meio de
cultivo devido a injecdo periodica de COx.

A capacidade de biofixacdo de CO: estad relacionada a produtividade da biomassa
(ZENG et al., 2012). Isto foi confirmado neste estudo, onde os tratamentos com maiores
produtividades apresentaram maiores taxas de biofixacdo do gas pela microalga (Tabela 2). As
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maiores taxas de biofixacdo de CO2 de 89,2 e 91,7 mg L 1d* foram obtidas nos ensaios com 0,1

e 0,3 g L de nanofibras, respectivamente.

Tabela 2 - Resultados médios de concentracdo de biomassa maxima (Xmax), produtividade
maxima (Pmax), velocidade especifica méxima de crescimento (Umax), tempo de geracgéo (tg) e
taxa de biofixagdo de CO2 (Rmax) de Chlorella fusca LEB 111 cultivada com 15% (v v'!) de

CO: e com diferentes concentracOes de nanofibras.

Parametros Sem nanofibras  Nanofibras de 10% PAN e 4% NPsFe203 (g L)
0,1 0,3 0,5
Xmax (Mg L) 706,3°+32,8 882,8°°+82  943,3%+284  833,3°+27.8
Pmax(mg L1 d™?) 32,7°+0,8 4754128 48,8%+12 42,1%+1 .4
Hmax (d™) 0,16%+0,012 0,15%+0,005 0,17%+0,009  0,16%+0,002
ty (d) 4,3%+0,3 4,5%+0,1 4,0%+0,2 4,4%+ <0,1
Rmax (Mg L1d?1)  61,4°+1,5 89,28+2,2 91,7%+2,3 79,2°+2,6

Letras idénticas sobrescritas na mesma linha indicam que as médias nao diferem significativamente, com nivel
de confianca de 95% (p> 0,05).

As concentraces de CID aumentaram significativamente ao longo dos 15 dias de
cultivo nos ensaios com nanofibras. Os resultados médios de CID (Tabela 3) mostraram que a
maior (p>0,05) concentragdo de CID acumulado (46,6 mg L) foi obtida nos ensaios com 0,1
g L de nanofibras, sendo que todos os ensaios com nanofibras apresentaram maior acimulo
de carbono (p>0,05) em relacdo ao ensaio sem nanofibras. A maior concentracdo de CID do
ensaio sem nanofibras no tempo 0 dia, é devido a auséncia das nanofibras, que dessa forma néo
adsorveram o CO> do meio mantendo-o em maior quantidade inicialmente nesse ensaio. As
concentracdes de CID acumulado (Tabela 3) confirmaram que a adi¢do das nanofibras como
adsorventes fisicos de CO2 no cultivo de C. fusca LEB 111 promoveram aumento no carbono
dissolvido em aproximadamente 3 vezes o CID no cultivo com 0,1 g L de nanofibras em
comparacédo a condigdo sem nanofibras.

De acordo com Rosa et al. (2015), a concentragdo de CID é obtida através das
concentragdes das espécies quimicas (CO2, HCOs; e COs2) em equilibrio. Considerando o
acumulo de CO2, HCO3 e CO3 no meio de cultivo, a espécie predominante foi o bicarbonato,
em 87,3, 95,1, 95,9 e 97,5% no ensaio , com 0,1, 0,3 e 0,5 g L™* de adsorvente, respectivamente.

Segundo Grobbelaar (2013), o bicarbonato é uma das formas preferidas de carbono absorvido
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pelas células de microalgas. Este fato foi evidenciado pelo maior crescimento e biofixacéo de
CO2 obtidos nos cultivos com adsorventes, que apresentaram maiores concentragdes da espéecie
quimica bicarbonato em comparacdo ao sem nanofibras. Sendo assim, o fornecimento
suficiente de CO2 no meio de cultivo pode intensificar a atividade carboxilase da enzima rubisco
(ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase), que € responsavel pela fixagdo de CO2 no ciclo
de Calvin e ativada sob condicdes alcalinas, resultando no aumento da eficiéncia fotossintética
e da biofixagédo de CO2 (HILLE et al., 2013).

Portanto, o aumento do acumulo de CID nos ensaios por 15 dias com adicdo de
nanofibras confirma que esses adsorventes podem maximizar o CO no cultivo de microalgas.
Entre os diferentes tratamentos com nanofibras avaliados, a microalga Chlorella apresentou
maior crescimento e taxa de biofixagdo de CO, quando cultivada com 0,1 e 0,3 g L™ de
nanofibras livres no meio de cultivo, respectivamente. Como ndo houve diferenca estatistica
em comparagio a essas duas condigdes, considera-se a adicdo de 0,1 g L de nanofibras mais
viavel economicamente para biofixacdo de CO> pela microalga Chlorella fusca LEB 111, visto
que € necessaria quantidade 3 vezes menor de nanofibras para o cultivo. Além disso, 0 ensaio

com 0,1 g L de nanofibras aumentou a concentragdo de CID no meio de cultivo.

Tabela 3 - Resultados médios das concentracdes de carbono inorgéanico dissolvido (CID, mg
L) e acumulado (CIDs, mg L) para Chlorella fusca LEB 111 cultivada com 15% (v v'!) de
CO2 durante 15 dias.

Tempo (d) Sem nanofibras Nanofibras de 10% PAN e 4% NPsFe203 (g L)

0,1 0,3 0,5
0 32,9+0,24A 21,2+0,2¢C 20,1+0,1¢P 23,0+0,1¢B
3 40,8+0,4°A 26,9+0,9¢8 42,942 19A 41,641,794
6 44,140,704 47,941 30A 46,6+1,9%9A 43,840,994
9 26,7+1,1%B 51,742 504 50,8+1,3%A 49,640,854
12 31,4+0,598 64,4+3 28A 56,6+3,0%A 56,640,404
15 47,3+0,72C 67,8+1,0%A 61,0+1,8%B 61,4+0,5%B
ClDac 14,4+0,8P 46,6+1,24 41,9+1,88 38,4+0,5C

Letras mailsculas idénticas sobrescritas na mesma linha para 0 mesmo tempo ou letras minGsculas idénticas
sobrescritas na mesma coluna para 0 mesmo tratamento indicam que as médias ndo diferem significativamente
em um nivel de confianca de 95% (p> 0,05).
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As concentragdes das proteinas obtidas da biomassa de C. fusca LEB 111 ndo foram
significativamente influenciadas (p>0,05) pelos tratamentos com diferentes concentragdes de
nanofibras, ndo causando reducdo no conteudo total de proteinas em relacdo ao cultivo sem
nanofibras, com valores médios observados entre 32,1- 34,1% m m™ (Figura 5). Rosa, Morais
e Costa (2018) cultivaram C. fusca LEB 111 com absorvente quimico de CO2 e obtiveram
aproximadamente 32-38% m m™ de proteinas, sendo que houve reducdo significativa na
producdo de proteinas devido a adi¢ao dos absorventes aos cultivos. Quanto a concentracdo de
lipidios, ndo houve diferenca estatistica significativa (p>0,05) entre os ensaios com nanofibras
e sem nanofibras. No entanto, o contetdo lipidico da biomassa produzida nos cultivos com 0,3
g L de nanofibras (39,2% m m™) e sem nanofibras (37,3% m m™) foi maior do que o contetido
lipidico obtido por Rosa, Morais e Costa (2018) (28% m m™) e Rosa et al. (2019) (30,8% m m’
1y utilizando a mesma cepa de C. fusca LEB 111. Além disso, Rosa, Morais e Costa (2018)
observaram que a adi¢do de maior concentragdo do absorvente quimico MEA ao cultivo reduziu
significativamente a concentracdo de lipidios. Isso ocorre pois 0 MEA forma carbamatos no
meio de cultivo que podem causar danos como a reducao da producdo de macromoléculas pela
microalga Chlorella (RUFFORD et al., 2012), enquanto que as nanofibras ndo apresentam
nenhum tipo de reagcdo com os nutrientes existentes no meio de cultivo.

A concentracdo de carboidratos (26,8% m m™) produzida pela biomassa de C. fusca
LEB 111 no cultivo com 0,1 g L de nanofibras foi maior (p<0,05) que o tratamento sem
nanofibras. 1sso pode ter ocorrido pois nesses ensaios houve maior acimulo de carbono
inorganico no meio (46,6 mg L™?). Além disso, a concentracéo da espécie quimica bicarbonato
foi predominante no cultivo com 0,1 g L™ de nanofibras (95,1%) em comparacéo ao cultivo
sem nanofibras (87,3%), e a maior concentracdo dessa fonte de carbono pode aumentar o
conteddo de carboidratos por estar mais prontamente disponivel do que o CO2 para 0 micro-
organismo. Braga et al. (2018) também observaram que nos cultivos com fonte de carbono
bicarbonato, foram obtidas maiores concentragdes de carboidratos, em comparacgéo aos cultivos
com CO2. O ion bicarbonato € a principal espécie quimica que entra na célula por transporte
ativo e a enzima anidrase carbénica age sobre o bicarbonato intracelular liberando o CO2. Esses
mecanismos incorporam o carbono no ciclo de Calvin, pela desidratacdo do bicarbonato
acumulado, produzindo macromoléculas organicas (HO et al., 2011). Assim, os cultivos com
0,1 g L de nanofibras como adsorventes de CO2 além da potencialidade para maior biofixac&o
do gas em comparacdo a cultivos sem nanofibras, também possuem potencial para produgéo de

carboidratos.
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Figura 5 - Concentragdo (%, m m™) das macromoléculas presentes na biomassa microalgal
de Chlorella fusca LEB 111 cultivada com 15% (v v') de CO- e diferentes concentragdes de
nanofibras 10% PAN e 4% NPsFe203
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Dessa forma, a microalga Chlorella fusca LEB 111 cultivada com nanofibras
poliméricas para biofixacdo de CO>, além de reduzir as emissbes do gas para a atmosfera, tem
potencial para aplicacdo da biomassa na producdo de biocombustiveis, como o bioetanol. A
producdo de biocombustiveis por microalgas apresenta diversas vantagens comparada as
matérias-primas geralmente utilizadas, que incluem maior taxa de crescimento celular; a
capacidade de utilizar efluentes liquidos (dguas residuais), gasosos (gas de combustdo) e solidos
(cinzas de combustdo) como fonte de nutrientes; o uso de terras ndo araveis, ndo competindo
com a producdo de alimentos; curto periodo de colheita; e a possibilidade de manipular
condicdes do cultivo para produzir os compostos de interesse (MORAIS et al., 2016). Essas
vantagens podem viabilizar a aplicacdo de microalgas como fonte de biomassa limpa, eficiente
e sustentavel para a producdo de biocombustiveis (VANTHOOR-KOOPMANS et al., 2013),
reduzindo os custos de obtencdo da biomassa, e 0s problemas ambientais relacionados a estes
efluentes (DAMIANI et al., 2010). Além disso, a reducdo de custos pode ser obtida também
utilizando uma estratégia de producdo baseada em biorrefinaria, onde cada componente da

biomassa microalgal pode ser utilizado para produzir outros produtos (MALLICK et al., 2016).
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Além dos carboidratos que poderiam ser convertidos em bioetanol, a biomassa microalgal
contém outros componentes de alto valor agregado, a partir dos quais podem ser desenvolvidos
produtos refinados para diversas aplicacbes (LAMMENS et al., 2012).

4 CONCLUSAO

Os cultivos com nanofibras contendo NPsFe>Os na forma livre apresentaram melhor
desempenho cinético e de biofixagdo. Com 0,1 g L™ de nanofibras poliméricas contendo 10%
(m v1) PAN/ DMF e 4% (m v) de NPsFe,Os dispostas livres no meio houve maior taxa de
biofixagdo de CO de 89,2 mg L d! igual estatisticamente ao ensaio contendo 0,3 g L de
nanofibras (91,7 mg L d?), entretanto com a vantagem de reducdo dos custos devido a
utilizaco de menor concentragdo de nanofibras. A condicio de 0,1 g L™ de nanofibras também
se destacou pois apresentou maximo ClID4c (46,6 mg L) e producio de carboidratos (26,8 mg
L1). Dessa forma, o uso de tecnologia de nanofibras como adsorvedores de CO2 em cultivos
microalgais € um método promissor para aumentar a capacidade bioldgica de utilizacdo deste
composto como nutriente. Assim, a reducdo das emissGes do gas para o ambiente aliada ao
menor custo no processo de cultivo com a paralela producdo de macromoléculas de interesse,

pode tornar o cultivo microalgal deste estudo viavel em escala industrial.
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FIXACAO FISICA E BIOLOGICA DE CO2, COM NANOFIBRAS POLIMERICAS
EM CULTIVOS OUTDOOR DE Chlorella fusca LEB 111
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi cultivar a microalga Chlorella fusca LEB 111 com nanofibras
poliméricas como adsorventes fisicos de CO2 em sistemas de cultivo indoor e outdoor, para
verificar o efeito sobre a produtividade de biomassa, a biofixacdo de CO e a producdo de
macromoléculas. A microalga foi cultivada com nanofibras poliméricas desenvolvidas com
10% (m v1) de poliacrilonitrila (PAN)/dimetilformamida (DMF) contendo 4% (m v?) de
nanoparticulas de Oxido de ferro (NPsFe203) que foram adicionadas aos cultivos indoor e
outdoor em diferentes concentragdes: 0, 0,1, 0,3 e 0,5 g L. Os experimentos foram realizados
por 15 dias em fotobiorreatores tubulares verticais. Os ensaios indoor foram mantidos em
camara termostatizada a 25 °C e fotoperiodo 12h claro/12h escuro, com a fase clara fornecida
por lampadas fluorescentes. Os ensaios outdoor foram realizados em estufa com luminosidade
solar e temperatura do ambiente. O cultivo outdoor de Chlorella fusca LEB 111 com 0,3 g L*
de nanofibras 10% (m v*) PAN/DMF com 4% (m v'*) NPsFe,O3 aumentou a concentragéo de
biomassa maxima (2928,5 mg L) e a eficiéncia de biofixacdo de CO. (33,1%). A
produtividade de biomassa e taxa de biofixacdo de CO, foram maiores (165,4 mg Ld%; 310,9
mg L*d?) nos cultivos outdoor comparado ao indoor (69,7 mg L*d?; 131 mg L*d™). Nos
ensaios outdoor com 0,3 g L de nanofibras houve incremento da producdo de lipidios
microalgais de 10,9% comparado aos ensaios outdoor sem nanofibras. Dessa forma, esse
primeiro estudo de cultivos outdoor de Chlorella fusca LEB 111 com nanofibras poliméricas
como adsorventes fisicos de CO> mostrou o efeito das nanoestruturas em maximizar a
biofixacdo do gas e produzir biomoléculas que podem ser utilizadas para obtencdo de
bioprodutos. Assim, esses cultivos sob condi¢es ndo controladas possuem potencial para
reduzir os custos de produgdo microalgal e tornar o cultivo com nanofibras adsorventes mais

sustentavel.

Palavras-chave: Adsorvente. Alga verde. Biofixacdo. Lipidios. Nanofibras. Sustentabilidade.
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1 INTRODUCAO

As emissdes de gases de efeito estufa, principalmente o diéxido de carbono (CO2) da
qgueima de combustiveis fdsseis, sdo a principal causa de aquecimento global. Esses
combustiveis sdo responsaveis pela liberacdo de 29 bilhGes de toneladas/ ano de CO:
(ABISHEK; PATEL; RAJAN, 2014; KHAN; SHIN; KIM, 2018). O aumento das emissdes de
CO: e poluicdo ambiental causada por recursos ndo-renovaveis, combinado com o esgotamento
desses recursos e seguranca energética sdo fatores importantes no desenvolvimento de fontes
alternativas de energia limpa e ambientalmente correta. Neste contexto, destacam-se as
microalgas como potencial fonte para producéo de energia renovavel (PLACZEK; PATYNA;
WITCZAK, 2017).

As microalgas sdo micro-organismos fotossintéticos que convertem a luz solar, a agua
e 0 CO2 em biomassa, sendo assim indicadas para captura do gas de efeito estufa (BARUA,;
DEB, 2016). Além disso, a biomassa microalgal é fonte de proteinas, carboidratos e lipidios,
que podem ser utilizados para obtencdo de produtos quimicos renovaveis, nutricdo humana,
racdo animal e biocombustiveis (APEL; WEUSTER-BOTZ, 2015). Espécies microalgais do
género Chlorella séo resistentes a altas concentracdes de CO2, sendo caracterizadas por rapido
crescimento e eficiéncia na utilizacdo desse gas (ZHAO; SU, 2014; ADAMCZYK; LASEK;
SKAWINSKA, 2016).

Os cultivos outdoor de microalgas geralmente sdo submetidos a temperaturas e
luminosidades mais elevadas do que em cultivos indoor devido as condi¢cdes ambientais, sendo
condigdes desejaveis durante o dia pois devido a fotossintese tem efeito favoravel nas taxas de
crescimento, no rendimento de biomassa e composicao bioquimica de microalgas (PANDEY,
2014; KHAN; SHIN; KIM, 2018). Além disso, a espécie Chlorella é termotolerante, podendo
crescer em temperaturas altas de até 42°C (RAZZAK et al., 2013). Outras vantagens
importantes dos cultivos outdoor é a possibilidade e facilidade na ampliacdo da escala do
processo em funcgéo do espaco disponivel, o que é limitado em cultivos indoor, e principalmente
apresenta a vantagem de reducdo dos custos de producdo devido ao aproveitamento das
condic@es climaticas (DEAMICI; SANTOS; COSTA, 2018).

Diferentes configuragdes de fotobiorreatores podem ser utilizados para o cultivo de
microalgas. Os fotobiorreatores tubulares verticais (FTVs) sdo amplamente conhecidos como
eficientes para biofixagdo de CO2 por microalgas, devido a melhor dissolucéo e redugéo da
perda do gés para a atmosfera em funcéo do design desses biorreatores (CHEN et al., 2014). Os

FTVs consistem em cilindros que séo construidos a partir de acrilico ou vidro (XU et al., 2009),
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visando a transparéncia para permitir ampla area de iluminag&o dentro do cultivo. O didmetro
desses fotobiorreatores pode alcancar até 20 cm, a fim de manter alta relacdo de
superficie/volume e a agitacdo do sistema ocorre por aeracdo, em fluxo turbulento, para evitar
a decantacdo das células microalgais (CHISTI, 2007). No entanto, quando o CO> é injetado no
FTV o gas entra no fluxo de ar e forma bolhas que rapidamente permeam através da coluna de
liquido, o que dificulta a transferéncia eficiente de CO> para as microalgas (BARUA; DEB,
2016).

Assim, a alternativa promissora para aumentar a transferéncia de massa de CO> para as
celulas ¢ a utilizacdo de nanofibras poliméricas como adsorventes fisicos do gas no cultivo de
microalgas. As nanofibras sdo materiais poliméricos em escala nanomeétrica altamente porosos
e com extensa area de superficie/ volume que permitem alta capacidade de adsorcéo de CO..
Dessa forma, estes adsorventes mantem o CO2 por maior tempo em contato com a microalga,
maximizando a transferéncia entre a interface gas-liquido e consequentemente aumentando a
biofixacdo do gas pelo micro-organismo (VAZ et al., 2019).

Pesquisas sobre a utilizacao de nanofibras poliméricas como adsorventes fisicos de CO-
no cultivo de microalgas sdo recentes, e novos estudos sdo necessarios. A utilizacdo de
adsorventes para aumentar a biofixagdo do CO, em cultivos outdoor, utilizando condig¢des
ambientais de temperatura e de luminosidade, é a maneira eficaz de reduzir os custos de cultivos
de microalgas e torna-lo mais sustentavel. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi cultivar a
microalga Chlorella fusca LEB 111 com adsorventes fisicos de CO, em sistemas de cultivo
indoor e outdoor, visando avaliar a produtividade de biomassa, a biofixacdo de CO; e a

producdo de macromoléculas.

2 MATERIAL E METODOS

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

O micro-organismo utilizado para cultivo foi a Chlorella fusca LEB 111, obtida da
colecédo de culturas do Laboratorio de Engenharia Bioquimica (LEB) da Universidade Federal
do Rio Grande (FURG) (DUARTE et al., 2017). A manutencdo do indculo microalgal e os
cultivos foram realizados com o meio BG 11 (RIPKA et al., 1979), sem a fonte de carbono
carbonato de sodio (Na,COs) a qual foi substituida por 15% (v v!) de gas CO2 (White Martins,
Brazil). Para adaptacdo da microalga foi injetado por 7 dias 2% (v v'!) de CO, por 1 min a cada

hora na fase clara.
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2.2 CONDICOES DE CULTIVO

Cultivos descontinuos alimentados com CO> com concentragéo inicial de biomassa de
0,2 g L%, em duplicata, foram realizados por 15 dias em fotobiorreatores tubulares verticais
(FTVs) com capacidade total de 1,8 L e volume util de 1,5 L (ROSA et al., 2018) (Figura 1).
Os cultivos indoor foram realizados em cdmara de crescimento a 25°C, com fotoperiodo de 12h
claro/ 12h escuro, iluminagéo de 41,6 pmoltsons M s utilizando lampadas fluorescentes de 40
W (Figura 2a) e agitacdo diaria por injecio de 0,3 vwm (MLmistra MLmeio* mint) de ar
comprimido (VAZ etal., 2019). O fluxo de COz foi controlado com medidores de vazéo (Cole-
Parmer, USA), e 0 gas foi injetado por 1 min h! durante a fase clara de crescimento. Os cultivos
outdoor foram realizados em estufa em FTVs sob condi¢bes ambientais (Figura 2b). O volume
util de todos ensaios foi mantido constante através da adicdo diaria de agua destilada estéril nos
cultivos indoor e outdoor. Nanofibras poliméricas (10% m v') de poliacrilonitrila (PAN)
dissolvidas em solvente dimetilformamida (DMF) contendo 4% (m v) de nanoparticulas de
oxido de ferro (NPsFe203) (VAZ et al., 2019) foram utilizadas como adsorventes fisicos de
CO2 no cultivo de Chlorella fusca LEB 111. Os adsorventes foram adicionados nas
concentragdes de 0, 0,1, 0,3 e 0,5 g L e foram dispostos livre no meio de cultivo (VAZ et al.
2019).

Figura 1 - Fotobiorreator tubular vertical com as nanofibras dispostas livres
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Figura 2 - Cultivos indoor (a) e outdoor (b) com diferentes concentragdes de nanofibras
poliméricas de 10% PAN/DMF com 4% NPsFe203

(@)

(b)

2.3 DETERMINACOES ANALITICAS

A concentracdo de biomassa foi determinada diariamente através da densidade Optica
utilizando espectrofotdmetro a 670 nm (UVmini 1240, Shimadzu, Japdo). A curva de
crescimento padrdo de C. fusca foi utilizada para correlacionar a densidade Optica com a
biomassa seca. No final dos cultivos a biomassa total foi quantificada por peso seco, sendo
descontado o peso das nanofibras para contabilizar somente a concentracdo de biomassa
produzida. Medidas diarias do pH foram determinadas com medidor de pH digital (Mettler
Toledo FiveGo™, Suica). A temperatura e luminosidade também foram acompanhadas
diariamente através de termdmetro digital (SH 102, Brasil) e radiébmetro (WALZ ULM-500,

Alemanha), respectivamente. A alcalinidade foi monitorada a cada 3 dias, por titulacdo
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potenciométrica (APHA, 1998). A concentracdo de carbono inorganico dissolvido (CID) foi
calculada a partir do pH e alcalinidade utilizando as equagdes de equilibrio apresentadas por
Rosa et al. (2015). A concentracdo de CID acumulado (CIDx) foi calculada utilizando a
equacéo ClIDac = CIDyf - CIDyo, onde CIDys e CIDyo sdo as concentragdes de CID no final e inicio

dos cultivos, respectivamente.

2.4 PARAMETROS DE CRESCIMENTO E BIOFIXACAO DE CO>

Os perfis de concentracdo de biomassa foram utilizados para determinar a concentragao
de biomassa maxima (Xmax, mg L), produtividade volumétrica maxima (Pmax, mg Lt d%),
velocidade especifica maxima de crescimento (Umax, d') e tempo de geracdo (tg, d). A
produtividade de biomassa volumétrica foi calculada pela equagdo Px = (X-Xo)/(t-to), onde Xt
é a concentracéo de biomassa (mg L) no tempo t (d), e Xo € a concentragdo de biomassa (mg
L) no tempo to (d). A taxa de crescimento especifico maxima foi determinada pela regresséo
linear da fase de crescimento logaritmico, que relaciona o perfil semi-logaritmico da
concentracdo de biomassa (In X) com o tempo (d). O tempo de geracdo foi calculado pela
equacdo tg = In (2)/umax na fase de crescimento exponencial. A taxa de biofixacdo de CO: (R,
mg L d?) foi determinada utilizando os valores de Px (mg L™d?), as massas molares do CO;
(Mcoz, g mol™) e do carbono (Mc, g mol™?), de acordo com a equagdo R = Px Xcom Mco2/Mc
(VAZ et al., 2019). Para calculo de R (mg L d!) a fragdo massica de carbono contida na
biomassa microalgal (Xcom) foi considerada de 50% (m m™) (CHANG; TSAI; LI, 2015). A
eficiéncia do uso de CO> (E, % m m™?) foi calculada pela equagdo E = R Virapaiho / th 100, onde
R (mg L d?) é a taxa de biofixacdo de COz, Virabaino (L) é 0 volume de trabalho (til dos
fotobiorreatores e rh (mg d!) é a taxa diaria de alimentacio de CO, (ZHANG; KURANO;
MIYACHI, 2002).

2.5 RECUPERACAO E CARACTERIZACAO DA BIOMASSA

A biomassa produzida foi recuperada do meio de cultivo por centrifugagéo (Hitachi
Himac CR-GlIII, Tokyo, Japan) a 9000g e 20°C por 20 min, ressuspendida em agua destilada e
centrifugada novamente sob as mesmas condigdes. A biomassa concentrada foi congelada
a -80°C, liofilizada por 48 h e mantida a -20°C até a caracterizacdo. A umidade da biomassa

microalgal foi determinada por analise termogravimétrica (TGA) (Shimadzu DTG-60, Japan),
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onde as amostras foram aquecidas até 600 °C, com taxa de aquecimento de 10 ° C min™ e vazéo
de nitrogénio de 40 mL min. A concentracdo de proteinas na biomassa microalgal foi
determinada através do método descrito por Lowry et al. (1951), com pré-tratamento térmico e
alcalino da biomassa para solubilizacdo das proteinas insoluveis. O teor de carboidratos na
biomassa foi determinado pelo método Dubois fenol-sulfurico, utilizando curva padréo de
glicose (DUBOIS et al., 1956). A concentracdo de lipidios foi determinada utilizando método
colorimétrico (MARSH; WEINSTEIN, 1966).

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados médios obtidos foram comparados por analise de variancia

(ANOVA), seguido por teste Tukey com nivel de confianca de 95%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A microalga Chlorella fusca LEB 111 cresceu em todas as condi¢Ges experimentais
(Figura 3). Nos ensaios indoor foi observada tendéncia & fase de adaptacdo fisiologica de
crescimento da microalga C. fusca LEB 111, mas a reproducdo celular exponencial ocorreu
rapidamente nos primeiros dias de cultivo. A fase de adaptacdo pode ocorrer devido a alteractes
na composicdo dos nutrientes, pH e temperatura, ou devido a adi¢cdo de novos fatores aos
cultivos (KAMPEN, 2014). Nesta fase as enzimas necessarias para o metabolismo nutricional
séo sintetizadas.

Entretanto, neste estudo a microalga C. fusca LEB 111 foi pré-adaptada a baixas
concentragdes de CO> (2%) para evitar mudanca sUbita de nutrientes que pode resultar em
estresse e retardar o crescimento. Vaz et al. (2019) também observaram curvas com tendéncia
de fase de pré-adaptacdo da microalga C. fusca LEB 111 cultivada com nanofibras 10% PAN
com 4% NPsFe20s, e relataram que esta fase pode ndo ser considerada visto que ocorre
crescimento e/ou producdo de biomassa, mas como ha adsor¢do da biomassa produzida nas
nanofibras, a quantidade real de biomassa ndo é quantificada no meio de cultivo por densidade
Optica.

Nos ensaios indoor, 0 maximo crescimento (1235,8 mg L) (p<0,05) foi obtido nos
cultivos com 0,1 g L™ de nanofibras poliméricas 10% PAN com 4% NPsFe;Os, sendo 50,8%
maior que o crescimento maximo obtido no ensaio sem nanofibras. Os ensaios indoor com

concentracdes de nanofibras 0,1 e 0,3 g L™ apresentaram comportamento semelhantes das
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curvas de crescimento (Figura 3a), ndo havendo diferenga significativa (p>0,05) quanto a
concentragéo de biomassa. Nesses ensaios com 0,1 e 0,3 g L™ que apresentaram maior biomassa
ndo foram observadas fases de crescimento estacionario, sendo mantido crescimento
exponencial até o final do cultivo. Os ensaios indoor sem nanofibras e com 0,5 g L™ de
nanofibras 10% PAN com 4% NPsFe,O3 também apresentaram comportamento semelhante de
crescimento. Entetanto, observou-se que no ensaio sem nanofibras o crescimento foi
exponencial até o0 11° dia e a concentracdo de biomassa permaneceu constante do 12° até o 15°
dia de cultivo. Nestes ensaios sem nanofibras foi obtida menor concentracdo de biomassa. O
crescimento constante ou fase estacionéria de crescimento pode ocorrer devido ao aumento do
oxigénio dissolvido ou a redugdo de nutrientes essenciais para a microalga (FATEMEH,;
MOHSEN, 2016). Portanto, como as nanofibras mantém o CO, por mais tempo retido nos
cultivos, a auséncia das nanoestruturas reduziu o crescimento devido a menor disponibilidade

da fonte de carbono.

Figura 3 - Concentracdo de biomassa de Chlorella fusca LEB 111 cultivada com diferentes
concentragdes de nanofibras indoor (a): (o) 0; () 0,1 gL, (A)0,3 gLt (0)0,5gL? e
outdoor (b): (¢)0, (m)0,1 gL, (A)0,3gL™ (#)0,5gL?, em funcéo do tempo de cultivo
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Nos ensaios outdoor ndo foi observada fase de adaptacéo fisioldgica, o que pode ter
ocorrido devido a maior taxa de crescimento inicial que sobrepds a adsorcdo da biomassa
microalgal nas nanofibras. As curvas que indicaram maior crescimento foram as do cultivo sem
nanofibras e com 0,1 g L* de nanofibras 10% PAN com 4% NPsFe,O3 (Figura 3b). Entretanto,

como a biomassa microalgal produzida também adsorve nas nanoestruturas, a maior
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concentracéo de biomassa (2928,5 mg L), quantificada por peso seco ao final dos cultivos, foi
obtida no ensaio com 0,3 g L de nanofibras. Este ensaio com maior crescimento foi
significativamente diferente (p<0,05) do ensaio sem nanofibras. No entanto, os ensaios outdoor
com 0,1 e 0,3 g L de nanofibras apresentaram curvas de crescimento semelhantes, onde foi
observado crescimento exponencial até aproximadamente o 7° dia de cultivo, e constante do 8°
dia até o final dos cultivos. Como as curvas dos ensaios outdoor mostram tendéncia de fase
estacionaria e, considerando que ndo houve variacdo na quantidade de biomassa microalgal
adsorvida nas nanofibras durante essa fase, isso indica que mais biomassa pode ser obtida em
menor tempo de cultivo em ensaios outdoor, comparando a ensaios indoor. Para a producao de
microalgas em larga escala é ideal que o cultivo ocorra na fase exponencial de crescimento,
antes que atinja a fase de declinio, pois nesta fase logaritmica ha quantidade de nutrientes
suficientes para o crescimento da microalga (FATEMEH; MOHSEN, 2016). Assim, poderia ser
realizado renovacao de meio de cultivo e/ou de nanofibras para que continue a producéo de
biomassa microalgal (CHEN et al., 2014).

Os maiores resultados de concentragdo (Xmax), produtividade (Pmax), taxa de biofixacéo
de CO2 (Rmax) e eficiéncia do uso do CO (Emax) foram obtidos nos ensaios outdoor com 0,3 ¢
L de nanofibras (Tabela 1), em comparagio aos ensaios indoor. No entanto, comparando 0s
ensaios outdoor separadamente n&o houve diferenca significativa (p>0,05) entre os ensaios com
0,1 e 0,3 g L™ de nanofibras quanto a Pma, Rmax € Emax. O mesmo foi observado comparando
somente os cultivos indoor, onde além de ndo haver diferenca significativa quanto a Xmax entre
os ensaios com 0,1 e 0,3 g L™ de nanofibras, também ndo diferiram estatisticamente entre os
parametros Pmax, Rmax € Emax. Assim, a melhor opcdo de ensaio indoor para aumentar a
biofixacdo do CO2 no cultivo da microalga seria a utilizagdo de 0,1 g L de nanofibras
polimeéricas 10% PAN/DMF com 4% NPsFe20s, devido a necessidade de menor quantidade de
nanofibras o que reduz os custos de producdo microalgal.

Se a intengdo for aumentar a biofixagdo de CO> pela microalga Chlorella, a melhor
condicdo dos ensaios outdoor também seria com concentracdo de 0,1 g L™ de nanofibras.
Segundo Zeng et al. (2012) a maior capacidade de fixagdo de CO- esta relacionada a alta
produtividade de biomassa. Os ensaios outdoor com maiores produtividades de biomassa
apresentaram maior taxa de fixagdo do gas (Tabela 1). Dessa forma, mesmo havendo diferenca
de Xmax entre os ensaios com 0,1 e 0,3 g L! de nanofibras, os pardmetros de interesse para
maior biofixacdo de CO» ndo diferiram estatisticamente (p>0,05), o que compensa a alteracéo

na biomassa microalgal.
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Os resultados mostraram que a melhor alternativa para aumentar a biofixagdo de CO>
por Chlorella fusca LEB 111 seriam os cultivos outdoor com 0,1 g L™ de nanofibras, onde além
de serem obtidos maiores produtividades de biomassa, biofixagéo e eficiéncia de utilizacdo do
gas, ha também a vantagem de reducdo dos custos de producdo microalgal com nanofibras e
energia para manter a luminosidade e temperatura dos cultivos. Além disso, os ensaios outdoor
com nanofibras apresentaram maior velocidade especifica maxima de crescimento (0,52 d%, 0,1
g L) e consequentemente menor tempo de geracgdo de biomassa microalgal (1,3 d, 0,1 g L™Y).
Além disso, os cultivos apresentam a vantagem da possibilidade de aumento de escala, o que é
limitado em condigdes indoor e, de acordo com Rosa et al. (2019), a pmax € tg Sa0 importantes
para determinac6es da Rmax € do tempo de recuperacdo de biomassa e bioprodutos.

Os resultados cinéticos de crescimento deste estudo (Xmax, Pmax€ Umax) (Tabela 1) foram
maiores do que os obtidos por Vaz et al. (2016) com cultivo da mesma cepa microalgal com
gés de combustio de carvdo mineral (550 mg L2, 60 mgL* d?, 0,08 d1). Neste contexto, seria
possivel considerar o cultivo de C. fusca LEB 111 com a adic¢éo de nanofibras poliméricas 10%
PAN/DMF com 4% NPsFe>Os para aumentar a biofixacdo de COx, sob as condi¢gdes com CO»
a partir de gas de combustéo (10 a 12% de CO3). Assim, além de reduzir os custos com a fonte
de carbono, que contribui com cerca de 60% dos gastos com nutrientes, também reduz a
poluicdo ambiental causada pelas emissdes desse gas de efeito estufa (ELOKA-EBOKA;
INAMBAO, 2017).

O pH ¢é um parametro fisioldgico importante que também influencia o crescimento de
microalgas e a biofixacdo de COa. Isso porque o pH determina a distribuicdo das espécies
quimicas (MANGAN et al., 2016), onde a relacdo entre o CO- e pH € determinada pelo calculo
do CID que determina a concentragédo das fontes de carbono para o crescimento de microalgas
(COz, HCO3 e CO3%) (MORAES et al., 2016). Os perfis de pH dos ensaios indoor sem
nanofibras apresentaram comportamento mais acido no inicio dos cultivos, comparando com
os demais cultivos indoor (Figura 4a). Este fato pode ter ocorrido devido a auséncia de
nanofibras para adsorver o gas e aumentar o pH. Nesses cultivos o pH também apresentou
menor variagdo comparando aos ensaios outdoor nos quais foram observados pH minimo de
8,2 e maximo de 11,0. Nos cultivos indoor, o pH manteve-se entre de 8,4 € 9,0;8,5¢9,1; 8,3 ¢

9,1; 8,4 e 8,9, nos ensaios com 0, 0,1 0,3, e 0,5 g L de nanofibras, respectivamente.
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Tabela 1 - Resultados médios da concentragdo de biomassa maxima (Xmax), produtividade méxima (Pmax), velocidade especifica maxima de
crescimento (Mmax), tempo de geracao (tg), acimulo de carbono inorganico dissolvido (CIDxs), taxa de biofixagdo de CO> (R) e eficiéncia de uso do
CO2 (E) no cultivo de Chlorella fusca LEB 111 indoor e outdoor.

Nanofibras (g L) Xmax(mgL?1)  Pmax(mg L*d?) pmax(d?) tg (d) CIDac (mgL?) Rmax(mgL1d?) Emax (% mm)
Indoor

0 665,5 + 43,1°F 28,8+ 1,7¢P 0,25+ 0,012¢ 2,7 +0,12A8 43,5+ 0,2°F 54,1 + 3,2¢P 5,6+ 0,3%P

0,1 12358 +3.280 66,3+ 1,32C 0,27 +£0,028¢ 2.6+ 0,28/ 62,5 + 3,93.E 1246 + 2,43C 12,8 + 0,22C

0,3 1177,5+23,3*P 69,7 +0,43C 0,23+0,012¢  3,1+0,12AB 71,2 + 253D 131,0 + 0,72C 13,5 + 0,12C

0,5 857,8 +6580PF 454 +350PP 0,23+0,012¢  3,2+0,5*A 51,3 + 3 QbcEF 85,3 + 6,70P 8,8 +0,7°P
Outdoor

0 2590,3 + 23,88 130,5+ 1,38 0,37 +<0,01°B 1,9+ 0,02C 168,5 + 6,3°B 245 4 + 2 5PB 26,1 + 0,38

0,1 2646,4 + 5518 1439+ 3,1%B  (052+0,01* 1,3+0,03P 165,3 + 3,3°B 270,6 +59%8 288+ (0,6%8B

0,3 29285 + 87,82~ 1654 + 9,824 0,49 + 0,012~ 1,4 +0,022P 188,7 + 6,02~ 3109 + 18,4~ 331 +1,9%A

0,5 2265,2 +21,4°C  130,9 + 4,208 0,27 +£0,02°C 2.6 +0,2°B 138,7 +2,9%C 246,1 + 7,9"B 26,2 + 0,808

Meédias + desvio padrao. Letras maiGsculas na mesma coluna comparam todos os cultivos. Letras mindsculas na mesma coluna comparam somente 0s cultivos
indoor ou outdoor. Letras diferentes na mesma coluna indicam que as médias diferem significativamente, com nivel de confianga de 95% (p> 0,05).
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O pH ideal para cultivo de espécies de Chlorella € mais proximo a neutralidade (7,0 a
8,0). Neste estudo a microalga Chlorella fusca LEB 111 manteve crescimento mesmo em pH
mais alcalino, pois esta cepa foi isolada de lagoas de estabilizacdo de cinzas de usina
termelétrica com pH acima de 9,0 (DUARTE et al., 2017). Os perfis de pHs mais basicos
indicam que houve mais consumo de CO; durante a fotossintese, de modo que ocorre o acimulo
do ion OH"no meio, o que causa o aumento gradual do pH (TEBBANI et al., 2014). Além disso,
nos cultivos com nanofibras o pH torna-se mais basico devido a adsor¢do do CO, nessas
estruturas (VAZ et al., 2019). No entanto, 0 pH permaneceu menor nos primeiros dias dos
ensaios outdoor com 0,3 g L™ de nanofibras no qual obteve-se maior taxa de biofixacdo do CO..
Este fato pode ser explicado pois quando o CO- se dissolve na &gua ele reage para formar CO>
livre e HCOs', e 0 pH permanece menor devido a formacado das espécies com liberacdo de H*
(BAO et al., 2012). Essa tendéncia beneficia as microalgas, uma vez que o HCO3 e 0 CO; sdo
as espécies de carbono preferencialmente absorvidas pelo metabolismo microalgal
(GROBBELAAR, 2013). Isto indica que havia maior concentracdo de CO> e consequente mais
disponibilidade para consumo pela microalga.

Apds o 8° dia dos cultivos outdoor, quando o crescimento da C. fusca LEB 111
estabilizou (Figura 3b), o pH de todos ensaios reduziu progressivamente até aproximadamente
pH 8,6. Assim, mesmo esse pH mais baixo sendo considerado ideal para o cultivo houve
estabilizag&o do crescimento, indicando que o CO2 ndo foi mais consumido pela microalga e
nem adsorvido pelas nanofibras. Relacionando os pHs dos ensaios outdoor com CID observou-
se que conforme o pH dos cultivos reduziram (ap6és o 8° dia) o CID aumentou
significativamente (Figura 4b), indicando que mesmo quando o crescimento estabilizou ainda
continuou acumulando carbono no meio. Este acimulo deve ter ocorrido devido ao
esgotamento da capacidade de adsor¢do das nanofibras, que desse modo além de néo
armazenarem mais CO>, também impediram que o0 gés saisse dos FTVs (visto que estavam
localizadas no topo dos FTVs). Com o aumento da concentracdo de CO2 no meio ocorre a
formagéo de H2CO3, causando maior reducéo no pH (ROSA et al., 2016). Com isso, ha redugéo
na atividade da enzima rubisco, que é responsavel por catalisar fixacdo de CO2 no ciclo de
Calvin, e como resultado ocorre a inibi¢do do crescimento de microalgas. Esse comportamento
tambeém pode ter ocorrido pois a intensidade da luz tende a diminuir rapidamente devido a
efeitos de sombreamento em funcdo do aumento da concentracdo de biomassa (CHEN et al.,
2014).
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Figura 4 - Curvas de pH (a) e carbono inorgénico dissolvido (CID) dos ensaios com
diferentes concentra¢des de nanofibras (b) indoor: () 0; (1) 0,1 gL (A) 0,3 gL, (0)0,5 g
L e outdoor: ()0, (m) 0,1 gL, (A)0,3gL? (#)0,5gL? em fungio do tempo de cultivo
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Nos ensaios indoor, a maior concentracéo de CID4c (71,2 mg L) foi obtida no cultivo
com 0,3 g L de nanofibras, ndo havendo diferenca significativa (p>0,05) em relagio ao ensaio
com 0,1 g L%, Nestes ensaios consequentemente houve maior Rmax € Emax (Tabela 1). O mesmo
foi observado nos ensaios outdoor com nanofibras, onde o ensaio com maior CIDac também
apresentou melhores resultados de biofixacdo. As maiores Pmax € Rmax obtidas neste estudo nos
cultivos outdoor de Chlorella fusca LEB 111 com nanofibras poliméricas 10% PAN/DMF com
4% NPsFe203 foram 33% e 37% maiores, respectivamente, que as encontradas por Rosa et al.
(2018) (124,2mg Lt dt e 227,3 mg Lt d!) em cultivos indoor da mesma cepa microalgal com
absorventes quimicos de COa.

Dentre os fatores que podem ter influenciado positivamente a obtengdo de maior taxa
de biofixacdo de CO2 pela microalga nos cultivos com nanofibras, comparando aos estudos
anteriores com 0 mesmo tipo e concentracdo das nanoestruturas, o tipo de fotobiorreator
utilizado apresenta grande contribuicéo para o objetivo proposto. Os FTVs que foram utilizados
neste estudo maximizaram a biofixacéo do gas devido a sua maior relacéo de superficie/volume
que permite maior transferéncia gasosa (ELOKA-EBOKA; INAMBAO, 2017). Em estudo
anterior (Artigo 2) foram realizados cultivos indoor de Chlorella fusca LEB 111 com as mesmas
concentragdes e tipo de nanofibras poliméricas 10% PAN/DMF com 4% NPsFe;Os em

fotobiorreatores erlenmeyers, e 0 maximo resultado de biofixagdo de CO, obtido (91,7 mg L
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d ) foi significativamente menor em relagdo Rmax obtido nos cultivos em FTVs do presente
estudo. Outra vantagem da utilizacdo de FTVs é que eles sdo tubos verticais transparentes,
através dos quais a luz penetra adequadamente no cultivo. Além disso, sdo efetivamente
adequados para cultivos outdoor, pois fornecem alta captura da radiacdo solar e garantem alta
conversdo da energia luminosa em quimica necesséria para o crescimento microalgal através
da fotossintese (PLACZEK; PATYNA; WITCZAK, 2017). No entanto, como foram utilizados
0s mesmos FTVs nos ensaios com e sem nanofibras, e como as maiores taxas de biofixacdo de
CO, foram obtidas nos ensaios com as nanofibras, essas nanoestruturas sdo o principal fator
responsavel por proporcionar maior tempo de interacdo do g&s com o meio de cultivo e
microalga e consequentemente maximizar a fixagdo de CO..

Outros fatores que podem ter contribuido para os melhores resultados de biofixacao
obtidos nos ensaios outdoor com nanofibras, em comparacdo a estudos pioneiros com mesma
concentracdo e tipo de nanofibras poliméricas (Artigo 2), sdo a temperatura e luminosidade.
Essas varidveis afetam a produtividade de biomassa e fixacdo de CO. (HINDERSIN et al.,
2014). As microalgas geralmente crescem em faixa de temperatura entre 15 e 30 °C, com
intervalo 6timo entre 20 e 25 °C (RAS et al., 2013). Temperaturas inferiores a 16 °C podem
retardar o crescimento pois afetam os mecanismos de fixagdo de carbono (RAS et al., 2013).
Enquanto que temperaturas maiores que 35 °C podem ser letais para algumas espécies
(BARSANTI; GUALTIERI, 2014) pois reduzem a solubilidade do CO; e inibem a atividade
metabolica de microalgas. No entanto, espécies de Chlorella sdo capazes de crescer em
temperatura de até 42 °C (RAZZAK et al., 2013).

A temperatura média nos ensaios outdoor observada durante a noite foi 20,6 °C e
durante o dia 38,4°C. Nos ensaios indoor a temperatura foi mantida a 25 °C, baseada em estudos
prévios de adsorcdo e dessor¢do de CO2 pelas nanofibras poliméricas 10% PAN com 4%
NPsFe203, onde verificou-se que temperatura mais baixa favoreceu a solubilidade do gas CO:
no meio liquido. No entanto, apesar da maxima temperatura observada nos ensaios outdoor, as
temperaturas mais baixas observadas na fase clara (Figura 5a) devem ter favorecido a adsor¢éo
do CO- nas nanofibras, e posteriormente a dessorgéo, visto que nos ensaios outdoor com as
nanoestruturas houve maior biofixacéo do gés.

Quanto a luminosidade, este fator € importante para o processo de fotossintese no
crescimento de microalgas. Durante a fotossintese, os produtos das reacdes da fase clara, ATP
e NADPH, sé&o usados para fixar CO2 pela enzima rubisco no ciclo de Calvin. Como as
moléculas de ATP e NADPH sdo fornecidas a partir de reacdes dependentes da luz, deve haver

adequado fornecimento de luminosidade. Condigdes com baixa luminosidade levam a redugéo
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na concentracdo de biomassa e fixacdo de CO>. Por outro lado, altas intensidade de luz podem
levar a fotoinibicdo e também reduzir a fixacdo do gas (CHEAH et al., 2015; MORALES;
SANCHEZ; REVAH, 2018;). De acordo com Schuurmans et al. (2015), o nivel étimo de
intensidade luminosa para a maioria das espécies microalgais € cerca de 200-400 umolfstons M
2 51, Neste estudo os cultivos foram mantidos a 41,6 pmoltsonsm™ s nos ensaios indoor e,
média dos perfis de luminosidade nos ensaios outdoor de aproximadamente 700 pmolsstons M
s’ (Figura 4b). Além disso, os ensaios indoor foram mantidos na fase clara por 12 h, e nos
ensaios outdoor o periodo da fase clara em torno de 14h em funcdo das condi¢gdes ambientais
da luz do dia. Em ambos ensaios indoor e outdoor com adicéo das nanofibras 10% PAN/DMF
com 4% NPsFe>O3 houve crescimento microalgal satisfatorio, entretanto, 0s ensaios outdoor
realizados com maior luminosidade apresentaram maiores produtividades de biomassa e taxas
de biofixacdo de CO.. Mata, Martins e Caetano (2010) relataram que o cultivo de microalgas
com 222 umolssons M2 s de intensidade por 12 h claro com a luz do dia produziu maior
rendimento de biomassa, enquanto que a biomassa diminuiu quando a intensidade da luz foi

reduzida.

Figura 5 - Temperaturas minimas: (o) no meio do cultivo, (00) no ambiente; temperaturas
maximas: (@) meio de cultivo, (m) no ambiente (a) ¢ luminosidade (b) em funcdo do tempo
dos cultivos outdoor de Chlorella fusca LEB 111 com e sem nanofibras poliméricas
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A estequiometria da fotossintese permite que 1,0 g de biomassa produzida utilize 1,8 g
de CO2 (ROSA et al., 2019). De acordo com as condi¢Bes Otimas desse estudo quanto a

disponibilidade de luz e fotobiorreator adequado, em conjunto com a adi¢do das nanofibras aos
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cultivos, a Emax obtida nos ensaios outdoor com nanofibras (33,1% m m™ ou 0,331 QGbiomassa
geoz?, que é igual a 3,02 gcoz Ohiomassa —) indica que houve maior quantidade de CO; assimilado
(68% m m™*) por grama de biomassa microalgal, mostrando que o metabolismo das microalgas
foi mais pronunciado do que nos ensaios sem nanofibras.

O cultivo de microalgas utilizando CO2 como fonte de carbono além de influenciar o
crescimento, pode também afetar o metabolismo desses micro-organismos em relacdo a
composicao quimica da biomassa (KASSIM; MENG, 2017). Quanto ao contetdo de proteinas
produzida pela microalga Chlorella fusca LEB 111, nos cultivos indoor a maxima concentracao
foi obtida nos ensaios sem nanofibras (Tabela 2). Nos cultivos outdoor, a concentragdo de
proteinas ndo diferiu significativamente entre os ensaios com 0,1 g L™ de nanofibras e sem

nanofibras, sendo obtido o maior teor da macromolécula nesses ensaios.

Tabela 2 - Composicao da biomassa de Chlorella fusca LEB 111 em cultivos indoor e
outdoor com nanofibras 10% PAN/DMF com 4% NPsFe,Os.

Nanofibras (g L)  Proteinas (%, mm®)  Carboidratos (%, m m?) Lipidios (%, m m™)

Indoor
0 38,7+0,4 2~ 22.8+<0,1 b€ 29,740,128
0,1 32,7+0,4 B 22,5+1,7 bC 28,5+0,7°C
0,3 32,3+1,5b8 29,4+0,4 2B 27,9+1,1 bC
0,5 23,0+0,2 ¢ 27,1+<0,1 2B 32,3+0,9 2B
Outdoor
0 31,740,2 2BC 34,8+0,7 @A 31,0+1,2 ¢B
0,1 28,142 3 a.CD 29,0+0,3 0B 35,2+1,4 bcB
0,3 23,4+0,6 ©F 29,2+1,3 b8 41,9+0,9 @A
0,5 24,7+0,1 ¢PE 26,5+1,7 PBC 47 743,434

Médias + desvio padrdo. Letras mailsculas na mesma coluna comparam todos os cultivos. Letras minudsculas na
mesma coluna comparam somente os cultivos indoor ou outdoor. Letras diferentes na mesma coluna indicam que
as médias diferem significativamente, com um nivel de confianca de 95% (p>0,05).

Entre os ensaios indoor, as concentragdes de carboidratos foram maiores nos cultivos
com 0,3 e 0,5 g L™ de nanofibras (Tabela 2). Isso pode ter ocorrido pois a enzima rubisco age
sobre o CO> transformando-o nos precursores de carboidratos acumulados inicialmente como
reserva de energia, e que sdo utilizados para o crescimento e metabolismo celular (ZHAQO; SU,

2014). Além disso, as nanofibras utilizadas como adsorventes fisicos do CO. podem ter
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intensificado esse efeito devido aos mecanismos de adsorcao e dessor¢do do gas no meio de
cultivo ou por gerar uma condigdo de estresse. Vaz et al. (2019), também obtiveram maiores
concentracdes de carboidratos no cultivo de Chlorella fusca LEB 111 com nanofibras
polimericas 10% PAN/DMF com 4% NPsFe203, onde o maior valor obtido foi 2,3% maior que
o cultivo sem nanofibras. Neste estudo houve aumento de 29% m m™ em relagdo ao ensaio sem
nanofibras. Nos ensaios outdoor, o maior teor de carboidratos (p<0,05) foi obtido no cultivo
sem nanofibras.

A concentracdo de lipidios obtida nos ensaios indoor ndo foi significativamente
influenciada pelos tratamentos com nanofibras. Nos ensaios outdoor a producdo de lipidios
aumentou significativamente (p<0,05) no cultivo de Chlorellacom 0,3 e 0,5 g L™ de nanofibras,
onde houve aumento de cerca 10,9 e 16,7%, respectivamente, em relacdo a concentracdo de
lipidios do ensaio sem nanofibras. De acordo com Zhao e Su (2014), a conversao de carbono
em componentes da biomassa microalgal esta diretamente relacionada aos parametros de
cultivo, como a concentragcdo de CO», temperatura, luminosidade e pH. Khalil et al. (2010)
relataram que o pH 6timo pode aumentar o rendimento de biomassa e o teor de lipidios
simultaneamente e, de acordo com Zhang et al. (2016) condicGes alcalinas sdo as mais
favoraveis para aumentar o acimulo de lipidios em microalgas. Segundo Daliry et al. (2017) a
taxa maxima de crescimento e producao de lipidios pela cepa de Chlorella vulgaris ocorreram
nos cultivos com maiores intensidades luminosas. Essas varidveis (pH mais alcalino e alta
luminosidade) foram observadas nos ensaios outdoor e, devem também ter contribuido para
maior producdo de lipidios.

O aumento na concentracdo lipidica pode ser obtido também devido a condicdes de
estresse como a limitacdo de nutrientes especificos, ou por adi¢do de fator externo. Neste caso,
as nanofibras adsorventes podem ter induzido estresse ao cultivo microalgal e isto pode ter
contribuido com o aumento da producdo lipidica. Além disso, quando o nitrogénio é reduzido
no cultivo ocorre 0 acumulo de compostos ricos em carbono sob a forma de lipidios e/ou
carboidratos (PAES et al., 2016). Isto pode ter ocorrido neste estudo, visto que nos ensaios onde
obteve-se mais proteina (sem nanofibras indoor) havia maior quantidade de nitrogénio em
relacdo ao carbono comparando aos ensaios outdoor que apresentaram maior acimulo CID e,
consequentemente, a relagao nitrogénio/ carbono foi menor.

A maximizacdo do teor de carboidratos na biomassa de Chlorella fusca LEB 111
cultivada indoor com 0,3 € 0,5 g L™ de nanofibras como adsorventes fisicos de CO,, direcionam
a producéo para obtencdo de biocombustiveis como o bioetanol. Nesse caso, poderia ser

utilizada menor concentragdo de nanofibras (0,3 g L™), visto que ndo houve diferenca
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significativa (p>0,05) em relagdo ao ensaio com 0,5 g L%, e visando reduzir os custos com esses
nanomateriais. Comparando os ensaios indoor e outdoor, a biomassa microalgal apresentou
maior quantidade de lipidios nos cultivos outdoor de Chlorella fusca LEB 111 com 0,3e 0,5 ¢
L de nanofibras adsorventes. Confirmando que a melhor alternativa econdmica seria a
utilizacdo de menos nanofibras e, nesse caso, a biomassa pode ser utilizada para obtencgéo de
biodiesel. A producéo de biodiesel a partir de microalgas com 30% m m de lipidios é 49, 341,
22 e 10 vezes maior do que a produzida a partir de canola, milho, soja e dendg, respectivamente
(SINGH; GU, 2011). Assim, a utilizacio de 0,3 g L™ de nanofibras poliméricas como
adsorventes fisicos de COz no cultivo de Chlorella fusca LEB 111 pode tornar a microalga

matéria-prima promissora para a producéo de biocombustiveis de alto valor agregado.

4 CONCLUSAO

O efeito das nanofibras poliméricas 10% PAN/DMF com 4% NPsFe,O3 como
adsorventes fisicos de CO> foram mais intensos nos cultivos outdoor, onde promoveram maior
acumulo de carbono inorganico dissolvido e eficiéncia de uso do CO». O ensaio outdoor com
0,1 g L de nanofibras poliméricas foi a melhor condi¢do para maxima produtividade de
biomassa (143,9 mg L d!) e biofixacio de CO2 (270,6 mg L™ d1), sendo igual estatisticamente
ao ensaio outdoor com 0,3 g L onde foram obtidas as maiores taxas de produtividade (165,4
mg L d?) e de biofixacdo (310,9 mg L d), mas com a vantagem de reducdo dos custos
devido a utilizacdo de menor quantidade de nanofibras. No entanto, visando a obtencdo de
maior quantidade de macromoléculas, a melhor condigdo outdoor para cultivo é com 0,3 g L
de nanofibras visto que aumentou a producdo de lipidios em 10,9%, em relacdo ao ensaio sem
nanofibras. Assim, a utilizacdo de nanofibras poliméricas no cultivo outdoor de C. fusca LEB
111 foram promissoras para aumentar a biofixagdo de CO> e apresentam grande potencial para
producdo de biocompostos para aplicacdo em biocombustiveis. Além disso, esses cultivos
podem tornar a producéo de microalgas utilizando as nanofibras adsorventes mais sustentavel,
pela reducédo dos custos com energia e pelo curto periodo para obtencdo de biomassa com maior

eficiéncia do uso do CO», comparando a ensaios sem as nanoestruturas.
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CONCLUSAO GERAL

Nanofibras poliméricas 10% (m v) PAN/ DMF com e sem NPsFe;O3 foram produzidas
pela técnica de electrospinning. A adicdo de 4% (m v!) de NPsFe;O3 as nanofibras reduziu o
diametro (434 nm), aumentou a porosidade (0,044 cm® g!) e a area de superficie especifica
(13,8 m? g}) e, consequentemente houve maior capacidade de adsorcéo de CO, (164,2 mg g),
em comparacdo as nanofibras sem nanoparticulas. Os cultivos por 5 dias de Chlorella fusca
LEB 111 com as nanofibras 10% (m v'*) PAN/ DMF com 4% (m v'!) de NPsFe;Os dispostas
livres no meio de cultivo, promoveram melhores resultados cinéticos e de biofixacdo do CO»
pela microalga, em comparagéo aos cultivos com as nanofibras retidas.

Nos cultivos por 15 dias com 0,1 g L' de nanofibras houve aumento de
aproximadamente 3 vezes no acimulo de CID (46,6 mg L), comparando ao ensaio sem
nanofibras. Neste ensaio com 0,1 g L de nanofibras obteve-se maior taxa de biofixacdo de
CO2 de 89,2 mg L™, sendo igual estatisticamente ao ensaio com 0,3 g L de nanofibras (91,7
mg L d1), entretanto, com a vantagem de reducdo dos custos devido a utilizagido de menor
concentracdo de nanofibras. A adi¢do das nanoestruturas aos cultivos nao reduziram a producéo
das macromoléculas, e com 0,1 g L de nanofibras foi obtida maior producio de carboidratos
(26,8%).

O efeito das nanofibras poliméricas 10% PAN/DMF com 4% NPsFe,O3 como
adsorventes fisicos de CO2 nos cultivos outdoor com 0,1 e 0,3 g L™ de nanofibras poliméricas
apresentaram maximas produtividades de biomassa (143,9 e 165,4 mg L™ d*%, respectivamente)
e taxa de biofixac&o de CO, (270,6 e 310,9 mg L d%, respectivamente). Quanto & composicao
da biomassa microalgal, o cultivo outdoor com 0,3 g L de nanofibras aumentou em 10,9% a
producdo de lipidios, em relacdo ao cultivo sem nanofibras. Assim, visando alem de aumentar
a biofixagdo de CO> também obter maior producéo de macromoléculas, a melhor condigéo de
cultivo seria o outdoor com 0,3 g L™ de nanofibras poliméricas 10% PAN/ DMF com 4%
NPsFe,O3 como adsorventes fisicos de COs.

Dessa forma, o desenvolvimento dessa nova tecnologia de nanofibras poliméricas com
nanoparticulas para aplicacdo como adsorventes fisicos de CO2 no cultivo de microalgas tem
potencial promissor para aumentar a biofixacdo de gas, visto que aumenta a quantidade de
carbono inorgéanico dissolvido e o tempo de contato entre 0 CO2 e 0 micro-organismo. Assim,
as nanoestruturas adsorventes além de maximizar a fixacdo do gas, também promovem o
aumento da producédo de biocompostos (carboidratos e lipidios) que podem ser aplicados para

producdo de biocombustiveis e/ou biopolimeros.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Aplicar as nanofibras poliméricas 10% PAN/ DMF como adsorventes fisicos de CO2 no
cultivo da microalga Spirulina sp. LEB 18;
e Avaliar se ocorre a degradabilidade e/ou consumo das nanofibras pelas microalgas;

e Realizar cultivos semicontinuos outdoor utilizando as nanofibras poliméricas

adsorventes.
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Figura Al - Nanofibras com 5% (m v'*) de PAN/ DMF

Figura A3 - Nanofibras poliméricas com biomassa microalgal adsorvida ao final dos cultivos




