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CAPITULO 1






RESUMO GERAL

O efeito estufa tem se intensificado durante as ultimas décadas e um dos principais fatores que
contribuem para isso ¢ a constante emissdo de dioxido de carbono (CO2) na atmosfera. As
microalgas apresentam capacidade de fixacdo de CO, em sua biomassa, de forma que diversos
estudos vém sendo conduzidos a fim de aprimorar sua taxa de consumo para mitigar maiores
concentracgoes deste gas. Nanofibras poliméricas adsorventes de CO; ja se mostraram eficientes
quando inseridas em cultivos microalgais de forma que adsorvem o gas em sua estrutura € os
liberam gradualmente para consumo pelas microalgas. Entretanto, além de incorporarem
biomassa do meio, as nanofibras possuem limitacdo da capacidade de adsor¢do de CO;. Dessa
forma, o objetivo deste estudo foi promover o incremento da fixagdo de CO> por meio da
renovagdo de nanofibras poliméricas no cultivo da microalga Chlorella fusca LEB 111, bem
como estabelecer um novo potencial tecnoldgico para preservacao de células microalgais por
meio da aplica¢do de nanofibras poliméricas. A renovacdo das nanoestruturas nos cultivos foi
realizada no 7° dia e no 15° dia isoladamente, bem como com renovag¢dao dupla nos
7° e 15° dia. Os maiores valores de concentracio de biomassa (2,53 g L) e taxa de biofixacio
de COz (141,5 mg L' d'!) foram obtidos no cultivo com dupla renovacio, sendo 21,6% e 23%
superiores quando comparado aos cultivos sem renovagdo de nanofibras poliméricas. Para o
estudo da preservacdo das células microalgais, dois métodos foram empregados: inoculag¢do das
células microalgais aderidas as nanofibras em novo cultivo e remog¢do das células das
nanofibras com posterior inoculacdo em novo cultivo. Para isso, as nanofibras foram inseridas
no cultivo microalgal a fim de adsorverem biomassa e apds 30 dias foram retiradas do cultivo
para serem utilizadas no método. Os resultados desse estudo comprovaram que tanto as células
microalgais aderidas as nanofibras quanto as removidas foram capazes de crescer e se
desenvolver quando inoculadas em novo cultivo sem sofrerem injuria. A concentracdo de
biomassa do cultivo com células aderidas as nanofibras foi 1,67 g L ao final do 30° dia e a
concentracio do cultivo com células removidas foi 1,10 g L™ ao final do 5° dia. Dessa forma,
constatou-se que a renovagao de nanofibras no cultivo favoreceu o incremento da taxa de
biofixagdo de CO2, sendo esse um processo importante para amenizar a intensifica¢ao do efeito
estufa. Além disso, ao serem retiradas dos cultivos, as nanofibras ainda demonstram valor
devido ao potencial de utilizagdo como método de preservagao de células microalgais, abrindo
um novo ramo de estudo necessario para a microbiologia.

Palavras-chave: Adsor¢cdo. Didxido de carbono. Electrospinning. Nanotecnologia.

Preservacdo de microalgas. Armazenamento.






NANOFIBERS IN MICROALGAL CULTIVATION TO INCREASE CO: FIXATION
AND PIONEERING MICROALGAE PRESERVATION TECHNOLOGY

ABSTRACT GERAL

The greenhouse effect has intensified over the last decades and one of the main factors
contributing to this is the constant emission of carbon dioxide (CO) into the atmosphere.
Microalgae can fix CO; in their biomass, so several studies have been conducted to improve
their consumption rate to mitigate higher concentrations of the gas. Polymeric nanofibers that
adsorb CO; have already shown to be efficient when inserted in microalgal cultures in a way
that they adsorb the gas in its structure and gradually release it for microalgae consumption.
However, in addition to incorporating biomass from the medium, nanofibers have maximum
CO; adsorption capacity. Thus, the objective of this study was to promote the increase of CO2
fixation by microalgae through the renewal of polymeric nanofibers in the cultivation of the
microalgae Chlorella fusca LEB 111, as well as to establish a new technological potential for
the preservation of microalgal cells through polymeric nanofibers. The renewal of
nanostructures in cultures was carried out on the 7th and 15th days separately, as well as with
double renewal on the 7th and 15th days. The highest values of biomass concentration and CO>
biofixation rate (2.53 g L' and 141.5 mg L' d!) were obtained in cultivation with double
renewal, being 21.6% and 23% higher than cultivation without renewal. To study the
preservation of microalgal cells, two methods were used: inoculation of microalgal cells
adhered to the nanofibers in a new culture and removal of the cells from the nanofibers with
subsequent inoculation in a new culture. For this, the nanofibers were inserted in the microalgal
culture to adsorb biomass and were removed on the 30th day of culture to implement the
method. The results of this study proved that both the microalgal cells adhered to the nanofibers
and those removed were able to grow and develop when inoculated into a new culture without
suffering an injury. The biomass concentration of the culture with cells adhered to the
nanofibers was 1.67 g L'! at the end of the 30th day of cultivation and the concentration of the
culture with cells removed was 1.10 g L' at the end of the 5th day of cultivation. Thus, it was
found that the renewal of nanofibers in cultivation favored the increase in the rate of CO>
biofixation, which is an important process to mitigate the intensification of the greenhouse
effect. In addition, when removed from cultures, nanofibers still show value due to their
potential use as a method of preserving microalgal cells, opening a new branch of study
necessary for microbiology.

Keywords: Adsorption. Carbon dioxide. Electrospinning. Nanotechnology. Preservation of

microalgae. Storage.






19

1 INTRODUCAO GERAL

As microalgas apresentam elevada capacidade de fixagao biologica de dioxido de
carbono (CO») e, por esse motivo, tem se destacado dentre as técnicas utilizadas para reduzir a
concentragdo desse gas na atmosfera (BRAGA et al., 2019; COSTA; MORAIS, 2011; YUSUF
et al., 2020). O CO; emitido para a atmosfera contribui para o agravamento de diversos
problemas ambientais, principalmente no setor agricola devido a mudanga no clima terrestre
(IPCC, 2018; WIEBE; ROBINSON; CATTANEO, 2019). Sendo assim, ¢ necessario o
desenvolvimento de novas tecnologias que visam a reducdo da concentracdo de CO: na
atmosfera. Vaz et al. (2019), obtiveram maiores taxas de fixagao de COz no cultivo de Chlorella
fusca LEB 111 ap0s inserirem nanofibras poliméricas adsorventes do gas no cultivo. Os autores
explicam que a composicdo polimérica das nanofibras, bem como algumas de suas
caracteristicas como a alta porosidade e elevada area superficial, contribuem para obtencao de
carater adsorvente. Dessa forma, ao serem inseridas nos cultivos, as nanofibras adsorvem o CO»
em sua estrutura e liberam gradualmente, aumentando assim, a fixacdo do gas pelas microalgas
(DING; YU, 2014; HEO et al. 2019; LUOH; HAHN, 2006; VAZ; COSTA; MORAIS, 2019).
Entretanto, as nanofibras inseridas no cultivo apresentam taxa maxima de adsor¢do do gas, além
de adsorverem também biomassa e compostos do meio (VAZ; COSTA; MORAIS,2019a).
Nesse caso, pensando em aumentar a disponibilidade de CO» para consumo pelas microalgas,
este trabalho visa a renovacao das nanofibras no cultivo. Dessa forma, as nanofibras saturadas
presentes no cultivo podem ser substiuidas por novas nanofibras.

Entretanto, as células microalgais aderidas as nanofibras nao haviam sido estudadas
e poderiam apresentar potencial de crescimento quando inseridas em novo cultivo, contribuindo
para a reducdo de residuos e para o desenvolvimento de uma técnica pioneira de preservagao
de microalgas. A preservagao de micro-organismos ¢ uma pratica rotineira nos laboratorios de
microbiologia, que vem sendo pouco explorada e limitados trabalhos abordam protocolos
inovadores de conservacao de células (SOLA et al., 2012). As nanofibras poliméricas possuem
caracteristicas que facilitam sua utilizagdo como agente de preservacdo de micro-organismos.
Dentre essas caracteristicas, destaca-se a protecdo fisica contra agentes de frio, calor e
ressecamento que as nanofibras podem proporcionar as células microbianas, a funcionalidade
ajustavel, a alta area superficial em relagdo ao volume e a elevada porosidade que conferem
poder adsorvente e encapsulante as nanofibras (DING; YU, 2014; LIU; WANG; ZHANG,
2017). Assim, a utilizagdo de nanomateriais na preservacdo de micro-organismos pode

apresentar diversas vantagens frente aos métodos tradicionais. Dentre as vantagens destaca-se
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a manutengdo metabolica das células, a qual favorecida pela adsor¢ao de biocompostos do meio
de cultivo, bem como a utilizagdo de pequenos espacos para armazenamento e redugdo de
custos.

Neste contexto, visando incrementar o conhecimento cientifico na area de
biofixacdo microalgal de CO», o presente trabalho complementa o que vem sendo estudado em
projetos do Laboratério de Engenharia Bioquimica (LEB) e Microbiologia e Bioquimica
(MIBI). Além disso, esse estudo pode contribuir como solug¢ao para amenizar o efeito estufa e
suas consequéncias ao mundo. O estudo da preservacao de microalgas pelas nanofibras agrega
uma nova linha de pesquisa aos laboratorios LEB e MIBI e contribui para o desenvolvimento

de novas tecnologias inovadoras de armazenamento de células.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi promover o incremento da fixagdo de CO»
por meio da renovagao de nanofibras poliméricas no cultivo da microalga Chlorella fusca LEB
111, bem como estabelecer um novo potencial tecnologico para preservacdo de células

microalgais por meio da aplica¢do de nanofibras poliméricas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a influéncia da renovagao das nanofibras ao longo do cultivo de Chlorella fusca
LEB 111 quanto a taxa e eficiéncia de fixacdo de CO», producdo de biomassa e produgdo
de macromoléculas;

e Estudar o potencial da viabilidade das células aderidas as nanofibras em novo cultivo

microalgal a fim de observar se apresentam capacidade de crescimento e desenvolvimento.






CAPITULO 11
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 NANOFIBRAS POLIMERICAS

Nanofibras poliméricas sdo estruturas com diametro em escala nanométrica, que
possuem diversas aplicagdes tais como em dispositivos de filtracdo, em desenvolvimento de
sensores ¢ de embalagens e aplicagdes eletronicas (KUNTZLER et al., 2018a;
RAMAKRISHNA et al., 2005). Essas nanoestruturas tém sido estudadas por apresentarem
propriedades como elevada elasticidade, alta porosidade e resisténcia mecanica (HUANG et al.,
2003; KUNTZLER et al.,, 2018a; RAMAKRISHNA et al., 2006). Outra caracteristica
importante que as nanofibras apresentam ¢ a elevada area superficial relativa ao volume que
permite maior superficie de contato e reatividade do material (KUNTZLER et al., 2018a).
Kuntzler et al. (2018a) exemplificam que 1g de nanofibras poliméricas com didmetro de 100
nm podem apresentar cerca de 10 m? de 4rea superficial.

As nanofibras podem ser produzidas com diferentes polimeros que podem ser
naturais, tais como a quitosana (KUNTZLER; COSTA; MORAIS, 2018), quitina (SONG et al.,
2019), 4cido hialurénico (SEON-LUTZ et al., 2019), fibrina (BACAKOVA et al., 2018),
celulose (SETHI et al., 2018), colageno (JHA et al., 2011) e poli (hidroxibutirato) (KUNTZLER
et al., 2018b), bem como polimeros sintéticos como o 6xido de polietileno (PEO) (LIU; ZUO,
2018), poliamida (PA) (KOLSKA et al., 2018), poliacrilonitrila (PAN) (VAZ; COSTA;
MORALIS, 2019), acido polivinilico (PVA) (OJAGHI et al., 2019), poli (4cido latico) (PLA)
(KOOSHKI et al., 2019) e policaprolactona (PCL) (ANDRADY, 2008; HU; LIN; HONG,
2019).

3.2 PRODUCAO DE NANOFIBRAS PELA TECNICA DE ELECTROSPINNING

A técnica mais estabelecida para a producdo das nanofibras € o electrospinning,
devido a elevada reprodutibilidade, bem como possibilidade de aumento de escala do processo
(RAMAKRISHNA et al., 2005). Além disso, esse método também manipular as condi¢gdes do
processo de forma a controlar a dimensao e morfologia das nanofibras (NAYAK et al., 2012).
A Figura 1 apresenta o desenho esquematico que ilustra a técnica de electrospinning, cujo
equipamento ¢ composto por um recipiente, o capilar, dois eletrodos e o coletor condutor
aterrado (KUNTZLER et al., 2018a; RAMAKRISHNA et al., 2005).

No processo de producdo das nanofibras, o recipiente que contém a solucao

polimérica ¢ submetido a bomba de deslocamento positivo, que o comprime, fazendo com que
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seu contetdo seja escoado pelo capilar em taxa constante (Figura 1). Esse processo contribui
para a formagdo de pequenas gotas na ponta do capilar, que possuem valor critico de tensao
superficial. Quando o campo elétrico gerado pelos eletrodos supera esse valor, obtém-se um
jato polimérico que se ajusta em estrutura denominada cone de Taylor (DOSHI; RENEKER,
1995). Dessa forma, o jato ¢ ejetado em forma de hélice, fazendo com que a fibra seja alongada
e, consequentemente, o didmetro diminuido até que atinja o coletor (DOSHI; RENEKER, 1995;
RAMAKRISHNA et al., 2005).

Figura 1 - Esquema ilustrativo da técnica de electrospinning

Solugiio polimérica

PN

T Alto potencial elétrico
Nanofibras

/ /{oletor

O electrospinning ¢ uma técnica que tem sido amplamente estudada e, por isso
equipamentos que permitem a producdo de nanofibras em larga escala vem sendo
desenvolvidos. Exemplos mais relatados na literatura sdo os equipamentos com multi-bocais
(multi-nozzle), que possuem numerosos capilares (KIM et al., 2015; KIRICHENKO et al.,
2010), bem como os free liquid surface, o qual origina multiplos jatos gerados a partir do liquido
eletrizado (BAZBOUZ; RUSSELL, 2018; PETRIK, 2011). O maior didmetro, presenca de
granulos e defeitos na superficie das nanofibras sdo algumas caracteristicas que podem ocorrer
caso as condigdes do processo de electrospinning tais como as propriedades da solugao,
variaveis do processo e as condi¢des ambientais ndo forem corretamente controladas. A Tabela

1 apresenta os principais parametros que afetam a produgao de nanofibras.

3.3 NANOFIBRAS ADSORVENTES DE CO

Técnicas que visam realizar a captagdo de CO, como a absor¢do quimica, destilacao

criogénica, adsor¢do e separacdo por membrana ja foram propostas (BRUNETTI et al., 2010;
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CHOI; DRESE; JONES, 2009). Entretanto, a captura do CO; por adsor¢ao apresenta vantagens
frente aos outros processos, como o baixo consumo de energia, facil regeneragdo do adsorvente,
bem como nado produz subprodutos poluentes (HONG et al., 2014). As caracteristicas ideais
para os adsorventes de CO; sdo: elevada area superficial com locais ativos na superficie,
microporos € mesoporos bem definidos, excelente resisténcia quimica e estabilidade térmica
(GRACIA-ESPINO et al., 2012; HONG et al., 2014). Dessa forma, as nanofibras de carbono
vém sendo consideradas promissoras para aplicacdo como adsorventes de CO», uma vez que

esses nanomateriais apresentam essas caracteristicas (HONG et al., 2014).

Tabela 1- Pardmetros que afetam as caracteristicas das nanofibras

Parametros Propriedades
Viscosidade
Condutividade
Solucao Tensdo superficial

Massa molar do polimero

Concentragdo do polimero

Distancia do capilar ao coletor
Taxa de alimentacao
o Potencial elétrico
Variaveis do processo .
Geometria do coletor
Composicao do coletor

Diametro do capilar

_ Umidade relativa
Ambiente
Temperatura

Fonte: Adaptado de KUNTZLER et al. (2018)

Meng e Park (2010) avaliaram o efeito do tratamento térmico na ativacdo de
nanofibras de grafite com hidroxido de potassio (KOH) na adsor¢ao de CO». Ao realizar as
isotermas de adsor¢do de CO., os autores observaram que as nanofibras expostas ao
aquecimento de 900 °C apresentaram melhor capacidade de adsor¢do de CO2 com valores de
1,35 mmol g!' a 25 °C e 1 bar. Zainab et al. (2018) estudaram nanofibras de poliestireno (PS)/
poliuretano (PU) funcionalizadas com amina, no qual as nanofibras apresentaram resultados de
adsor¢dio de CO, de 1,64 mmol g a 40 °C. Em outro estudo, Heo et al. (2019) sintetizaram

nanofibras compdsitas de PAN/ fluoreto de polivinilideno (PVDF) para aplicacdo na adsorc¢ao
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de COaz. Os autores realizaram processo de carbonizacdo das nanofibras a 900 °C e posterior
ativagdo a vapor e obtiveram desempenho de captacdo de CO2 na ordem de 2,21 mmol g,
quando submetidas a 1 bar e 25 °C. Vaz, Costa e Morais (2019a) desenvolveram nanofibras de
PAN contendo 4% de nanoparticulas de ferro. Ao determinar a isoterma de adsor¢cao de CO;
pelas nanofibras, os autores obtiveram capacidade de 26,12 mmol g"! de adsor¢do maxima desse

gasa20°Ce 1 bar.
3.4 MICROALGAS E FIXACAO DE CO;

As microalgas sdo as maiores contribuintes para redu¢do do CO> na atmosfera, pois
sdo responsaveis por aproximadamente 40% da fotossintese global (JOHANSEN, 2012). O
processo de fotossintese (Figura 2) ocorre em duas fases distintas dentro dos cloroplastos,

denominadas fotoquimica e quimica (CHEAH et al., 2015).

Figura 2 — Processo de fotossintese em micro-organismos fotoautotroficos
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Fonte: Adaptado de Iverson (2006) e Zhao e Su (2014)

A fase fotoquimica ¢ a primeira fase da fotossintese e ¢ responsavel pela captura da
energia luminosa pelos fotossistemas I e II. Além disso, nesta fase ocorre a geragao de elétrons
energizados pela quebra de moléculas de 4gua (H2O) produzindo energia quimica na forma de
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), adenosina trifosfato (ATP) e oxigénio
(O2) como subproduto. A fase quimica utiliza a energia gerada na fase anterior para converter
o carbono inorganico proveniente do CO2 em moléculas organicas. Esse processo ocorre com

auxilio da enzima ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase (RuBisCo) no ciclo de Calvin
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Benson (NABORS, 2012), de maneira que o CO2 ¢ convertido a glicose (CAMPBELL;
FARRELL, 2007). Dessa forma, devido a combustdo ser o inverso da fotossintese, pois
consome O, produz H>O e libera CO, em excesso para a atmosfera, a mitigagao deste gas gera
processo ciclico pois requer continuo processo de fotossintese (COSTA et al., 2019).

Diferentes fontes de CO2 podem ser utilizadas no cultivo de microalgas tais como:
COz atmosférico, de exaustdo industrial (KIM; OTIM, 2019) e na forma de carbonatos soluveis
(ARANA; GUDE, 2018). Para isso, apesar de ser utilizado ar atmosférico nos cultivos, a baixa
concentragcdo de CO2 em sua composic¢ao (cerca de 0,03 a 0,06% de CO»), limita o crescimento
das microalgas. Neste contexto, como o carbono representa a maior parcela de custos em
nutrientes e ¢ fonte essencial ao crescimento de microalgas, os cultivos realizados com inje¢ao
de gases de combustdo visando a mitiga¢do de carbono merecem destaque (SYDNEY et al.,
2019; VAZ et al., 2019; YADAV; SEM, 2017).

A Tabela 2 apresenta resultados das taxas maximas de biofixacao de CO2 (TB CO»
max) por microalgas, obtidas em alguns estudos, bem como a concentragdo do gas utilizada,

periodo de injecdo e vazao especifica de alimentacdo nos reatores.

3.4.1 Condigoes para o cultivo microalgal

Um dos fatores limitantes para o crescimento e composi¢ao da biomassa microalgal
¢ a fonte de carbono a ser fornecida durante o cultivo, pois cerca de 50% da composi¢do das
microalgas correspondem a esse elemento (BILAD; ARAFAT; VANKELECOM, 2014;
MORALIS et al., 2019). Nesse contexto, o pH nos cultivos ¢ outro fator importante, pois
determina a concentracdo relativa das espécies de carbono disponiveis no meio (LAYCOCK et
al., 2013). Quando o pH do cultivo se encontra abaixo de 6,5, o consumo de carbono na forma
de CO; ¢ favorecido. O pH entre 6,5 e 10,5, mais encontrado em cultivo microalgal, favorece a
disponibilidade da molécula de bicarbonato e acima deste valor de pH, o carbonato prevalece
(GROBBELAAR, 2013).

Outro parametro importante a ser considerado no cultivo de microalgas ¢ a
intensidade luminosa. Quando nao ha limitacao de nutrientes no cultivo, conforme a intensidade
luminosa aumenta, a fotossintese aumenta até que a taxa de crescimento especifica maxima da
microalga seja atingida. Entretanto, a alta incidéncia luminosa pode gerar sobrecarga de elétrons
que, quando em excesso, reage com a dgua originando compostos toxicos as células que causam

a fotoinibicao (CHAUTON et al., 2013).
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Tabela 2 — Taxas de fixacdo de CO., vazdo e periodo de alimentagdo de diferentes
concentragdes de CO2 no cultivo de microalgas

Injecao de CO:2 Modo de TB CO:2 max
Microalga Referéncia
(mLco2/ mLmeiod)  injecio (mg L1 d)

Chae, Hwang e

Euglena gracilis 432 Continuo 382
Shin (2006)
Scenedesmus 15 min / Morais e Costa
432 263
obliquus 2h (2007a)
Scenedesmus
4,32 Continuo 3793 Ho et al. (2011)
obliquus
Moraes et al.
Spirulina sp. 0,14 2min/h 209,6
(2016)
. Rosa, Morais e
Chlorella fusca 0,36 lmin/h 2273
Costa (2018)
Chlorella fusca Rosa, Morais e
0,36 I min/h 275,8
LEB 111 Costa (2019)

Fonte: Modificado de Morais et al. (2019)

O metabolismo das células também sofre influéncia da temperatura, principalmente
na fase escura da fotossintese, onde a taxa de respiragdo aumenta de acordo com o aumento da
temperatura (RICHMOND; HU, 2013). Dessa forma, conforme a temperatura do cultivo
aumenta até o ponto 6timo, a producdo de biomassa pelas microalgas eleva-se de forma
exponencial. Apds a temperatura ultrapassar o ponto 6timo, ideal para o cultivo e dependente
de cada espécie microalgal, a concentragdo da cultura entra em declinio devido a morte celular
(RAS; STEYER; BERNARD, 2013).

Para a realizacdo dos cultivos microalgais, tanto sistemas abertos quanto fechados
podem ser utilizados, de forma que ambos podem ser alocados indoor ou outdoor (KIM; OTIM,
2019). O cultivo outdoor esta predisposto as alteragdes do clima, luz e temperatura do ambiente,
enquanto os sistemas alocados indoor possuem como beneficio o controle sobre as condi¢des
fisico-quimicas durante os cultivos, podendo otimizar sua produtividade. Nos cultivos abertos
sd0 necessarios os controles da temperatura no meio liquido, da contaminagao por outros micro-
organismos e da evaporacdo da dgua. Dessa forma, apesar do cultivo aberto ser mais facil de

construir e operar, os cultivos fechados permitem melhor resisténcia a contaminagao, facilidade
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na coleta de amostras, menor perda por evaporagdo e maior controle das trocas gasosas

(JOHANSEN, 2012; MORAIS et al., 2015).

3.5 PRESERVACAO DE MICRO-ORGANISMOS

Os micro-organismos apresentam grande diversidade metabolica, tornando-se
importantes em aplicagdes industriais e para o desenvolvimento de produtos. Dentre a variedade
de micro-organismos utilizados comercialmente, as microalgas vém sendo utilizadas em
industrias de alimentos e nas areas da saude humana ¢ animal. O interesse na utilizagdo
industrial de microalgas ¢ devido aos biocompostos presentes em sua estrutura como os lipidios,
as proteinas, as enzimas, os polissacarideos, os esterdis, as vitaminas, as ficobilinas, os
carotenoides e os acidos graxos (BHATTACHARIJEE, 2016). Além disso, estudos destacam a
importancia da atua¢do das microalgas na mitigagdo de CO; atmosférico ao mesmo tempo que
contribuem para o tratamento de dguas residuais, e posterior produgao de bioetanol e biodiesel
a partir de sua biomassa (D’ELIA et al., 2018).

O processo de coleta de amostras biologicas, seguida pelo tratamento e
armazenamento de longo prazo ¢ denominado biobanking e ¢ frequentemente realizado em
laboratorios de microbiologia (PAOLI, 2005). O principal objetivo da preservagdo de culturas
de micro-organismos € manter o organismo vivo, sem variacao genotipica e fenotipica, e ndo
contaminado. A preservacao destas cepas ¢ importante pois cataloga os perfis fenotipicos de
cada micro-organismo e fornecem base para caracterizagdo e conhecimento genotipico desses
e outros micro-organismos. Além disso, as cepas em estoque podem ser utilizadas em pesquisas,
investigacoes epidemioldgicas, nas industrias e na educagao (PETTI; CARROL, 2011; PAOLI,
2005). Diversos métodos de preservacdo sdo utilizados em laboratorios de microbiologia,
contudo os mais comumente utilizados sdo os de subcultura, imersdao em oleo, baixas
temperaturas e liofilizagdo. Entretanto, ainda € necessario que a aplicagdo do método seja
estudada para cada micro-organismo, uma vez que podem apresentar resultados variaveis

dependendo da espécie.

3.5.1 Subcultura ou transferéncia direta

O método de subcultura ou transferéncia ¢ o método mais simples e
tradicionalmente utilizado para preservacao de culturas a curto prazo para bactérias, microalgas

e cianobactérias. Neste método sao realizadas transferéncias peridodicas do micro-organismo em
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armazenamento para meio de cultivo fresco (KUMAR et al.,2013; PETTI; CARROLL, 2011).
As condigdes a serem avaliadas ao utilizar esse método de preservacdo ¢ a temperatura de
armazenamento, meio de cultivo adequado e frequéncia entre as transferéncias. Os fatores a
serem empregados para preservagao de micro-organismos por subcultura devem garantir baixa
taxa de crescimento de forma que seja necessario menor frequéncia de transferéncia (KUMAR
et al., 2013). Dessa forma, o meio de cultivo a ser empregado neste método deve conter a
quantidade minima de nutrientes necessarios, a fim de garantir a sobrevivéncia do micro-
organismo, apesar de minimizar seus processos metabolicos. Neste caso, a taxa de crescimento
dos micro-organismos sera reduzida, diminuindo a frequéncia de transferéncias e garantindo
menor probabilidade de mutagdo genética ¢ mudangas fenotipicas no micro-organismo
(GHERNA, 2010; PETTI; CARROLL, 2011). Além do método de subcultura ser precario,
demorado e caro, ele apresenta ainda outas limitagdes como a necessidade de espagos para
armazenamento, riscos de contaminagao e variacdes fisicas e genéticas (GHERNA; REDDY,

2007; PETTL; CARROLL, 2011).

3.5.2 Imersao em odleo

A utiliza¢ao do método de imersdo em 6leo € frequentemente utilizada em conjunto
com o método de subcultura, como alternativa para diminuir a taxa de crescimento do micro-
organismo e sua frequéncia de transferéncias. Os 6leos a serem utilizados neste método devem
ser minerais, de grau medicinal como a parafina e a vaselina. Para sua aplicacdo, ¢ necessario
que a cultura esteja previamente inoculada em meio de cultivo apropriado, para posterior adi¢ao
do 6leo mineral ao meio com 1 a 2 cm de profundidade (GHERNA; REDDY, 2007; KUMAR
et al., 2013). Este método possui como objetivo a limitagdo do acesso ao oxigénio pelos micro-
organismos, reduzindo seu metabolismo e crescimento e prevenindo a desidratacdo. Bactérias
e fungos podem ser armazenados por periodos de 2 a 3 anos com a utilizagdo deste método
(KUMAR et al., 2013). O 6leo mineral deve ser esterilizado previamente a sua utilizagdo em
estufa a 180° C por 2h (GHERNA; REDDY, 2007). Apesar deste método apresentar vantagens
quanto a frequéncia de transferéncia dos micro-organismos, a contaminagdo das culturas ¢ uma
limitagdo e ocorre com frequéncia devido ao 6leo ndo estar totalmente estéril. Neste caso, cada
lote de oleo submetido a esterilizacdo deve ser testado em meios de cultivo apropriados para
assegurar sua esterilidade. Outra limita¢do a ser considerada na utilizagdo deste método ¢ a

ocupacao de espacos de armazenamento, necessidade de testes de viabilidade para garantir a
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sobrevivéncia das culturas e ocorréncia de mutagdes genéticas (GHERNA; REDDY, 2007;
KANNOIJIA et al.,2020).

3.5.3 Baixas temperaturas

A utilizacao de baixas temperaturas na preservagao de micro-organismos possui o
objetivo de reduzir a atividade metabolica do micro-organismo ao tempo em que mantém sua
integridade genética (BRAND; ANDERSEN; NOBLES, 2013). Esse método pode ser
empregado utilizando freezers, que alcancam temperaturas de até -20 °C, ultrafreezers a -80 °C
e nitrogénio liquido a temperaturas de -196 °C. A preservagdo em freezers (até -20 °C) pode
manter micro-organismos armazenados por periodos de 1 a 2 anos, mas ndo ¢ recomendada
para utilizagdo por longos periodos de tempo. Por outro lado, quando o congelamento ocorre a
temperaturas de -80 °C, as células permanecem viaveis por aproximadamente 30 anos
(GHERNA; REDDY, 2007).

No congelamento a -20 °C, a taxa lenta de resfriamento favorece a formacao de
cristais de gelo na dgua liquida extracelular. O congelamento desta agua faz com que aumente
a concentracdo de soluto externa e, a fim de equilibrar a pressdo osmotica, a agua interna da
célula migra para fora, provocando sua desidratagdo e a crio injiria. O congelamento répido,
com temperaturas a -80 °C, diminui a formacao de cristais de gelo e seus efeitos danosos as
c¢lulas. Entretanto, a taxa rapida de resfriamento excede o calor latente do meio favorecendo a
cristalizacao intracelular, levando ao aumento de gelo intracelular (MAZUR, 1967). Neste caso,
a fim de proteger as células contra as crio injurias, se faz necessario a utilizagdo de agentes
crioprotetores como o glicerol ou o dimetilsulfoxido (DMSO). Os agentes crioprotetores se
ligam a agua intracelular, evitando a desidratagdo e a formagdo de gelo, bem como reduz a

concentracdo de sais intracelulares (GHERNA; REDDY, 2007).

3.5.4 Liofilizacao

Dentre os métodos de preservagdo existentes, a liofilizagdo ¢ um dos métodos
considerados mais eficaz para o armazenamento a longo prazo de micro-organismos como as
bactérias, leveduras, fungos. A liofilizacdo tem como objetivo a retirada da 4gua de suspensoes
microbianas por a¢do da sublimacao (GHERNA; REDDY, 2007). Para isso, as amostras sao

submetidas ao congelamento, de forma que toda a 4gua seja convertida em gelo. Em seguida,
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as amostras sdo submetidas ao liofilizador, equipamento que fara a sublimacdo da agua
aplicando pressao reduzida e temperaturas amenas. Ao final, a 4gua remanescente adsorvida na
amostra ¢ evaporada e o material ¢ selado a vacuo sob gas inerte a fim de impedir a entrada de
gases atmosféricos e ar imido (ADAMS, COOK, WARD, 2015; GHERNA; REDDY, 2007).
A utilizagdo da liofilizagdo como método de preservagdo pode garantir que micro-organismos
permanecam viaveis por até 30 anos. Os micro-organismos secos requerem espaco limitado de
armazenamento e podem ser transportados por longas distancias a temperatura ambiente.
Entretanto, esse método pode causar um dano as células de micro-organismos denominado
lioinjuria. Ap6s o processo de retirada de toda dgua, as proteinas intracelulares que se ligavam
ao hidrogénio da dgua compensam a perda dessa ligagdo por meio de interagdes proteina-
proteina. Essas novas ligacdes entre as proteinas podem levar a sua desnaturacdo e perda de
atividade, causando injtria da célula. Além disso, a liofiliza¢do € um processo caro e demorado,
ndo tolerado por todos os tipos de células microbianas e que requer protocolos especificos para

cada espécie individualmente (PAOLI, 2005).

3.5.5 Preservacio de micro-organismos utilizando nanofibras poliméricas

As nanofibras poliméricas apresentam funcionalidade ajustavel, elevada area
superficial em relagdo ao volume e alta porosidade, caracteristicas que as conferem poder
adsorvente e encapsulante (DING; YU, 2014; LIU; WANG; ZHANG, 2017). Essas
propriedades favorecem a potencial utilizacdo de nanomateriais na area da preservagdo de
micro-organismos e abre um campo inexplorado de aplicacdo. Neste caso, as células de micro-
organismos podem ser incorporadas as nanofibras pelo processo de adsorcao ou podem ser
encapsuladas durante a producdo das fibras, armazenando o micro-organismo e preservando
sua viabilidade metabolica. Devido a sua capacidade adsorvente, as nanofibras podem adsorver
nutrientes do meio de cultivo, além das células de micro-organismos, favorecendo a atividade
metabolica das células adsorvidas ou encapsuladas. Fan et al. (2021) encapsularam células de
levedura utilizando o polimero poliacrilamida soluvel em agua e observou que as células se
mantiveram ativas mesmo apos 7 dias de armazenamento. Esse resultado foi possivel pois,
segundo Liu et al. (2020), os nutrientes do meio podem ser absorvidos pelos micro-organismos
retidos em estruturas nanofibrosas. Em outro estudo, Sarioglu et al. (2017) encapsularam
células de bactérias em nanofibras de alcool polivinilico (PVA) e nanofibras de 6xido de
polietileno (PEO) para utilizagdo na biorremediacdo de corantes. Ao realizar o teste de

armazenamento, 0s autores notaram que as células encapsuladas podem ser armazenadas por 3
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meses a 4 °C e por 10 dias em condigdes secas. Entretanto, ndo ha estudos na literatura que
relatem que as nanofibras tenham sido utilizadas para o armazenamento de microalgas por meio
da adsorcao de células em sua matriz.

A utilizacao das nanofibras para a preservacao de micro-organismos, pode reduzir
a quantidade necessaria de espago para armazenamento, que muitas vezes sao realizados em
camaras frias e consomem energia elétrica. Outra vantagem ¢ que as nanofibras nao requerem
grandes volumes de meio de cultivo que € o principal custo dos cultivos microalgais, por
exemplo. Dessa forma, menos energia seria gasta também para esterilizar os meios, diminuindo
os custos de operagdo. Sendo assim, observando as inimeras limitagdes que os métodos
comumente utilizados apresentam, e as vantagens da utilizagdo de nanofibras, fica evidente a

importancia do desenvolvimento de novos métodos de preservagdo de micro-organismos.

3.6 HISTORICO DA LINHA DE PESQUISA

O Laboratoério de Engenharia Bioquimica (LEB) da Universidade Federal do Rio
Grande (FURG) pesquisa, desde 1996, diversas tecnologias para cultivos microalgais (COSTA
et al., 2000; FREITAS et al., 2017; VAZ; COSTA; MORAIS, 2019). Em 2004, iniciou-se
convénio do laboratério com a ELETROBRAS (Centrais Elétricas Brasileiras S. A.) ea CGTEE
(Companhia de geracao Térmica de Energia Elétrica). Desse convénio, foi construida a Planta
Piloto de Fixacdo de CO2 por microalgas, de forma que diferentes cepas foram isoladas de
lagoas proximas a CGTEE a fim de obter microalgas que possuissem alta tolerancia aos gases
emitidos (DUARTE et al. 2017; MORALIS; COSTA, 2007b; MORAIS et al., 2008). Duarte e
Morais (2012), por exemplo, identificaram microalgas do género Chlorella ao realizar
isolamento de microalgas da lagoa de decantagdo de cinzas da Usina Termoelétrica Presidente
Meédici, situada na cidade de Candiota (RS). Este género microalgal vem sendo estudado até
atualmente (BRAGA et al., 2019; ROSA; MORAIS; COSTA, 2019).

A linha de pesquisa relacionada ao desenvolvimento de nanofibras se iniciou em
2007 no LEB por meio de uma parceria com a universidade alema Philipps Universitity
Marburg. Em 2014 iniciaram-se os estudos em parceria com o Laboratério de Microbiologia e
Bioquimica (MIBI) para aplicacdo destas nanoestruturas na area de alimentos. Neste contexto,
foram desenvolvidas nanofibras como indicadores de pH para embalagens ativas (MOREIRA
et al., 2018) e inteligentes (MOREIRA et al., 2019), nanofibras com adi¢do de compostos
bioativos e scaffolds (FIGUEIRA et al., 2016; SCHMATZ et al., 2016), bem como nanofibras
com atividades antimicrobianas (KUNTZLER et al., 2018a; KUNTZLER et al., 2018b).
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Atualmente, estudos que combinam as linhas de pesquisa de Biotecnologia de
Microalgas e Engenharia de Nanofibras do LEB e MIBI vém sendo consolidadas, no qual Vaz,
Costa e Morais (2019a; 2019b) e Vaz et al. (2019) desenvolveram nanofibras adsorventes de
CO:2 ¢ as aplicaram no cultivo microalgal de Chlorella fusca visando aumentar o potencial de
biofixacdo desse gés. Dessa forma, o trabalho do presente estudo contribui para esta nova e
promissora tecnologia que visa diminuir a concentragdo de CO> na atmosfera e, com isso

reduzir o fendmeno do efeito estufa.



CAPITULO I1I
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4 DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

O trabalho foi dividido em duas etapas, as quais originaram dois artigos:
ARTIGO 1 - RENOVACAO DE NANOFIBRAS NO CULTIVO MICROALGAL PARA
INCREMENTO NA FIXACAO DE CO»

ARTIGO 2 - TECNOLOGIA INOVADORA PARA PRESERVACAO DE CELULAS
MICROALGAIS UTILIZANDO NANOFIBRAS POLIMERICAS

Na primeira etapa foi avaliada a influéncia da renovagdo de nanofibras de
PAN/DMF com 4% de NPFe>O3, produzidas pela técnica de electrospinning, no cultivo de
Chlorella fusca LEB 111 quanto a biofixagdo de CO.. Para isso, foi realizado cultivo sem
renovagdo de nanofibras e com a renovagao nos 7° dia e 15° dia de cultivo, e apenas no 7° dia
para fins de comparagdo. A concentragcdo de nanofibras utilizada durante todo o experimento
foi de 0,1 g L'!. Dessa forma, no tempo de renovagio as nanofibras foram retiradas do meio, e
nova quantidade de nanofibras foram adicionadas. Nesta etapa foram avaliados parametros
diarios de concentracao de biomassa e pH, e a cada 3 dias analisada a alcalinidade do meio.
Apos o tempo de cultivo, a biomassa foi submetida a secagem e a concentracdo de
macromoléculas foi determinada. Na segunda etapa do trabalho, as células microalgais aderidas
as nanofibras e retiradas no 30° dia de cultivo foram avaliadas quanto a capacidade de
crescimento e desenvolvimento. Para isso, dois cultivos foram realizados, sendo que no
primeiro cultivo as nanofibras com células aderidas foram transferidas para novo biorreator
contendo meio de cultivo. No segundo cultivo foi realizado processo manual de remogao das
células microalgais das nanofibras e posteriormente foi realizada a incorporacdo das células em
biorreator contendo meio de cultivo. Esse estudo foi realizado com o intuito de avaliar o
potencial das nanofibras atuarem como agente de preservacao de microalgas, uma vez que os
métodos de preservacdo relatados na literatura sdo ultrapassados e apresentam diversas

limitagdes para aplicacao.






ARTIGO 1
RENOVACAO DE NANOFIBRAS NO CULTIVO MICROALGAL PARA

INCREMENTO NA FIXACAO DE CO:

COMITRE, A. A.; VAZ, B. S; COSTA, J. A. V.; MORALIS, M. G. Renewal of nanofibers in
Chlorella fusca microalgae cultivation to increase CO; fixation. Bioresource Technology, v.

321, p. 124452, 2021.






43

RENOVACAO DE NANOFIBRAS NO CULTIVO MICROALGAL PARA

INCREMENTO NA FIXACAO DE CO:

RESUMO

O objetivo deste estudo foi promover o incremento da fixacdo de CO» por meio da renovagao
de nanofibras poliméricas no cultivo da microalga Chlorella fusca LEB 111. Nanofibras com
10% (m v!) de poliacrilonitrila (PAN) / dimetilformamida (DMF) contendo 4% (m v'!) de
nanoparticulas de 6xido de ferro (NPsFe.Os3) foram incorporadas nos fotobiorreatores. A
renovagdo do nanomaterial foi realizada de forma unica, apenas no 7° dia e apenas no 15° dia,
bem como com renovagdo dupla, no 7° e 15° dia. A maior concentracdo de biomassa
(2,53 g L) e taxa de biofixacdo de CO; (141,5 mg L' d!) foram obtidos no cultivo com dupla
renovagdo, valores 21,6% e 23% superiores, respectivamente, em relagdo ao cultivo sem
renovagdo de nanofibras. A renovagdo das nanofibras no cultivo de C. fusca LEB 111
demonstrou potencial para o incremento da biofixacdo de CO», o que pode contribuir para a
redugdo do principal gas intensificador do efeito estufa.

Palavras-chave: Adsorcdo. Didxido de carbono. Electrospinning. Mitigagdo. Nanotecnologia.

1 INTRODUCAO

A queima de combustiveis fosseis produz gases intensificadores do efeito estufa,
sendo que o gas em maior concentracdo ¢ o dioxido de carbono (CO;) (CHEAH et al., 2016;
IPCC, 2018). O Relatério Especial publicado pela Avaliagdo do Painel Intergovernamental
sobre Mudancas Climaticas (IPCC, 2018) menciona que até 2040 serd registrado o aumento de
1,5 °C na temperatura média global. Estudos preveem que essas mudancas no clima causem
impacto no setor agricola, de forma que afetem sua produtividade e coloque em risco a
seguranga alimentar (ADAMS et al., 1998; IPCC, 2018; WIEBE; ROBINSON; CATTANEO,
2019). Assim, tecnologias que objetivam a captura de CO> vém sendo desenvolvidas, no qual
se tem relatado a eficiéncia da fixagdo bioldgica (COSTA et al., 2019; NAYAK; KAREMORE;
SEM, 2016; QI et al., 2016).

Apesar das plantas terrestres possuirem capacidade de fixa¢do de CO: por
intermédio da fotossintese, a capacidade do mesmo processo pelas microalgas ¢ cerca de 10 a
50 vezes maior. Neste sentido, estudos que visam a mitigagao de carbono utilizando microalgas
vem se destacando (BRAGA et al., 2019; COSTA; MORAIS, 2011; PATEL et al., 2017). A
Chlorella ¢ uma das microalgas mais estudadas para essa finalidade, devido a eficiéncia na

utilizagao do CO2 em relagao a outros géneros de microalgas (ZHAO; SU, 2014). Vaz et al.
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(2019) avaliaram o aumento da biofixa¢do de CO2 no cultivo de Chlorella fusca LEB 111, e os
autores relataram que em virtude do gas ndo se dissolver completamente em meio liquido, ele
permeia rapidamente para a atmosfera, dificultando assim sua assimilagao pelas microalgas. Na
busca de alternativas para aumentar o tempo de residéncia do gas no meio de cultivo, os autores
desenvolveram nanofibras de poliacrilonitrila (PAN) contendo nanoparticulas de 6xido de ferro
(NPsFe203) com potencial para adsorver fisicamente o CO; presente no meio liquido e, de
forma pioneira, as incorporaram no cultivo microalgal. Com isso, os autores observaram
incremento de 57% na biofixa¢do de CO: pela microalga em relagdo ao cultivo sem nanofibras.

O polimero PAN tem se mostrado promissor para producdo de nanofibras
adsorventes de CO», devido sua estrutura molecular apresentar maior afinidade e atragdo com
as moléculas do gas (HEO et al. 2019; LUOH; HAHN, 2006; VAZ; COSTA; MORAIS, 2019).
Além disso, a adicdo das NPsFe.Os; causa a funcionalizagdo dos compostos estruturais,
melhorando a interacdo e difusdo das moléculas de CO», bem como melhora a eficiéncia de
adsorcao desse gas em consequéncia do aumento da porosidade do material (LUOH; HAHN,
2006; SUNDARAMURTHY et al., 2014; VAZ; COSTA; MORALIS, 2019).

Vaz, Costa e Morais (2019) estudaram a adicdo das nanoestruturas no cultivo
entretanto, os autores relatam que o potencial de adsor¢ao-dessor¢dao do CO» nas nanofibras €
de apenas trés ciclos consecutivos. Além disso, apds a insercao das nanofibras no meio de
cultivo, além do gas CO», elas adsorvem biomassa microalgal e subprodutos do meio, o que
provavelmente leva a satura¢do dos poros das fibras diminuindo a capacidade de adsor¢dao do
gés. Com base nisso, este trabalho visa avaliar a renovacdo das nanoestruturas no cultivo
microalgal, de forma a substituir as nanofibras saturadas do cultivo por novas nanofibras, que
fornecerdo novamente o potencial total de adsorcdo e dessor¢dao do gas. Esse processo
dificultara ainda mais a exaustdo do gas a atmosfera, aumentando o tempo de residéncia no
meio liquido e sua consequente assimilagdo pelas microalgas. Nesse contexto, sabendo que nao
ha relatos na literatura que referenciem o potencial da renovacdo de nanofibras adsorventes de
CO» em cultivos microalgais, este estudo demonstra inovagao na pesquisa cientifica. Assim, o
objetivo deste estudo ¢ promover o incremento da fixacdo de CO> por meio da renovacao de

nanofibras poliméricas no cultivo da microalga Chlorella fusca LEB 111.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 PRODUCAO DAS NANOFIBRAS POLIMERICAS
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O polimero poliacrilonitrila (PAN, PM 150.000 gmol '), as nanoparticulas de 6xido
de ferro (NPsFe2Os, aproximadamente 50 nm de didmetro) e o solvente N, N-dimetilformamida
(DMF) P.A, foram adquiridos pela Sigma-Aldrich® (EUA). As solugdes poliméricas foram
preparadas em concentra¢des de 10% (m v'') de PAN/ DMF e a mistura foi homogeneizada em
agitador magnético (FISATOM 753A, Brasil) durante 16 h. Apds, 4% (m v'') de NPsFe;Os
foram acrescentadas as solugdes e homogeneizadas por 40 minutos em banho ultrassonico
(QUIMISQ3350, Brasil). As nanofibras foram produzidas pela técnica de electrospinning, onde
a solugdo polimérica foi injetada por capilar com didmetro de 0,70 mm, potencial elétrico
aplicado de 25 kV, distancia entre o coletor e o capilar de 140 mm e taxa de alimentagdo da
solugdo polimérica de 500 pL h™!. O processo de producio das nanofibras foi conduzido a 20 -

23 °C, com umidade relativa entre 50-58% (VAZ; COSTA; MORAIS, 2019).

2.2 MICRO-ORGANISMO E MEIO DE CULTIVO

A microalga cultivada foi a Chlorella fusca LEB 111, pertencente a colegdo de
cepas do Laboratorio de Engenharia Bioquimica (LEB) da Universidade Federal do Rio Grande
(FURQ). O cultivo foi realizado em meio BG 11 (RIPPKA et al., 1979) modificado, onde o
carbonato de s6dio (Na2COs) foi substituido por 15% (v v'') de CO> (White Martins, Brasil).
Para isso, os fluxos de entrada de ar e CO; foram controlados a partir de medidores de vazao
(Cole-Parmer, USA). Para realizar a adaptacdo da microalga ao CO2, o in6culo foi mantido em
meio BG 11 sem carbono e foi realizada inje¢do de 2% de CO (v v'') a cada 1 min h™! na fase

clara durante 7 dias (VAZ; COSTA; MORALIS, 2019).

2.3 CONDICOES DE CULTIVO

Os cultivos foram realizados em modo descontinuo em fotobiorreatores tubulares
verticais (FBRTv) de 1,8 L, com volume util de 1,5 L (VAZ; COSTA; MORAIS, 2020). O
volume de trabalho foi mantido constante durante o cultivo através da adi¢cdo de dgua estéril ao
FBRTYv de forma que as perdas por evaporagao fossem compensadas. A concentracdo inicial de
biomassa foi 0,2 g L' (MORAIS; COSTA, 2007). Os ensaios foram conduzidos em cimara
termostatizada, com temperatura de 30 °C e fotoperiodo de 12h claro/ 12h escuro (REICHERT;
REINEHER; COSTA, 2006) em duplicata com duracdo de 30 dias. A luminosidade de 41,6

umol m? s! foi fornecida por 1dmpadas fluorescentes de 40 W.
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A aeracgao diaria foi fornecida pela injecao de ar comprimido estéril, com vazao de
0,3 vvm (MLmisura MLmeio”! min'), utilizando aspersor de pedra porosa (VAZ et al., 2019). A
alimentacao com CO; foi realizada na fase clara do cultivo durante 1 min a cada 1 h (ROSA;
MORALIS; COSTA, 2018). A fim de aumentar o tempo de residéncia do gas no meio liquido a
aeragdo foi interrompida 1 min antes e 1 min apos a adicdo do gés aos cultivos (ROSA et al.,

2015).

2.3.1 Aplicac¢ido das nanofibras no cultivo microalgal

A concentra¢ao de nanofibras utilizadas no inicio dos experimentos, bem como a
cada renovacdo foi 0,1 g L' (VAZ et al., 2020). No processo de renovacio, as nanofibras
adicionadas inicialmente no cultivo foram removidas com auxilio de pinga e substituidas por
nanofibras novas. Os ensaios foram conduzidos conforme a Figura 1, onde houve renovagao de
nanofibras no 7° dia de cultivo, no 15° dia, bem como foi realizada renovagao dupla (7° dia e
15° dia). Cultivos controle sem renovagdo de nanofibras e sem nanofibras foram conduzidos

paralelamente.

Figura 1 — Diagrama esquematicos dos ensaios

Sem nanofibras @ === ===mmmmmmm e - - -

30d
Sem renovacao >
30d
7d
Renovacdono 7° dia = v
15d
Renovagido no 15° dia = v
7d 15d
Renovagio dupla - V \

(7° e 15° dias)

2.4 DETERMINACOES ANALITICAS

2.4.1 Concentracgao de biomassa, temperatura e luminosidade

A concentracdo de biomassa de C. fusca LEB 111 foi acompanhada diariamente

mediante curva padrdo que relaciona absorbancia a biomassa seca por meio da leitura da
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densidade optica a 670 nm em espectrofotometro digital (UVmini-1240, Shimadzu, Japao). A
biomassa adsorvida nas nanoestruturas (Mbpiomassa adsorvida, g) foi determinada conforme Equacao
I, onde M, .nofibra + biomassa adsorvida © @ mMassa da nanofibra (g) que foi retirada do cultivo e
submetida a secagem a 50 °C durante 48 h € Muanofibra ¢ @ massa de nanofibras (0,1g) adicionada

no 1° dia do cultivo.

Mbiornassa adsorvida — Mnanoﬁbra + biomassa adsorvida ~ Mnanoﬁbra (1)

2.4.2 Alcalinidade, pH, carbono inorganico dissolvido

A alcalinidade foi determinada a cada 72 h por titulagdo potenciométrica (APHA,
1998) e o pH monitorado diariamente em pHmetro digital (Mettler Toledo FiveGo ™, Suiga).
Conforme demonstrado por Rosa et al. (2015), a concentrag@o de carbono inorganico dissolvido
(CID) foi calculada relacionando a alcalinidade e o pH com as equagdes de equilibrio das

espécies quimicas descritas por Brune e Novak (1981) e Rubio et al. (1999).

2.5 RECUPERACAO DA BIOMASSA MICROALGAL

Para a recuperacdo da biomassa microalgal foi realizado o processo de
centrifugacao (Hitachi CRHIMAC GIII, Toéquio, Japao) a 9000g por 20 min a 20 °C, com prévia
retirada das nanofibras do meio de cultivo. A biomassa concentrada foi ressuspendida em 4gua
destilada e centrifugada novamente para que os sais presentes no meio de cultivo fossem
removidos (ROSA et al., 2015). O procedimento de lavagem foi realizado duas vezes, ¢ a
biomassa final foi congelada a -80 °C, liofilizada por 48h e armazenada para posterior

caracterizacao.

2.6 CARACTERIZACAO DA BIOMASSA MICROALGAL

A caracterizacdo da biomassa foi realizada pela determinacdo de proteinas,
carboidratos e lipideos. A concentracdo de proteina foi avaliada pelo método colorimétrico
(LOWRY et al., 1951) utilizando curva padrao de albumina, para isso, as amostras foram
submetidas a tratamento térmico e alcalino a fim de solubilizar as proteinas insoluveis. A
concentragdo de carboidratos foi determinada através de curva padrao de glicose pelo método

fenol-sulfurico (DUBOIS et al., 1956). Para determinagdo da concentragao lipidica foi utilizado
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o método colorimétrico demonstrado por Marsh e Weinstein (1966), baseado na curva padrao

de tripalmitina.

2.7 PARAMETROS DE CRESCIMENTO

A partir da concentracdo de biomassa determinada ao longo dos cultivos foram
obtidos os valores de concentragio de biomassa final (Xfina, mg L), produtividade volumétrica
final (Pfinal, mg L' d1), velocidade especifica maxima de crescimento (pmax, d) € o tempo de
geracdo de biomassa (tg, d). A Xfna dos ensaios foi calculada mediante o somatorio da
concentracdo de biomassa determinada por densidade 6ptica no 30° dia do cultivo com a
quantidade de biomassa retida nas nanofibras (Equacao 1). A produtividade volumétrica final
foi calculada conforme Equagdo 2, onde X; é a concentragio de biomassa (mg L) no tempo t
(d) e Xo ¢é a concentragdo de biomassa (mg L) no tempo to (d). A velocidade especifica de
crescimento (pmax, d!) foi obtida pela regressio linear da fase de logaritmica de crescimento
que relaciona o perfil semi-logaritmico da concentragdo de biomassa (In x) com o tempo (d). O

tempo de geracdo de biomassa (tg, d) foi calculado pela Equacao 3.

_ XX )
total t- tO
@ (3)
g
B max

2.8 BIOFIXACAO E EFICIENCIA DE UTILIZACAO DE CO;

A taxa de biofixac¢do final de CO2 (TB, mg L' d!) foi calculada de acordo com a
Equacdo 4 (TOLEDO-CERVANTES et al., 2013), que utiliza valores de Pgina (mg L' d),
massas molares do CO2 (Mcoz, g mol™!) e do carbono (Mc, g mol™!), e considera que a biomassa

microalgal contém 50% de carbono (m m™') (CHANG; TSAI; LI, 2015).

_ Pﬁnal chm MCO2 (4)

TB
Mc

A eficiéncia de utilizagdo do CO: (E, % m m™) foi calculada conforme Equacio 5

onde TB (mg L' d!) ¢ a taxa de biofixacdo final de CO2, Virabaiho (L) é 0 volume de trabalho
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dos FBRTv e m (mg d ') a taxa méssica diaria de alimentacdo de CO, (ZHANG; KURANO;
MIYACHI, 2002).

_ TB vtrabalho (5)
m 100

2.9 ANALISE ESTATISTICA

Os ensaios foram realizados em duplicata, e as médias de todos os resultados foram

comparadas através da andlise de varidncia (ANOVA) e teste de Tukey com 95% de confianca.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As curvas de crescimento dos cultivos (Figura 2) ndo apresentaram fase /ag em
nenhuma das condi¢des estudadas, isto porque a microalga Chlorella fusca LEB 111 foi
pré-adaptada a baixas concentragdes de CO2 (2%, v v''). O mesmo resultado foi observado por
Vaz et al. (2019) e Moraes, Santos e Costa (2019), que cultivaram C. fusca LEB 111 com
inje¢do de COz, apds prévia adaptagdo da microalga a baixas concentragdes de CO2, e também
observaram auséncia da fase /ag pela microalga. Além da prévia adaptagdo dos indculos ao
CO», Duarte, Fanka e Costa (2016) explicam que essa cepa de microalga foi isolada de lagoa
proxima a uma usina termoelétrica, local com elevada emissdo de COz. Os autores relataram
que esse fato contribui para o aumento da resisténcia da cepa a condi¢do adversa, fazendo com
que ndo apresente fase de adaptacdo mesmo quando exposta a altas concentragoes de COx.

Os ensaios sem nanofibras e com a renovagdo das nanoestruturas no 15° dia,
apresentaram crescimento exponencial entre o 1° e o 4° dia e fase estacionaria
aproximadamente a partir do 10° dia de cultivo (Figura 2, Tabela 1). Os ensaios sem renovagao
de nanofibras, com renovacao no 7° dia, bem como com renovacao dupla (no 7° e 15° dias),
apresentaram crescimento exponencial do 1° ao 6° dia de cultivo. As curvas que representaram
maior concentracdo de biomassa correspondem aos ensaios com renovacao dupla das
nanoestruturas, € com renovagao apenas no 7° dia. Além disso, com excec¢do do ensaio com
renovagdo no 15° dia, apds a fase exponencial, os ensaios que continham nanofibras
apresentaram crescimento linear até o 15° dia de cultivo.

Os cultivos com renovagdo no 7° dia e com renovagdo dupla apresentaram perfil de

crescimento semelhante até aproximadamente o 15° dia de cultivo. Apds esse periodo, as curvas
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comecaram a diferir de modo que no 17° dia de cultivo, o ensaio com renovagao apenas no 7°
dia apresentou tendéncia acentuada a fase de declinio. Comparado ao ensaio com renovagao no
7° dia, os cultivos que contaram com renovagao dupla das nanoestruturas e apenas no 15° dia

apresentaram fase estacionaria com tendéncia ao declinio proximo ao 23° dia.

Figura 2 — Chlorella fusca LEB 111 cultivada com injec¢do de 15% de CO2 com e sem
renovagao de nanofibras 10% PAN contendo 4% NPsFe;Os: (@) sem nanofibras, (0) sem

renovagao, (m) renovagdo no 7° dia, (0) renovagao no 15° dia e (A ) renovagdo dupla.
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A concentragdo celular final (Xfina1) dos cultivos contendo nanofibras foram maiores
e diferiram estatisticamente do cultivo sem nanofibras (p<0,05) (Tabela 1). Esse fato indica que
a insercao das nanofibras nos cultivos favoreceu o crescimento da microalga, devido a maior
disponibilidade do CO; no meio, conforme ja relatado por Vaz, Costa e Morais (2019) e Vaz,
Costa e Morais (2020). Além disso, o ensaio com renovacao dupla das nanofibras apresentou
maiores resultados de Xsinal € produtividade final (Pfinal). O Xfina do cultivo com renovagao dupla
foi aproximadamente 86%, 21,6% e 22,2% superior aos cultivos sem nanofibras, sem renovagao
de nanofibras e com renovagdo no 7° dia, respectivamente. Isso indica que a renovagao dupla
das nanoestruturas apresentou efeito positivo para maior produgdo de biomassa. A Xfina obtida
no ensaio com renovagao dupla foi 25,9% superior ao obtido por Rosa, Morais e Costa (2019),
que cultivaram C. fusca LEB 111 com o absorvente quimico de CO2 monoetanolamina (MEA).

O MEA adicionado aos cultivos pode contribuir para o aumento de intermediarios reativos
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como o carbamato. Segundo Ruffod et al. (2012), essa molécula pode ser toxica as células de

microalgas e causar inibi¢do de seu crescimento.

Tabela 1 — Concentragio celular final (Xfina, g L), produtividade final (Pfina, mg L™ d),
velocidade especifica maxima de crescimento (Umax, ), tempo de geracio (tg, d), taxa de
biofixa¢do de CO (TB, mg L' d™!) e eficiéncia de utilizagdo do CO (E, %) obtidos nos
cultivos de Chlorella fusca LEB 111 com injecdo de 15% de CO2 com e sem renovacao de

nanofibras 10% PAN contendo 4% NPsFe;Os.

Sem
Sem Renovacao Renovacio Renovacao
Parametro renovacao de
nanofibras 7° dia 15° dia Dupla
nanofibras
Xfinal 1,369+ 0,02 2,08°+£0,08 2,07°+0,03 1,67°£0,05 2,53*+0,09
Piinal 39,79+ 1,2 62,4°+27  62,0°£0,9 50,1°£2,0  77,2*+3,0
Wmax 0,23*+<0,01 0,16+0,01 0,19°<0,01 0,20°+0,01 0,21%+0,01
tg 3,04*£0,03 440°+0,30 3,64*°+£0,06 3,50°+0,12 3,37°£0,15
At (d)* 1-4 1-6 1-6 1-4 1-6

R2** 0,96 +< 0,01 0,96 £0,03 0,98+<0,01 097+0,02 0,98+<0,01
TB 72,79+22 1144°+50 113,5°+1,6 91,9°+3,7 141,5°+54
E 7,64£0,2 12,0°+£0,5 11,9°+£0,2 9,6°+ 0,4 14,8+ 0,6

Letras sobrescritas iguais na mesma linha indicam que as médias ndo diferiram estatisticamente ao nivel de 95%
de confianga (p>0,05) *At: inicio-fim da fase exponencial de crescimento; ** Coeficiente de determinacdo da

regressdo linear aplicada a fase logaritmica de crescimento do perfil In x versus t.

Vaz, Costa e Morais (2019) observaram que a capacidade de adsor¢ao méaxima de
COz pelas nanofibras compostas de 10% PAN/DMF com 4% de NPsFe;O3 foi de 1146,3 mg g
!, Os autores observaram que essas nanofibras apresentam potencial de adsor¢io-dessor¢io de
trés ciclos consecutivos, uma vez que no quarto ciclo foi observada reducao de 81,8% na
capacidade de adsor¢cdo do gés. Esse fato pode explicar os maiores valores de Xfinal € Pfinal
obtidos neste estudo, quando realizada a renovagao dupla das nanofibras. Isso porque ao realizar
a renovacao das nanoestruturas, as nanofibras saturadas com biomassa microalgal sdo retiradas
do meio e ¢ adicionada nova quantidade de nanofibras com todo potencial de adsorcao
disponivel.

Dessa maneira, maior concentracdo de CO2 pode ser adsorvida e dessorvida pelas

nanoestruturas, fazendo com que aumente a permanéncia do géis no fotobiorreator e,
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consequentemente, incrementa a assimilagdo do carbono pelas microalgas. Isso foi confirmado
pelos resultados de Xfinal € Pfinat Obtidos no presente estudo que foram, respectivamente, 104%
e 16% maiores em compara¢do aos obtidos por Vaz, Costa e Morais (2020) ao cultivarem
C. fusca LEB 111 em fotobiorreatores tubulares por 15 dias com inje¢do de 15% de CO2 e com
a mesma concentragdo de nanofibras. O mesmo resultado ndo foi observado quando a
renovagdo ocorreu apenas no 7° ou no 15° dia, assim como no cultivo sem renovagdo das
nanofibras. Nos ensaios sem renovacao de nanofibras e com renovagao no 7° dia isso pode ser
atribuido a disposi¢do das nanofibras no fotobiorreator, que apos terem adsorvido grande
quantidade de biomassa impediram as trocas gasosas do cultivo com a atmosfera. Esse processo
pode ter levado ao aumento do oxigénio no cultivo que, conforme Chisti (2007), pode inibir a
fotossintese, bem como gerar espécies reativas que causam danos a estrutura celular. Por outro
lado, 0 Xfinal N0 cultivo com renovagao no 15° dia indica que o processo nao foi eficiente. Isso
pode ter ocorrido devido ao esgotamento dos nutrientes do meio, uma vez que o cultivo atingiu
a concentracdo maxima de biomassa no 10° dia de ensaio.

Os valores de velocidade especifica méxima (pUmax) € tempo de geracdo (tg) (Tabela
1) demonstram que nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre os cultivos com renovagao
de nanofibras. No entanto, o valor de pumasx do cultivo sem renovagdo de nanofibras foi menor
comparado aos obtidos pelos cultivos com renovacdo das nanoestruturas. Assim como o tg do
cultivo sem renovagao de nanofibras, que foi o maior valor obtido entre os ensaios. Contudo,
conforme relatado por Vaz, Costa e Morais (2020), deve ser considerado que nos ensaios com
adicao de nanofibras os valores de concentragdo de biomassa sdo subestimados. Isso se deve,
porque parte da biomassa microalgal ¢ adsorvida nas nanofibras, diminuindo sua detec¢ao por
densidade optica do cultivo. Neste caso, € correto afirmar que os valores de pmax € tg dos cultivos
com nanofibras também sdo valores subestimados, uma vez que para sua obtencdo sdo
utilizados dados de concentragcdo de biomassa.

Os resultados da taxa de biofixacdo de CO; (TB) (Tabela 1) também confirmam a
hipdtese do aumento da utilizacdo do carbono pelas microalgas, conforme ocorre a renovagao
das nanofibras no meio de cultivo. Os maiores valores de TB foram observados no cultivo com
renovacdo dupla indicando que possivelmente haveria maior disponibilidade de CO: nesse
cultivo. Em conformidade com a biofixa¢do de CO», a eficiéncia da utilizacdo do carbono (E)
também foi maior nesse cultivo. Nessa condi¢ao houve aumento do E em 94,7%, comparando
com o cultivo sem nanofibras e, 23% em comparagdo com o cultivo sem renovagdo. Vaz et al.
(2019), realizaram o primeiro estudo relacionado ao incremento da mitigagdio do CO:

adicionando nanofibras nos cultivos de Chlorella fusca LEB 111. Os autores observaram que
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ao adicionar as nanofibras 10% PAN/ DMF com 4% de NPsFe2O3 no cultivo microalgal foi
possivel obter TB de 89,2 mg L' d"!. Dessa forma, a renovagio dupla de nanofibras no presente
estudo incrementou em 58,6% a fixacao de CO; em relagdo a TB obtida no estudo de Vaz et al.
(2019).

O pH médio dos cultivos foi 8,9, 9,1, 9,1, 8,9 € 9,2 para os ensaios sem nanofibras,
sem renovagdo de nanofibras, renovacao no 7° dia, renovacdo no 15° dia e renovagdo dupla,
respectivamente (Figura 3a). Rippka et al. (1979) relataram que o pH do meio BG 11 estéril se
encontra em torno de 7,4, entretanto, ao longo do cultivo € esperado aumento do pH em fungao
da producdo de biomassa. Esse fato ocorre devido a liberacdo de ions hidroxila no meio pelo
processo fotossintético das microalgas (GROBBELAAR, 2013). Para a maior parte das
microalgas, o pH ideal situa-se entre 7,0 ¢ 9,0 (BARSANTI; GUALTIERI, 2014), sendo que
as do género Chlorella apresentam pH 6timo em torno de 7,0 e 8,0 (DUARTE et al., 2017).
Entretanto, o pH mais alcalino ¢ favoravel para o cultivo de C. fusca LEB 111, devido essa cepa
ter sido isolada de lagoa de estabilizacdo de cinzas de usina termelétrica, que possuem pH em

torno de 9,0 (DUARTE et al., 2017).

Figura 3 — Perfis de pH (a) e carbono inorgénico dissolvido (CID) (b) em funcao do tempo
nos cultivos de Chlorella fusca LEB 111 com inje¢ao de 15% de CO; com e sem renovagao
de nanofibras 10% PAN contendo 4% NPsFe>O3 onde: (®) sem nanofibras, (0) sem

renovagao, (m) renovagdo no 7° dia, (0) renovagdo no 15° dia e (A ) renovagdo dupla.
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Observou-se aumento gradual da concentracdo de CID no decorrer do tempo de
cultivo (Figura 3b), sendo que o maior valor foi obtido no cultivo com renovagdo apenas no 7°
dia (155,6 mg L!). A concentragio de CID obtida nos cultivos ndo diferiram significativamente
(p>0,05) entre si. Esse resultado ja era esperado, pois conforme relatado por Vaz et al. (2019),
ao utilizar nanofibras no cultivo de microalgas, o CO> ¢ adsorvido na nanoestrutura havendo
menos gas dissolvido no meio liquido. Os autores explicam que ao adicionar nanofibras no
meio de cultivo ha maior disponibilidade do CO», devido a adsor¢cdo do géas e sua gradual
dessorc¢ao.

A espécie de carbono predominante em todos os cultivos foi o bicarbonato
(HCOy3") (Figura 4). Conforme demonstrado por Andrade et al. (2015), o acimulo de carbono
inorgénico no cultivo ¢ afetado pelo pH do meio de cultivo. Conforme o pH, as espécies de
carbono sdo distribuidas em CO2, HCOj3 e carbonato (CO3%") (MANGAN et al., 2016). Segundo
Grobbelaar (2013), quando o pH dos cultivos encontra-se na faixa entre 6,5 a 10,5, a espécie
predominante ¢ o HCOs3™. No presente estudo foi observado pH entre 8,8 e 9,2, faixa esta que
segundo Grobbelaar (2013) favorece a conversdao das moléculas de carbono em HCO3, que ¢ a

molécula que as células microalgais tem preferéncia para assimilagao.

Figura 4 — Fragdes das espécies de carbono (HCOs3™ e COs*) nos cultivos de Chlorella fusca
LEB 111 com injegdo de 15% de CO2 com e sem renovagado de nanofibras 10% PAN
contendo 4% NPsFe>Os.
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O crescimento, metabolismo e a composi¢ao bioquimica da biomassa de microalgas
podem sofrer alteragdes quando esse micro-organismo € cultivado com injecao de CO2 no meio
(KASSIM; MENG, 2017). A concentragdo maxima de proteinas (Tabela 2), foi obtida no ensaio
sem renovagdo e com renovagdo dupla (p < 0,5). Os maiores resultados de carboidratos e

lipideos também foram obtidos no cultivo com renovacao dupla (p < 0,5). O aumento na
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concentragdo de carboidratos deste ensaio com relagdo ao sem nanofibras foi de 30,2%,
enquanto comparando com o ensaio sem renovagdo, o aumento foi de 37,8%. Isso pode ter
ocorrido devido ao efeito da adsorcao e dessor¢ao do CO, das nanofibras com renovacgao dupla,
que gerou aumento do CID. Segundo Chen et al. (2013), o acimulo de carboidratos na biomassa
microalgal pode ser causado principalmente pela adequada suplementagdo de CO».

Vaz et al. (2020) relataram que as nanofibras poliméricas podem causar estresse no
cultivo microalgal, pois elas contribuem para o acréscimo acentuado de CID do meio. O estresse
causado pela incorporagdo das nanofibras ao cultivo pode ter ocorrido no presente estudo, uma
vez que a maior concentragdo de carboidratos foi observada no ensaio com renovagdo dupla
das nanoestruturas, o que pode ter intensificado esse efeito. Dessa maneira, o aumento do CID
pode ter elevado a disponibilidade de carbono para assimilagdo pelas microalgas, fazendo com
que a enzima rubisco atuasse sobre o CO> a partir do metabolismo de fixacdo de carbono,
transformando-o em precursores de carboidratos acumulados (HO et al., 2011; ZHAO; SU,

2014).

Tabela 2 — Composic¢do da biomassa de Chlorella fusca LEB 111 cultivada com inje¢ao de

15% de CO> com e sem renovagao de nanofibras 10% PAN contendo 4% NPsFe>Os.

Proteinas Carboidratos Lipidios
Experimento

(%, pp™) (%, pp™) (%, pp™)

Sem nanofibras 36,6+ 0,4 252%+0,2 23,1°+1,4

Sem renovacdo de nanofibras 33,3+ 0,0 23.8%+0,1 29.6°+ 1,7
Renovacio no 7° dia 290+ 1,2 26,5°+0.,8 26,5+ 1,7
Renovagao no 15° dia 31,1%+0,9 273%+1,8 30,6°+0,6
Renovacao dupla 38,3+ 0,9 32,8%+1,3 37,6+ 2,6

Letras sobrescritas iguais na mesma coluna indicam que as médias ndo diferiram estatisticamente ao nivel de 95%

de confianga (p>0,05)

O aumento na concentragao lipidica da biomassa microalgal pode estar associada a
fatores como a limitacdo de nutrientes, adicdo de fatores externos aos cultivos, ou entdo a
estresses ambientais como luz, temperatura, pH e concentragdo de CO, (MORAES et al., 2016;
PARK; NGUYEN; JIN, 2019). No presente estudo, a elevada concentracdo de carbono
dissolvido no cultivo causado pela incorporacdo e renovagdo das nanofibras, pode ter
contribuido para o aumento da concentragdo lipidica da biomassa microalgal. Isso se deve, pois

todos os ensaios que continham nanofibras, em comparagdo aquele sem nanofibras,
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apresentaram aumento na concentragao lipidica na biomassa. A maior concentracao de lipideos
foi obtida no ensaio com renovacao dupla, de forma que seu valor foi 62,8% superior ao cultivo
sem nanofibras e 27% superior ao cultivo sem renovacdo das nanoestruturas. Vaz, Morais e
Costa (2020) também observaram aumento na produgao de lipideos no cultivo com nanofibras
(41,9% p p') em relagio ao cultivo sem nanofibras (31,0% p p!). Os autores realizaram cultivo
de C. fusca LEB 111 com nanofibras em condi¢des outdoor, o que pode ter acentuado ainda
mais a concentracao lipidica devido as condi¢des de temperatura e luminosidade serem mais
elevadas.

Dessa forma, a utilizagdo de nanofibras poliméricas no cultivo microalgal com
renovagdo dupla, favorece a producdo de biomassa de alto valor agregado devido sua
composi¢do em carboidratos, lipideos e proteinas. Os carboidratos presentes na biomassa
podem ser utilizados para conversdao em bioetanol e as proteinas podem ser empregadas como
fonte de aminoacidos. Os lipideos podem ser extraidos da biomassa para produg¢ao de biodiesel,
e a biomassa residual pode ser transformada em biogds por meio da digestdo anaerobica.
Segundo Hempel, Petrick e Behrendt (2012), a produtividade lipidica das microalgas pode ser
até 300 vezes superior que culturas tradicionais, devido possuirem alta taxa de crescimento.
Sendo assim, além de reduzirem as emissoes de enxofre em relagao aos combustiveis fosseis,
os biocombustiveis sdo alternativa promissora por serem ecologicos, renovaveis € nao

apresentarem toxicidade (DEMIRBAS et al., 2016).

4 CONCLUSAO

A renovacao das nanoestruturas no cultivo de Chlorella fusca LEB 111 mostrou-se
promissora para incrementar a fixagdo de CO. O ensaio com dupla renovacdo das nanofibras
apresentou maiores resultados de concentragio celular final (2,53 g L!) e taxa de biofixacdo de
COz (141,5 mg L d'!). A eficiéncia de utilizacdo do carbono neste ensaio aumentou cerca de
94,7% em relacao ao ensaio sem nanofibras ¢ 23% em relagdo ao ensaio sem renovagao. Além
disso, no cultivo com dupla renovagao das nanoestruturas houve aumento da concentracao de

carboidratos (32,8% p p™') e lipidios (37,6% p p!) na biomassa microalgal.
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TECNOLOGIA INOVADORA PARA PRESERVACAO DE CELULAS

MICROALGAIS UTILIZANDO NANOFIBRAS POLIMERICAS

RESUMO

O objetivo desse estudo foi estabelecer um novo potencial tecnologico para preservacao de
células microalgais por meio de nanofibras poliméricas. Nanofibras com 10% (m v'') de
poliacrilonitrila (PAN) / dimetilformamida (DMF) contendo 4% (m v'') de nanoparticulas de
oxido de ferro (NPsFe>O3) foram adicionadas a fotobiorreatores para a incorporacao de células
em sua estrutura durante 30 dias. Apds esse periodo, as nanofibras foram retiradas do cultivo e
as células microalgais foram utilizadas como indéculo em novos cultivos de duas formas,
removidas e incorporadas nas nanofibras. As concentragdes finais de biomassa dos cultivos
foram 1,10 g L™ ao final do 5° dia de cultivo com utilizagdo de células removidas, e 1,67 g L™!
ao final do 30° dia de cultivo com utilizacdo de nanofibras com células incorporadas. Os
resultados de concentrag@o celular confirmaram que mesmo apos estarem incorporadas nas
nanoestruturas, as células ndo apresentaram injuria e foram capazes de crescer e se desenvolver
em novo cultivo. Dessa forma, as nanofibras apresentam potencial para serem utilizadas como
método inovador e pioneiro na preservacao de células microalgais.

Palavras-chave: Método de conservacdo. Preservacdo de microalgas. Estoque de micro-
organismo. Nanomaterial.

1 INTRODUCAO

As microalgas sdo organismos promissores para as industrias biotecnoldgica devido
aos compostos que acumulam em suas cé€lulas e por apresentarem vantagens frente as plantas
terrestres tais como alta taxa de crescimento, elevada produtividade celular e a capacidade de
crescer em agua salobra, dguas residuais e terras nao agricolas (HEMANTKUMAR;
RAHIMBHALI 2019; MATOS, 2017). Além disso, a alta conversdao de CO: por meio da
fotossintese ¢ uma das caracteristicas que confere destaque as microalgas em relagdo a
mitigagdo desse gas (MATOS, 2017).

A preservacdo de cole¢des de culturas de micro-organismos, incluindo as
microalgas ¢ uma pratica comum em microbiologia, pois cataloga a diversidade e evolugao
microbiana possibilitando o conhecimento das caracteristicas das espécies mais profundamente.
Dessa forma, as cepas de micro-organismos armazenadas podem ser utilizadas para fins de
pesquisa, investigagdes epidemioldgicas, nas industrias e também na educagdo (PETTI;
CARROL, 2011; PAOLI, 2005). Os métodos mais comumente utilizados para a realizacao da

manutengdo de cepas microalgais sdo de subcultura ou criopreservacio (ANDRADE;
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COLOZZI FILHO, 2014). Entretanto, ambos métodos apresentam desvantagens quando
utilizados para preservacao de culturas a longo prazo.

O método de subcultura requer a utilizagao de amplo espago para armazenamento
das culturas e utiliza grande quantidade de meios de crescimento, que muitas vezes sdo
especificos para cada espécie. A preservacdo por método de subcultura exige que os
profissionais sejam treinados e qualificados, aumentando os custos com mao de obra. Além
disso, o método de subcultura apresenta alto risco de contaminacdo cruzada das espécies
durante seu manuseio, bem como a mutagdo genética ¢ frequentemente observada nas cepas
subcultivadas durante longos periodos de tempo. Dessa forma, o método de subcultura ¢ um
método oneroso que ndo garante a integridade genética dos micro-organismos a longo prazo
(CHELLAPPAN et al., 2020; RASTOLL et al., 2013).

A criopreservagdo ¢ um dos métodos que mais vem ganhando destaque para
preservacdo de micro-organismos, entretanto esse método ainda vem sendo estudado para
viabilizar sua aplicagdo em diferentes espécies conforme suas caracteristicas (CHELLAPAN et
al., 2020; LOURENCO, 2020; RASTOLL et al., 2013). Outro problema enfrentado pelo
método de criopreservagado ¢ a necessidade da utilizagdo de agentes crioprotetores para proteger
as células dos efeitos do congelamento. Além disso, a criopreservacao requer investimentos em
equipamentos especializados e duplicados para aumentar a confiabilidade caso ocorra algum
tipo de descongelamento. Dessa forma, a criopreservacdao € um método extremamente oneroso,
muitas vezes inacessivel e requer pessoal treinado para manuseio das culturas (ANDRADE;
COLOZZI FILHO, 2014; COSTA et al., 2009; LOURENCO, 2020). As publicacdes cientificas
que abordam outros protocolos tecnologicos para a preservagdo de micro-organismos sao
escassas (SOLA et al., 2012). Neste contexto, ¢ necessario que tecnologias inovadoras focadas
na preservacao de células microalgais sejam desenvolvidas.

Em estudo com o objetivo de incrementar o potencial de mitigacdo de CO: pela
C. fusca LEB 111, Comitre et al. (2021) realizaram a renovagao de nanofibras poliméricas no
cultivo. Neste estudo, os autores observaram que a renovacao das nanofibras intensificou a
permanéncia do CO2 no meio liquido e, consequentemente, aumentou a disponibilidade do gas
para consumo pelas microalgas, resultando em aumento de 23% na biofixagdo de CO2 por esses
micro-organismos. Neste contexto, as nanofibras poliméricas adsorventes de CO2 demonstram
eficiéncia no cultivo microalgal para incremento no potencial de biofixagdo desse gas.
Entretanto, quando inseridas no cultivo, as nanofibras além de adsorverem o gas CO,, também
sofrem a incorporagdo de biomassa proveniente do meio (COMITRE et al. 2021). Até o

momento, o comportamento das células microalgais que sdo incorporadas as nanofibras ao
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longo dos cultivos ndo havia sido estudado. A possibilidade dessas células incorporadas as
nanofibras apresentarem crescimento quando levadas a uma nova condi¢do experimental abre
um novo campo de aplicacdo desses nanomateriais para preservacao de células. Neste caso, as
nanofibras poliméricas funcionariam como uma espécie de armazenamento das microalgas,
preservando sua viabilidade metabdlica.

As nanofibras poliméricas possuem elevado poder adsorvente e encapsulante de
materiais € compostos do meio devido sua funcionalidade ajustavel, elevada area superficial
em relacdo ao volume e alta porosidade (DING; YU, 2014; LIU; WANG; ZHANG, 2017).
Essas caracteristicas conferem as nanoestruturas potencial utilizagdo para preservagdo de
células microalgais. As nanofibras podem atuar na protecdo fisica das células microalgais
contra agentes de frio e calor.

Os nutrientes do meio de cultivo também podem se aderir as nanoestruturas
favorecendo a manutengdo metabdlica das células. O contato com a agua presente no meio de
cultivo também pode fornecer protecdo contra o ressecamento. Além disso, reforgando a ideia
do potencial dessa tecnologia pioneira, as nanofibras apresentam diversas vantagens quando
comparado aos métodos comumente utilizados na preservacdo de microalgas. Dentre essas
vantagens, destaca-se a necessidade de menor espaco de armazenamento, ndo utilizagdo de
grandes volumes de meio de cultivo, menor consumo de energia diminuindo os custos de
operagao e o potencial de produ¢do em grande escala. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi
estabelecer um novo potencial tecnologico para preservagao de células microalgais através de

nanofibras poliméricas.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 PRODUCAO DE NANOFIBRAS POLIMERICAS POR ELECTROSPINNING

O solvente N,N-dimetilformamida (DMF) P.A., o polimero poliacrilonitrila (PAN,
PM 150.000 gmol '), e as nanoparticulas de 6xido de ferro (NPsFe>Os, aproximadamente 50
nm de didmetro) foram adquiridos pela Sigma-Aldrich® (EUA). As nanofibras foram
produzidas pela técnica de electrospinning. Para isso, as solugdes poliméricas de 10% (m v'!)
de PAN/DMF foram homogeneizadas em agitador magnético (FISATOM 753A, Brasil)
durante 16 h. Apds esse processo, 4% (m v'') de NPsFe,O3 foram acrescentadas as solugdes e
homogeneizadas por 40 minutos em banho ultrassonico (QUIMISQ3350, Brasil). No
electrospinning foi realizada a inje¢do da solugdo polimérica por capilar com diametro de 0,70

mm, potencial elétrico aplicado de 25 kV, distancia entre o coletor e o capilar de 140 mm e taxa
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de alimentagio da solucdo polimérica de 500 pL h™l. O processo de producdo das nanofibras
foi conduzido a 20-23 °C, com umidade relativa entre 50-58% (VAZ; COSTA; MORAIS,
2019).

2.2 MICRO-ORGANISMO E CONDICOES DE CULTIVO

2.2.1 Incorporaciao das células de Chlorella as nanofibras

Para incorporar as células as nanofibras poliméricas foi realizado prévio cultivo de
Chlorella  fusca LEB 111 em fotobiorreator tubular vertical (FBRTv) de
1,8 L, com volume util de 1,5 L (VAZ; COSTA; MORAIS, 2020) contendo 0,1 g L de
nanofibras poliméricas (COMITRE et al., 2021). O cultivo foi realizado em meio BG 11
(RIPPKA et al., 1979) modificado, onde o carbonato de sédio (Na,CO3) foi substituido por 15%
(v v'!) de didxido de carbono (CO2) (White Martins, Brasil) (VAZ; COSTA; MORAIS, 2019).
As perdas de agua por evaporagao durante o cultivo foram compensadas por meio da adi¢ao de
agua estéril aos FBRTv.

O cultivo foi realizado em camara termostatizada, com temperatura de 30 °C e
fotoperiodo de 12 h claro/ 12h escuro (REICHERT; REINEHER; COSTA, 2006) com duragao
de 30 dias. A luminosidade de 41,6 umol m s! foi fornecida por 1dmpadas fluorescentes de
40 W. Ar comprimido estéril forneceu aeragdo diaria para os cultivos, na vazao de 0,3 vvim
(MLmistura MLmeio' min) utilizando aspersor de pedra porosa (VAZ et al., 2019). A alimentacio
com CO» aconteceu na fase clara do cultivo durante 1 min a cada 1 h (ROSA; MORAIS;
COSTA, 2018). A fim de aumentar o tempo de residéncia do gas no meio liquido a aeragdo foi
interrompida 1 min antes e 1 min apds a adi¢do do gés aos cultivos (ROSA et al., 2015).
Medidores de vazao controlaram os fluxos de entrada de ar e CO; (Cole-Parmer, USA).

Apo6s os 30d de cultivo, as nanofibras com as células aderidas foram transferidas
para outro fotobiorreator visando avaliar o potencial de crescimento do micro-organismo.
Paralelamente foi conduzido outro teste, em que as células microalgais foram removidas

manualmente das nanofibras e transferidas para o reator com meio de cultivo.
2.2.2 Potencial de crescimento das células de Chlorella aderidas as nanofibras
As nanofibras contendo células de Chlorella aderidas foram removidas do meio e

transferidas para FBRTv com 500 mL de volume futil de trabalho, contendo apenas meio

nutriente sem adi¢do de Na>xCOs (Figura 1). O FBRTv com meio nutriente e as nanofibras com
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c¢lulas aderidas foram submetidas a novo cultivo em ambiente termostatizado a 30°C durante
30 dias. Fotoperiodos de 12h claro/ 12h escuro foram utilizados, onde lampadas de 40W
forneceram luminosidade de 41,6 pmol m™ s™!. A agitacdo diaria utilizando aspersor de pedra
porosa que permitia a passagem de ar comprimido estéril na vazao de 0,3 vvm (mLmistura MLmeio”
"'min) foi realizada (VAZ et al., 2019). O gas CO, foi injetado durante a fase clara do cultivo
por 1 min a cada 1 h (ROSA; MORALIS; COSTA, 2018). A aeragado do cultivo foi interrompida
1 min antes e 1 min apos a inje¢ao do gas CO», a fim de aumentar o tempo de residéncia do gés
no meio liquido (ROSA et al., 2015). Medidores de vazao controlaram os fluxos de entrada de

ar ¢ CO> (Cole-Parmer, USA).

Figura 1 — Cultivo com células de Chlorella fusca LEB 111 aderida as nanofibras
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2.2.3 Remocio das células de Chlorella das nanofibras e potencial de crescimento

As nanofibras foram removidas do meio de cultivo e colocadas em recipiente estéril
com 500 mL de 4gua destilada e ap6s foram agitadas manualmente para remocao das células
aderidas nas nanoestruturas. A agitacdo manual foi escolhida como método a fim de evitar
injuria e agressividade as células microalgais. A determina¢do da concentracdo das células
removidas foi realizada em espectrofotometro digital (UVmini-1240, Shimadzu, Japao). As
células foram transferidas para erlermeyer de 500 mL de volume 1til, contendo meio de cultivo
BG 11 (Figura 2). O cultivo foi realizado em camara termostatizada, com temperatura de 30 °C

e fotoperiodo de 12 h claro/12h escuro (REICHERT; REINEHER; COSTA, 2006) sem



68

agitagdo, com duracdo de 5 dias. A luminosidade de 41,6 pmol m™ s foi fornecida por

lampadas fluorescentes de 40 W.

Figura 2 — Cultivo com células de Chlorella Fusca LEB 111 removidas das nanofibras
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2.3 CONCENTRACAO CELULAR E pH

A curva padrdo que relaciona absorbancia e biomassa seca foi determinada para
obter a concentracdo celular de C. fusca LEB 111. A concentragao celular dos cultivos foi
avaliada diariamente por meio da leitura da densidade Optica a 670 nm em espectrofotometro
digital (UVmini-1240, Shimadzu, Japao). A concentracdo de biomassa aderida as nanofibras ao
final dos cultivos foi avaliada apds secagem do nanomaterial em estufa a 50°C durante 48 h.
Apds a secagem, a massa de biomassa contida nas nanofibras (Mbiomassa adsorvida, g) fo1 calculada
conforme Equagdo 1 (COMITRE et al., 2021) onde M, anofibra + biomassa adsorvida © @ massa da
nanofibra com biomassa aderida (g) apos retirada do cultivo € Mnanofibra ¢ @ massa de nanofibra

(0,1 g) adicionada no 1° dia do cultivo.

Mbiomassa adsorvida — Mnanoﬁbra + biomassa adsorvida ~ Mnanoﬁbra (1)

O pH do cultivo com células aderidas foi monitorado diariamente utilizando

pHmetro digital (Mettler Toledo FiveGo ™, Suiga).
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2.4 PARAMETROS DE CRESCIMENTO

A partir da concentracao celular, obtida no cultivo com células microalgais aderidas
as nanofibras, foram determinados os parametros velocidade especifica maxima de crescimento
(umax, d1) e o tempo de geragio de biomassa (tg, d). A velocidade especifica de crescimento foi
obtida pela regressdo linear da fase de logaritmica de crescimento que relaciona o perfil semi-
logaritmico da concentragdo celular (In x) com o tempo (d). O tempo de geragcdo de biomassa

(tg, d) foi calculado pela Equacgdo 2.

) @)

K max

by

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O cultivo realizado com a adi¢ao das nanofibras com biomassa aderida apresentou
crescimento sem ocorréncia da fase lag de crescimento (Figura 3a). Ao transferir as nanofibras
com biomassa aderida para outro reator contendo meio nutriente, ¢ submeté-las ao processo de
agitacdo através da aeracdo do cultivo, parte das células sairam das nanoestruturas e migraram
para o meio. Esse processo foi suficiente para favorecer o crescimento e desenvolvimento da
microalga, sem que fosse necessaria etapa prévia de agitagdo e dessor¢do das células
microalgais. O fato de o cultivo ndo ter apresentado fase lag de crescimento indica que as células
microalgais ndo sofreram injiria quando transferidas de reator. Isso pode ter ocorrido
possivelmente devido as fibras do nanomaterial que estavam ao redor das células terem
proporcionado protecdo fisica contra agentes externos.

Nesse experimento, a concentracdo celular final livre no meio, sem considerar a
biomassa aderida nas nanofibras, foi 1,7 g L'! e a concentragio de células aderida a nanofibra
ao final do experimento foi 0,31 g L. A velocidade méaxima de crescimento (pimax) da biomassa
adsorvida nas nanofibras, bem como o tempo de geracdo (tg) foram respectivamente 0,18 d”! e
3,93 d. Comitre et al. (2021), ao cultivarem Chlorella fusca LEB 111 com nanofibras
poliméricas de PAN/DMF e inje¢do de 15% de COx obtiveram valores de pmax de 0,16 d”! e tg
de 4,40 d.

Segundo Doran (1995), o crescimento do micro-organismo pode ser desacelerado
devido a falta de nutrientes. Vale et al. (2020), mencionam em seu estudo que a quantidade e
qualidade dos nutrientes fornecidos durante o cultivo ¢ um dos principais fatores que afetam o

crescimento das microalgas. Entretanto, o pmax € tg do presente estudo apresentaram-se
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semelhantes ao obtido no estudo de Comitre et al. (2021). Esse resultado indica que as células

microalgais aderidas as nanofibras ndo tiveram seu consumo de nutrientes prejudicados.

Figura 3 — (a) Concentragao celular e (b) pH do cultivo de Chlorella fusca LEB 111

inicialmente aderida em nanofibras poliméricas
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Além disso, ¢ possivel que os proprios nutrientes do meio tenham se aderido as
nanofibras, jJuntamente com as células microalgais, facilitando sua disponibiliza¢do e consumo.
A possivel aderéncia dos nutrientes as nanofibras ressalta a potencialidade das nanofibras como
método de preservagao de microalgas caso sejam armazenadas por maiores periodos de tempo.
Nesse caso, as c€lulas conseguiriam manter sua condi¢gdo metabdlica enquanto armazenadas
conforme a disponibilidade de nutrientes aderidos as nanofibras, enquanto o liquido também
poderia funcionar como uma espécie de umidificante, evitando a desidratagao.

Os cultivos microalgais normalmente apresentam pH em torno de 7,0 e 9,0
(BARSANTI; GUALTIERI, 2014). O pH do cultivo com biomassa adsorvida nas nanofibras
(Figura 3b) se manteve entre 8,2 ¢ 9,3, que ¢ a faixa de pH ideal para a Chlorella fusca LEB
111, devido a cepa ter sido isolada da lagoa de estabilizacdo de cinzas de usina termelétrica,
que possui pH em torno de 9,0 (DUARTE et al., 2017). Apesar do meio de cultivo BG 11 estéril
apresentar pH em torno de 7,4 (RIPPKA et al., 1979), o pH durante o cultivo aumentou devido
a produgdo de ions hidroxila que sdao liberados no processo fotossintético das microalgas
(GROBBELAAR, 2013).

A concentra¢do de células removidas das nanofibras pelo processo manual de

agitagdo foi 0,63 g L. Na Figura 4a ¢ possivel observar o aspecto das nanofibras apos a retirada
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do cultivo microalgal, de forma que toda a colora¢do esverdeada sdo as células da microalga
que se fixaram durante os 30 dias de cultivo em FBRTv. A Figura 4b apresenta as nanofibras
apos o procedimento de agitacdo manual para remogao das células microalgais. Ao comparar
as imagens € possivel observar que a coloracao das nanofibras da Figura 4b esta mais clara do
que na Figura 4a. Isso significa que, embora as nanofibras ainda possuam células de microalgas
aderidas (Figura 4b), o processo de agitacdo manual foi satisfatorio para a remocao de células
em quantidade suficiente para iniciar novo cultivo.

Esse fato ¢ comprovado pela elevada concentragdo celular obtida apos processo de
remocao. Apos a remocao das nanofibras e inser¢do das células em novo cultivo, a microalga
apresentou crescimento e a maior concentracdo de células foi 1,1 g L', No 5° dia de cultivo, o
comportamento de crescimento das microalgas se mostrava estavel. Sendo assim, ¢ provavel
que caso o cultivo tivesse sido mantido por maior mais tempo, as microalgas provavelmente
teriam continuado a crescer ¢ se desenvolver. Entretanto, ¢ importante ressaltar que as
microalgas foram capazes de crescer mesmo apds vigoroso processo de agitagdo, que poderia

ter causado injuria nas células e prejudicado seu desenvolvimento.

Figura 4 — Nanofibras obtidas durante 30 dias no cultivo de Chlorella fusca LEB 111 onde

(a) nanofibras com células aderidas e (b) nanofibras apos remog¢ao manual das células

microalgais

Materiais nanoporosos apresentam alta rugosidade e porosidade o que as confere
elevada capacidade de adsor¢do de compostos (GARGIULO et al., 2014). As nanofibras sdao

materiais que possuem elevada area superficial em relacdo ao volume e alta porosidade (DING,
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YU, 2014). Essas caracteristicas podem ter proporcionado a aderéncia das células microalgais
em seu interior e favorecido a chegada de nutrientes do meio para que permanecessem integras
e vidveis.

Liu et al. (2020) confirmam em seu estudo que os micro-organismos retidos em
estruturas nanofibrosas conseguem absorver nutrientes do meio, mantendo sua atividade
metabolica. Sendo assim, conforme observado no presente estudo, as nanofibras poliméricas
ndo causaram interrup¢ao no crescimento e producao de biomassa microalgal quando aderida
em sua nanoestrutura e inseridas posteriormente em novo cultivo. Fan et al. (2021)
encapsularam leveduras em nanofibras de poliacrilamida soltivel em agua (PAAm) e
observaram que as leveduras imobilizadas pelo encapsulamento permaneceram ativas mesmo
apos 7 dias de armazenamento revelando que as nanofibras ndo apresentaram efeito negativo
sobre a atividade das células. Sarioglu et al. (2017) encapsularam células bacterianas em
nanofibras de dalcool polivinilico (PVA) e nanofibras de 6xido de polietileno (PEO) e
observaram que as bactérias se mantiveram ativas e viaveis para aplicagdo no processo de
biorremediacdo. Os resultados de viabilidade celular obtidos nos estudos de Fan et al. (2021) e
Sarioglu et al. (2017) reforcam a teoria de que as células microalgais podem continuar viaveis
apds sua incorporacao na estrutura das nanofibras.

No presente estudo, para as células microalgais aderidas, as nanofibras funcionaram
conforme a premissa da preservagdo de culturas e manteve o organismo vivo (ABREU;
TUTUNIJI, 2008). Essa informacdo indica que as nanofibras poliméricas apresentam potencial
como tecnologia inovadora para atuar na preservagao de células microalgais.

Ao considerar as técnicas convencionais de preservagdo de micro-organismos, as
nanofibras apresentam vantagens como utiliza¢do de pequena quantidade de meios de cultivo,
J& que os nutrientes virdo junto com as células durante o processo de fixacdo celular nas
nanofibras. Outra vantagem a ser considerada ¢ o menor contato das células com o calor ou frio
devido a prote¢ao proporcionada pelas nanofibras poliméricas as células aderidas entre os
intersticios do nanomaterial. A hidrofobicidade do polimero utilizado no cultivo faz com que o
liquido remanescente também permaneca entre os intersticios das nanoestruturas e ndo seja
absorvido por ela, contribuindo para o contato entre célula e nutriente € mantendo-a imida
evitando seu ressecamento. A utilizacao de nanofibras para preservagao de microalgas resultara
em menor consumo de energia e reatores aerados acarretando na redugao de custos. Além disso,
esse método requer menos espago de armazenamento, uma vez que seria possivel controlar a

quantidade de células aderidas nas nanoestruturas de acordo com o tempo de permanéncia das



73

nanofibras no processo de adesdo das células. Sendo assim, o presente estudo demonstra o

potencial das nanofibras para serem utilizadas como agentes de preservagdo de microalgas.

4 CONCLUSAO

As células de Chlorella fusca LEB 111 aderidas e removidas nas nanofibras
poliméricas foram capazes de crescer e se desenvolver nos cultivos. A concentracao final do
cultivo com biomassa aderida foi 1,67 g L™ ao final do 30° dia de cultivo e os parametros de
crescimento se mostraram igualitarios aos obtidos em cultivo tradicional, onde o in6culo €
adicionado ao meio, sem a reutilizacdo da nanofibra. O processo de remocao das células
microalgais das nanofibras se demonstrou eficiente, ndo injuriou e ndo prejudicou seu posterior
desenvolvimento em novo cultivo. Esses resultados demonstram que as nanofibras apresentam
potencial para serem utilizadas como método inovador de conservacao das células microalgais,
uma vez que mantém sua integridade, protege fisicamente as células, ndo contribui para

variagdo do material genético e reduz o custo de operacdo frente aos métodos convencionais.
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CONCLUSAO GERAL

A renovacdo de nanofibras poliméricas de PAN/ DMF com 4% de NPsFe>O3 no
cultivo de Chlorella fusca LEB 111 foi realizada e demonstrou potencial no incremento da
fixacdo de CO,. Os maiores valores de concentragao de biomassa final, e taxa de biofixacao de
CO; foram obtidos no cultivo com dupla renovacio, sendo 2,53 g L! e 141,5 mg L' d,
respectivamente. A renovacgdo dupla das nanofibras foi capaz de manter o carbono por periodo
maior de tempo no meio liquido, de forma que seu consumo aumentou cerca de 94,7% em
relacdo ao ensaio sem nanofibras. Além disso, conforme a disponibilidade de carbono aumentou
no meio, a composi¢ao microalgal sofreu alteragdo em termos de carboidratos e lipideos. A
concentragdo desses biocompostos também foi superior no cultivo com dupla renovagdo das
nanofibras, sendo 32,8% p p™!' de carboidratos e 37,6% p p™! de lipideos.

Para o estudo da utilizagdo de nanofibras na preservacao de células microalgais, as
nanofibras foram retiradas do meio ao 30° dia de cultivo, e as células microalgais aderidas e
removidas das nanofibras foram capazes de crescer e se desenvolver quando inseridas em novo
cultivo. O processo de agitagdo manual das nanofibras para remoc¢ao das células microalgais de
sua estrutura foi eficiente pois removeu cerca de 0,6 g L' de células adsorvidas nas
nanoestruturas. As nanofibras ofereceram protegao fisica as células microalgais, ndo causando
injuria durante sua remogao. A concentracao final do cultivo com biomassa aderida foi 1,67 g
L' ao final do 30° dia de cultivo. Os parAmetros de crescimento do cultivo com células aderidas
as nanofibras ndo apresentaram diferenca quando comparados aos obtidos em cultivo
tradicional, que ndo contou com a utilizacdo de nanofibras. Esses resultados demonstraram o
potencial das nanofibras para serem utilizadas como método de preservacao de células, uma
vez que manteve a integridade das células microalgais e favoreceram seu posterior crescimento
e desenvolvimento em novo cultivo.

O estudo da preservagdao de microalgas utilizando nanofibras abre uma linha de
pesquisa pioneira de desenvolvimento, que pode fornecer diversos beneficios e vantagens
quando comparada aos métodos ja utilizados de armazenamento. Além disso, os resultados
obtidos no estudo de biofixa¢do de CO., reforcam a importancia de investimento em pesquisa
envolvendo microalgas com relagdo a mitigagdo do gas emitido na atmosfera. A utilizagao de
CO» pelas microalgas pode ajudar a amenizar a consequéncia que esse gas apresenta no efeito
estufa e com isso, agir contra a mudanga global do clima, um dos objetivos fixados pela

Organizacao das Nagoes Unidas (ONU).
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CONSIDERACOES FINAIS

RESIDUOS GERADOS E DESTINO

Todos os residuos gerados durante o procedimento deste trabalho foram
devidamente armazenados em recipientes especificos para o correto descarte, rotulados
conforme as regras definidas pela comissao de residuos da FURG pra posterior recolhimento e

descarte por empresas especializadas.

SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

e [Estudar o processo de incorporagdo das células microalgais e compostos do meio de
cultivo nas nanofibras poliméricas, a concentracdo maxima de células incorporadas,
bem como se esse fator varia conforme o tempo de exposigao.

e Avaliar o potencial das nanofibras atuarem na preservagdo de células microalgais
durante longos periodos de tempo e sob diferentes temperaturas ¢ umidades.

e Seguindo as premissas da preservacdo de micro-organismos, avaliar se as células
microalgais apresentam diferen¢a morfoldgica quando inoculadas apds a remogao das
nanofibras ou aderidas as nanofibras, e se o cultivo permanece sem contaminagao.

e Avaliar a viabilidade celular das células microalgais apds serem incorporadas as

nanofibras e inseridas em novo cultivo.
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