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RESUMO

O aumento da concentragdo de gas carbbnico na atmosfera tem sensiveis
consequiéncias ambientais. Nos Ultimos anos a emissdo de CO, na atmosfera
aumentou de 280ppm (1800) para 380ppm (2004), sendo cerca de 22% dessas
emissdes causadas por plantas de energia termelétrica. Dentre as varias alternativas
para captura e utilizagdo de CO,, uma abordagem particularmente interessante é o
emprego de microalgas. As microalgas se destacam por apresentarem diversas
potencialidades, como fonte de alimento e fonte para obtencdo de bioprodutos, e
também podem contribuir na redugado do efeito estufa, fixando CO.. As microalgas
Chlorella e Spirulina apresentam em sua composicdo alto teor de proteinas, acidos
graxos, sais minerais e pigmentos, e além disso, possuem certificado GRAS
(Generally Recognized As Safe), podendo ser utilizadas como alimento sem oferecer
risco a saude humana. A captura do CO, do gas de combustao de carvao é possivel
usando microalgas, tanto por separacdo como por uso direto do gas de combustao,
sendo este Ultimo mais vantajoso, em funcdo de uma maior economia de energia.
Alguns agravantes podem influenciar no uso direto do gas de combustdo como a alta
temperatura, concentracdo de CO, acima de 15% e a presenca de SO,, NO4 e material
particulado (em especial cinzas), dificultando assim, o método direto, a menos que a
microalga suporte condigbes extremas. O objetivo deste trabalho foi estudar a
utilizacdo de gases de combustdo do carvado provenientes da geracao termelétrica,
para cultivo de microalgas. Previamente foi realizada selegdo de microalgas quanto a
resisténcia a SO, que pode ser formado da combustdo do carvao para geragao de
energia elétrica. As microalgas estudadas foram Chlorella homosphaera,
Scenedesmus obliquus e Spirulina sp. expostas a de 6% de CO, e 30ppm de SO,. A
maxima produtividade de biomassa alcancada foi 0,19 g.L™".d"" e concentracéo celular
maxima 2,92 g.L", ambos para microalga Spirulina sp. Apés estudou-se as microalgas
S. obliquus e Spirulina sp. em um sistema de FBRs em série em diferentes
concentracbes de CO,, SO, NO e diferentes temperaturas. Foi alcancada
concentracdo celular média maxima de 3,29 g.L"' e fixacdo de CO, maxima de
35,87%, ambos resultados para Spirulina sp. Seguindo o estudo em biofixacdo de CO,
por microalgas, foram isoladas as microalgas Synechococcus nidulans e Chlorella
vulgaris da lagoa de estabilizacdo da Usina Termelétrica Presidente Médici —
UTPM/CGTEE, sul do Brasil. As microalgas isoladas foram cultivadas e comparadas
com as microalgas Spirulina sp e S.s obliquus, em relacdo a biofixacdo de CO.. As
microalgas foram expostas a 12% CO,, 60 ppm de SO, e 100 ppm de NO, simulando
um gas de combustdo de carvdo. A C. wulgaris apresentou comportamento
semelhante a Spirulina sp., alcangcando 13,43% de fixagdo diaria maxima. Foi
determinado o conteldo lipidico e a composicdo em acidos graxos das microalgas
Spirulina sp., S. obliquus, S. nidulans e C. vulgaris cultivadas em meio contendo 12%
de CO,, 60 ppm de SO, e 100 ppm de NO a 30°C. A microalga S. obliquus apresentou
o maior teor lipidico (6,18%). Para as demais microalgas o conteldo lipidico variou de
4,56 a 5,97%. O maior conteido em AGMI foi 66,01% para a S. obliquus. Os acidos
graxos poliinsaturados (PUFA) foram alcancados em maior quantidade pelas
microalgas Spirulina sp. (29,37%) e S. nidulans (29,54%). Os resultados mostraram
que o cultivo de microalgas enriquecido com os gases CO,, SO, e NO, apresentaram
uma biomassa rica em acidos graxos, podendo estes ser utilizados tanto para a
alimentacéo (acidos graxos insaturados), quanto para producdo de biocombustiveis
(acidos graxos saturados). Além disso, as microalgas estudadas podem contribuir na
redugao do aquecimento global.

PALAVRAS-CHAVE: Chlorella, gas de combustdao, Scenedesmus, Spirulina,
Synechococcus.



ABSTRACT

The increasing concentration of carbon dioxide in the atmosphere has sensible
environmental consequences. In the recent years the concentration of CO, in the
atmosphere increased from 280ppm (1800) to 380ppm (2004), around 22% of these
emissions caused by coal fired power plants. Amongst several alternatives for the
capture and application of the CO,, one of the most interesting overviews it is the use
of microalgae. Microalgae are gain eminence for presenting potentiality, like a source
of nutrients and for biofuels production, besides, they can contribute with the
greenhouse gas abatement, fixing CO.. Chlorella and Spirulina presents a high amount
of proteins, fatty acids, minerals and pigments in their composition, besides, they have
the GRAS certificate (Generally Recognized As Safe), allowing them to be used like
food without offer any risk to the human health. The CO, capture from the coal fired
flue gas is possible, as by the separation of the CO, as by the direct use of the flue
gas, being the last one advantageous, due to the major energy economy. Some
bottlenecks can influence the direct use of the flue gas like the high temperature of the
gas, high CO, concentration and the presence of SO,, NO, and particulate matter
(specially ashes), becoming hard, thus the direct method, unless that the microalga
could tolerate extreme conditions. The aim of this work was to study the utilization of
coal fired flue gas from power plants in microalgal cultures. Previously, was carried out
the selection of the microalgae resistant to SO,, witch can be formed in the coal fired
power generation. The studied microalgae were Chlorella homosphaera, Scenedesmus
obliquus and Spirulina sp. LEB-18 exposed to 6% CO, and 30ppm SO,. The maximum
biomass productivity was 0.19 g.L™'.d™ and the maximum cell concentration was 2,92
g.L", both for Spirulina sp LEB-18. Later, S. obliquus and Spirulina sp. LEB-18 were
studied in a serial FBRs system, at different concentration of CO,, SO,, NO and
different temperatures. The average maximum cell concentration obtained was 3,29g.L°
' and maximum CO, fixation 35,87%, both results for Spirulina sp. Following the CO,
biofixation study by microalgae, the strains Synechococcus nidulans and Chlorella
vulgaris were isolated from Presidente Médici’s wastewater treatment station, south of
Brazil. The isolated strains were cultivated and their CO; biofixation was compared with
Spirulina sp and S. obliquus. The microalgae were exposed to 12% CO,, 60ppm SO,
and 100ppm NO, simulating the flue gas. C. vulgaris showed similar behavior to that of
Spirulina sp LEB-18, reaching 13,43% of maximum daily fixation. The lipid content and
the fatty acids composition were determined for Spirulina sp. LEB-18, S. obliquus, S.
nidulans e C. vulgaris, cultivated in a medium with 12% CO,, 60ppm SO, and 100ppm
NO at 30°C. S. obliquus showed the major lipid content (6,18%). For the other
microalgae the lipid content ranged from 4,56 to 5,97%. The major AGMI content was
66,01% for S. obliquus. The PUFA were obtained in major amount by Spirulina sp.
LEB-18 (29,37%) and S. nidulans (29,54%). The results showed that microalgae
cultures enriched with CO,, SO, and NO, presented a fatty acids rich biomass, being
able to be used as like a nutrient source (unsaturated fatty acids), as for biofuels
production (saturated fatty acids). Besides, the studied microalgae can contribute for
the global warm reduction.

KEY WORDS: Chlorella, flue gas, Scenedesmus, Spirulina, Synechococcus.



1 INTRODUCAO

A diversidade de microalgas ha muito tempo, vem atraindo a atencao de
varios pesquisadores, pois apresentam em sua composicao alto teor de proteinas, sais
minerais, vitaminas e acidos graxos essenciais. Além disso, as microalgas possuem a
capacidade de duplicar sua biomassa em até um dia. O mercado de alimentos
utilizando microalgas apresenta rapido desenvolvimento em diversos paises como
Franca, Estados Unidos, China e Tailandia (BECKER, 2004)

Spirulina, Chlorella e Scenedesmus sao microalgas que apresentam em
sua composicao elevado teor de proteinas e lipidios (VONSHAK, 1997). Spirulina e
Chlorella possuem certificado GRAS (Generally Recognized As Safe) emitido pelo
FDA (Food and Drug Administration), podendo ser utilizadas como alimento sem
oferecer risco a saude humana. A Scenedesmus é bastante utilizada como racao
animal (HERODEK et al., 1989; PARTALI et al., 1985) e suplemento alimentar
(BECKER, 2004).

A concentracdo de CO, na atmosfera aumentou de 280 ppm (1800) para
380 ppm (2004) (SIEGENTHALER et al., 2005), sendo cerca de 22% dessas emissoes
causadas por plantas de energia termelétrica. Dentre as varias alternativas para
captura e utilizacdo de CO,, uma abordagem particularmente interessante é o
emprego de microalgas. Na cidade de Candiota, localizada no estado do Rio Grande
do Sul, a Companhia de Geracao Térmica de Energia Elétrica (CGTEE), propéem-se a
colaborar com a reducdo da emissdo de CO, para atmosfera e obtengdo de
biocompostos a partir de microalgas. A biomassa microalgal produzida pode ser
potencialmente utilizada para alimentacdo humana, racdo animal e transformada em

bioprodutos e biocombustiveis.

Fatores como SO, e NO podem interferir no processo de biofixacdo de
CO, originado da combustdo de carvao por microalgas, a menos que elas suportem
condicoes extremas. Uma alternativa seria a utilizacdo de microalgas tolerantes a altas
concentracdes de CO,. Microalgas isoladas de lagos ou lagoas préximos as plantas de
energia térmica podem apresentar alta resisténcia as condicoes referidas, ja que estao

expostas a concentracgdes variadas dos gases de combustao.

Estudar a influéncia de NO e SO, no cultivo das microalgas Spirulina,
Clhorella e outras isoladas da regiao da Companhia de Geragado Térmica de Energia



Elétrica (CGTEE) em Candiota/RS, é de grande interesse, pois podem proporcionar a
reducdo nos custos de produgéo e possibilitar a viabilidade técnica da utilizagcdo de
microalgas para a reducao da emissao de CO, proveniente da geragao termelétrica.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar a utilizacdo de gases de combustdo provenientes da geracao

termelétrica, para cultivo de microalgas.

2.2 Objetivos Especificos
— Selecionar microalgas tolerantes a SO..

— Analisar a influéncia dos gases NO e SO, no cullivo de microalgas em

fotobiorreatores em série.

— Realizar o isolamento e selecido de microalgas provenientes de lagoas
préximas a Companhia de Geragdo Térmica de Energia Elétrica (CGTEE) em
Candiota/RS, que sejam resistentes a altas concentracoes de CO,, SO, e NO.

— Analisar a biomassa formada com relacdo aos seus principais parametros

nutricionais, tais como conteldo lipidico e perfil de acidos graxos.



3 JUSTIFICATIVA

O aquecimento global, causador das mudancas climaticas atuais e futuras,
traz situacdes que caracterizam vulnerabilidades para as populacbes. Sendo assim,
medidas devem ser tomadas para minimizar os impactos das mudangas climaticas no
planeta. Os efeitos das catastrofes climaticas ja podem ser sentidos em varios lugares
do mundo, em especial na Europa.

O Protocolo de Kyoto firmado para atingir o objetivo primordial da
Convencado Quadro das Nacdes Unidas sobre mudanca do clima estabeleceu metas
para que as emissdes de gases de efeito estufa sejam reduzidas em pelo menos 5%
abaixo dos niveis verificados em 1990, no periodo compreendido entre 2008 e 2012. O
protocolo também  estabeleceu mecanismos adicionais, mecanismo de
desenvolvimento limpo (MDL), a implementacdo conjunta e o comércio de emissoes,
que permitem a redugédo de emissdes ou 0 aumento de remocao de gases do efeito

estufa da atmosfera.

A queima de combustiveis fésseis, principalmente petréleo, carvdo e gas
natural, estdo entre as fontes industriais que tém provocado alteracdes da qualidade
ambiental. Cerca de 22% do CO, encontrado na atmosfera é emitido por plantas de
energia térmica. A usina termelétrica Presidente Médici, operada pela Companhia de
geracao térmica de energia elétrica (CGTEE), compde o maior complexo termelétrico
do Rio Grande do Sul.

O uso de microrganismos fotossintéticos para biofixar CO, e produzir
compostos quimicos de interesse tém sido alvo de estudos. O cultivo de microalgas
apresenta custos relativamente baixos para a colheita e transporte e menor gasto de
agua, comparados aos cultivos de plantas; pode ser realizado em condigbes nao
adequadas para a producdo de culturas convencionais. As microalgas utilizam
carbono inorganico para o crescimento, podendo ser utilizadas na mitigacdo de CO,
mais eficazmente do que vegetais superiores (BROWN & ZEILER, 1993), pois nao
dependem da qualidade do solo, apresentando resultados imediatos. O CO, pode ser
captado direto do processo fixando-o em maior quantidade, enquanto os vegetais
superiores captam CO. da atmosfera (cerca de 0,038%). Além disso, a biomassa
obtida pode ser transformada em alimento e ragao, e a fragéo lipidica quando extraida

pode ser transformada em varios compostos, como biocombustiveis.



O Laboratorio de Engenharia Bioquimica da Fundacdo Universidade
Federal do Rio Grande, desde 1996 vem trabalhando na linha de pesquisa em torno
das propriedades e condicoes de cultivo de microalgas (ANDRADE & COSTA, 2007;
MORAIS & COSTA, 2007a; MORAIS & COSTA, 2007b; COLLA et al., 2007;
RADMANN et al., 2007; COSTA et al., 2006; REINEHR & COSTA, 2006; COLLA et al.,
2004; COSTA et al., 2003; REINEHR, 2003; BIANCHINI et al., 2002; COSTA et al.,
2002; COSTA et al., 2001; SANTOS, 2001; COSTA et al., 2000; COZZA, 1999;
WEBER et al., 1999). Vem sendo desenvolvidos trabalhos com a microalga Spirulina
ha alguns anos, pois além de apresentar em sua composicao alto teor de proteinas,
acidos graxos, sais minerais e pigmentos, € uma microalga GRAS (Generally
Recognized As Safe). Ja foram desenvolvidos mais de 15 alimentos com a microalga

Spirulina e também atualmente, estuda-se a microalga Chlorella que também é GRAS.

Em 2005, juntamente com a ELETROBRAS — Centrais Elétricas Brasileiras
S.A. e com a Companhia de Geragdo Térmica de Energia Elétrica (CGTEE), foi
firmada uma parceria com objetivo de estudar a biofixacdo de CO, dos gases de

combustéo do carvao através de microalgas.

Estudos em relagdo a biofixacdo de CO. por microalgas vém sendo
desenvolvidos no Laboratério de Engenharia Bioquimica da FURG (MORAIS &
COSTA, 2007a; MORAIS & COSTA, 2007b; HENRARD et al., 2006; ROSA et al.
2005). Continuando os estudos envolvendo formas de cultivo para biofixacdo de COx,
faz-se necessaria uma avaliacdo do cultivo de microalgas com adigdo dos gases SO,
e NO, pois estes podem interferir no processo direto de biofixagdo do CO, pelas
microalgas, utilizando CO, direto do gas de combustdo; assim como altas
temperaturas, elevadas concentracées de CO. e material particulado (em especial
cinzas), a menos que elas suportem condi¢oes extremas. O gas de combustdo emitido
das chaminés da usina operada pela CGTEE contém aproximadamente 12% de CO,,
2500 ppm de SO, € 500 ppm de NO,.

O isolamento de microalgas provenientes da regido, seria uma alternativa
para maximizar a eficiéncia das microalgas em fixar CO,. Alguns pesquisadores
acreditam que espécies de microalgas nativas sejam mais tolerantes a condicdes
locais (BROWN et al., 1997; CHU et al., 1996; RENAUD et al., 1995). Assim, diminuiria
o risco de impacto ambiental, a dependéncia de importar cepas seria eliminada,
haveria tolerancia a altas concentragdes de NO e SO, e com isso, maior produtividade



Estudos relatam que as microalgas Anacystis, Botryococcus,
Chlamydomonas, Chlorella, Emiliania, Monoraphidium, Rhodobacter, Scenedesmus,
Spirulina, Synechococcus, Tetraselmis, Nanocloropsis, possuem potencial em fixar

CO, em altas concentracoes.

Os conhecimentos adquiridos poderdao contribuir no funcionamento da
planta-piloto instalada na Usina Termelétrica Presidente Médici — UTPM/CGTEE, sul

do Brasil, e também para obtencao de bioprodutos de valor energético.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 Microalgas

A utilizacdo de microalgas na alimentacdo humana remonta a tempos
imemoriais, tendo sido usadas como fonte de proteinas por tribos indigenas do Chade
e por indios Aztecas, os quais as secavam em lamelas que depois ingeriam
(NAVALHO, 1998). Quando cultivadas em meios adequados, certas espécies de
microalgas podem duplicar a sua biomassa diariamente, produzindo matéria seca com
um teor protéico superior a 50% e alcangando produtividades de 30-50g.m™2.dia’ em
peso seco (GOLDMAN, 1980).

O cultivo comercial de microalgas em larga escala comecou nos anos 60
no Japao com a cultura da Chlorella, seguida nos anos 70-90 pelo cultivo da Spirulina
no México, Estados Unidos e China. Em um periodo de cerca de 30 anos a industria
biotecnolégica de microalgas cresceu e se diversificou muito.

No Brasil, pesquisas com microalgas sao relativamente recentes e tém
enfocado, principalmente, o aspecto de crescimento sob diversas condi¢des, como
meios de cultivo, e outros parametros como nutrientes, temperatura, salinidade e luz
(COSTA et al., 2001; SIPAUBA et al., 1999; OLIVERA, 1995; DERNER, 1995).

As microalgas, responsaveis por mais de 50% da fotossintese do planeta,
necessitando de CO, para crescer e apresentando potencial em assimilar CO,, tém
sido objetos de muitas investigacoes para biofixacdo de CO, da atmosfera, ajudando
assim na reducao do efeito estufa. A biomassa produzida da assimilacao de CO, pode
ser transformada em alimento humano, racdo animal e os acidos graxos extraidos da
biomassa podem ser convertidos a biocombustiveis ou até alimentos e farmacos
(SCRAGG et al, 2003).

Segundo ZASLAVSKAIA et al. (2001), microrganismos fotossintéticos
como microalgas e cianobactérias presentes nos ambientes aquatico sao

responsaveis por uma parcela substancial da producao de O, e fixagdo de COs..

O valor nutricional das microalgas depende, principalmente, da sua
composicao bioquimica. Embora exista uma grande diferenca nas composicdes das

microalgas em fungédo da classe e a espécie que se esta trabalhando, a proteina é



sempre 0 maior constituinte organico, seguido usualmente de lipidios e entdo pelos
carboidratos (COUTTEAU, 1996). A manipulagdo das condigdes ambientais e o0s
diferentes estagios de crescimento podem alterar a composi¢gdo bioquimica das
microalgas (BROWN et al., 1989).

4.1.1 Microalga Spirulina

A Spirulina (Figura 1) é uma cianobactéria filamentosa, aerobia
fotossintética, tipicamente procaridtica com parede celular, membrana celular,
ribossomas e regido nuclear, sem nucleo verdadeiro. Seu tamanho celular pode variar
da tipica bactéria com 0,5 a 1,0um de didmetro até maiores com 60um de didmetro
(nas espécies Oscillatoria princeps). Esta Ultima é a maior célula conhecida em
procariontes (BROCK & MADIGAN, 1991).

Figura 1 Microfotografia da cianobactéria Spirulina platensis
FONTE: Laboratério de Engenharia Bioquimica — FURG

Os tilacéides presentes nas cianobactérias apresentam-se como um
sistema de membranas achatado associado aos pigmentos necessarios a
fotossintese. Na estrutura celular observa-se também os ficobilissomos que sao
estruturas que contém pigmentos fotossintéticos acessoérios como ficobilinas, fieritrina,
ficocianina, aloficocianina (BALLONI et al., 1980). Os pigmentos, importantes
metabolicamente devido ao aparelho fotossintético, sdo principalmente carotendides,

clorofila e ficocianina.



As cianobactérias possuem vacuolo gasosos que se formam em resposta
a mudancas no ambiente como aumento da intensidade luminosa, mudancga de pH e

salinidade causando migracao vertical (BALLONI et al., 1980).

A reprodugado no grupo de cianobactérias ocorre por divisdo celular, ndo
ocorre mitose (n=>2n) e sim fissao binaria. Pode ocorrer fragmentacao e formacdes de
hormogénios, formacao de aplandsporos, heterocistos (intercalares, basais e apicais),
acinetos (intercalares, basais e apicais) (LEE, 1989; BOLD WYNNW, 1992; VAN DEN
HOEK, 1995; SARADA, 1999).
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Figura 2 Ciclo de vida da cianobactéria Spirulina.
FONTE: RICHMOND, 1990.

A microalga Spirulina é uma das mais cultivadas no mundo, pois € uma
fonte protéica alternativa utilizada como suplemento alimentar humano e animal,
apresentando caracteristicas de alta digestibilidade de até 85% e teor protéico acima
de 65% (base seca). A proporcao de proteinas desta microalga é superior a observada
na carne de pescado (15-25%) e, também quando comparada com a da soja (35%) do
leite em po6 (35%) dos ovos (12%) dos cereais (8-14%) e do leite integral (3%)
(HENRIKSON, 1994). Além do alto teor protéico, a Spirulina apresenta em sua
composigao de 5 a 7% de lipidios, 10 a 20% de carboidratos, 6 a 9% de minerais e

oligoelementos.
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Varios autores relatam a ocorréncia natural da Spirulina sp. em diversos
paises como nos lagos Chad na Africa Central, Texcoco no México, Nakaru e
Elementeita no Quénia, Aranguadi e Kilotes na Etiépia (VONSHAK, 1997;
HENRIKSON, 1994). Mais recentemente no Brasil MORAIS et al. (2005) registraram a

ocorréncia da Spirulina na Lagoa Mangueira.

Em 1981, o FDA (Food and Drug Administration) emitiu o certificado GRAS
(Generally Recognized As Safe) deliberando que a microalga Spirulina constitui uma
fonte de proteinas e contém varias vitaminas e minerais, sendo legalmente possivel
sua comercializacdo como complemento alimentar sem oferecer risco a salde

humana.

Varios estudos tém sido realizados evidenciando os efeitos terapéuticos da
microalga Spirulina, que incluem sua utilizagcdo no tratamento da hiperlipidemia,
cancer, diabetes, obesidade, hipertensdo, entre outros (HERNANDEZ et al., 2001;
BELAY et al., 2002; COLLA et al., 2002; ARAUJO et al., 2003;).

4.1.2 Microalga Chlorella

A Chlorella (Figura 3) € uma microalga unicelular microscépica, encontrada
em tanques e lagos, com grande habilidade de realizar fotossintese (VONSHAK,
1997). Foi descoberta pelos japoneses (RICHMOND, 1990), tradicionais consumidores
de algas, os quais a apreciam e a utilizam normalmente como complemento alimentar.
E uma microalga rica em clorofila, proteinas, vitaminas, sais minerais e aminoacidos
essenciais (HENRIKSON, 1994).

Figura 3 Microfotografia de Chlorella vulgaris
FONTE: Laboratério de Engenharia Bioguimica — FURG
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A microalga Chlorella é pertencente ao grupo das Cloréfitas. As cloréfitas
sao algas que tem cloroplastos verdes, circundados por duas membranas. As paredes
celulares das algas verdes, como aquelas das plantas terrestres, sdo compostas de
pectinas e celulose, ou de polimeros de xilose ou manose conectadas com a proteina.
As paredes em muitos géneros estdo incrustadas com carbonato de calcio, silica e,
menos freqlentemente, outros minerais como Oxido de ferro (MARGULIS &
SCHWARTZ, 2001).

As cloréfitas sdo um grande componente do fotoplancton de agua doce;
tém-se estimado que elas fixam mais de 1bilhdo de toneladas de CO. nos oceanos e
nas aguas doces a cada ano (MARGULIS & SCHWARTZ, 2001).

A Chlorella apresenta 53% de proteinas, 23% de carboidratos, 9% de
lipidios e 5% de minerais e oligoelementos em sua composicdo. Assim como a
Spirulina, a Chlorella possui o certificado GRAS (Generally Recognized As Safe)
emitido pelo FDA (Food and Drug Administration), podendo ser utilizada como
alimento sem apresentar risco a saude. Além disso, a microalga Chlorella apresenta
alta capacidade de fixacdo de CO. (YANAGI et al.,, 1995; HIRATA et al., 1996;
YOSHIHARA et al., 1996; SUNG et al. 1999; MORAIS & COSTA, 2007) € é resistente
a altas temperaturas e tolerante a SO, e NO (YOSHIHARA et al., 1996; LEE et al.
2002).

4.1.3 Microalga Scenedesmus

Assim como a Spirulina e a Chlorella, Scenedesmus € uma microalga rica
em proteinas. Apresenta em sua composicao 53% de proteinas, 29% de carboidratos,
15% de lipidios e 5% de minerais.

Scenedesmus (Figura 4) pertencente ao grupo das cloroficeas apresenta-
se na forma de colbnias cenobiais formadas de células elipsoidais, fusiformes,
aciculares ou ovoéides, arranjadas lado a lado em nimero mdltiplo de 2 em um so6
plano, possuindo em geral 4 ou 8 células. Sdo algas de superficie e vivem bem em

aguas com elevado teor mineral (BRANCO, 1978).
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FONTE: Laboratério de Engenharia Bioquimica — FURG

As cloroficeas tém especial interesse para os biélogos, porgue entre elas
ha espécies que evidenciam possiveis vias evolutivas. Sao seres unicelulares
(isolados ou coloniais), no caso da Scenedesmus, ou pluricelulares. Seus cloroplastos
possuem clorofila A e B, carotenos e xantofilas. A reserva é representada por amido e
as paredes celulares possuem celulose. Vivem em ambientes terrestres imidos, na
agua doce e no mar. A reproducao é feita sexuadamente e assexuadamente. Entre as
algas verdes, pode-se observar todo um processo de reproducdo sexuada, que vai
desde a isogamia, heterogamia até a oogamia. A reproducdo assexuada é feita por
meio de esporos. Muitas apresentam alternancia de geracoes (metagénese).

O género Scenedesmus, que é encontrado em todos os tipos de aguas
naturais, é usado na biotecnologia em culturas para a producdo de biomassa
(KESSLER, 1991) para racao animal (HERODEK et al., 1989; PARTALI et al., 1985;
CLAUS et al. 1979; SORGELLOS, 1972), suplemento alimentar (BECKER, 2004) e
biofixacdo de CO, (MORAIS & COSTA, 2007b).

4.1.4 Microalga Synechococcus

A Synechococcus é uma cianobactéria da classe Coccogoneae, cocoide
(esférica) unicelular, aerébia fotossintética, presente em oceanos, sendo a mais
importante fotossintetizadora do ambiente marinho, responsavel por cerca de um
quarto da producdo de oxigénio. A reproducdo da Synechococcus é assexuada,
ocorrendo por fissdo binaria, semelhante a das bactérias (MARGULIS & SCHWARTZ,
2001).
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Figura 5 Microfotografia de Synechococcus nidulans
FONTE: Laboratério de Engenharia Bioquimica — FURG

Diversos estudos tém sido realizados com a Synechococcus, visando
biofixacdo de CO, em altas concentragdes (OHTAGUCHI et al., 1997; KAJIWARA et
al.,, 1997; MURAKAMI et al., 1998; CHANG & YANG, 2003), produgao de lipidios e
acidos graxos (GOODLOE & LIGHT, 1982; KALACHEVA & TRUBACHEV, 1981),
ragao animal (FAHNENSTIEL et al., 1991) e produg¢édo de pigmentos (WOOD et al.,
1985; UYSAL, 2000; UYSAL, 2001).

4.2 Fotossintese

Segundo ZASLAVSKAIA et al. (2001), microrganismos fotossintéticos
como microalgas presentes nos ambientes aquéticos s&o responsaveis por uma
parcela substancial da produgdo de O, e fixagdo de CO,. Sendo entdo, muito
importante o conhecimento da fotossintese.

A fotossintese pode ser definida como um processo fisico-quimico,
mediante o qual os organismos fotossintéticos sintetizam compostos organicos a partir
de energia solar, agua, gas carbonico e sais minerais. O processo fotossintético ocorre
nos cloroplastos, sendo o diéxido de carbono capturado da atmosfera e resultando na
sintese de carboidratos e liberagdo de oxigénio molecular (MARTINEZ, 2001). A

fotossintese pode ser representada pela seguinte equagéo empirica:
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CO:z + H2O + Energia luminosa = [CHO] + O, + H.O

Em geral o processo fotossintético € analisado em duas etapas,
interdependentes e simultaneas: a etapa fotoquimica (fase clara) e a etapa quimica
(fase escura). Na fotoquimica, a energia radiante excita os pigmentos fotossintéticos e
este estado de excitacdo (energia) é transferido com auxilio da agua (6xido-redugao),
até as moléculas de NADP e ATP (energia quimica). Os produtos primarios da etapa
fotoquimica sdo o ATP e o NADPH,. Nessa etapa também ocorre a liberagdo do
oxigénio, como subproduto da dissociacdo da molécula da agua. Na fase quimica, o
carbono obtido a partir de uma molécula de CO, é assimilado mediante uma série de
reagOes enzimaticas com o uso de uma molécula de CO, é assimilado mediante uma
série de reagcbes enzimaticas com 0 uso da energia armazenada nas moléculas de
ATP e NADPH,, terminando por formar o primeiro produto da fotossintese, o hidrato de
carbono (CH20).

A fotossintese é afetada por varios fatores como intensidade luminosa
(SCHMID, 1998), temperatura e concentragcao de CO, no ar (INVERS et al., 2001).

4.3 Condicdes de Cultivo de Microalgas

Como qualquer outro microrganismo, as microalgas reagem a variagdes do
meio exterior com alteragdes do seu meio intracelular. Desta maneira, a manipulacao
de condicdes de cultivo, nomeadamente a presenca ou auséncia de determinados
nutrientes, estimula a biossintese de compostos que vao desde enzimas a farmacos
estimulantes da tirdide e antioxidantes naturais, alguns de elevado valor comercial.
Este fato pela primeira vez referenciado por TAMIYA (1957) in RICHMOND (1990),
que modificou a composicao, principalmente no seu teor em lipidios e proteinas,

variando as condigbes de cultivo da alga.

4.3.1 Efeito da Temperatura no Cultivo de Microalgas

A temperatura é um fator extremamente importante e determinante na vida
de todos os seres vivos, ja que a vida depende da ocorréncia de reagdes bioquimicas,
cuja energia de ativacao é influenciada principalmente pela temperatura (SGARBIERI,
1996).
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Todos os seres vivos sao afetados pela temperatura, embora alguns sejam
mais tolerantes a variagbes mais amplas, os euritérmicos, enquanto outros,
conhecidos como estenotérmicos, ndo conseguem suportar tais variacoes, tendo sua
distribuicao limitada por este fator (PROSSER & HEATH, 1991). Entre as microalgas
também se encontram espécies euritérmicas e outras estenotérmicas, como
observado por SUZUKI & TAKAHASHI (1995).

O efeito mais pronunciado da temperatura no metabolismo da célula é sua
influéncia na respiragdo escura. Durante a fase escura, a taxa de respiragéao,
particularmente em microalgas, aumenta exponencialmente com a temperatura. O
aumento da taxa respiratéria, principalmente quando a temperatura a noite é elevada,
faz com que o fenbmeno de perda noturna de biomassa diminua a produtividade do

cultivo.

Com relacdo a espécies dominantes, a temperatura exerce efeito
pronunciado, principalmente em cultivos comerciais, que precisam ser mantidos
monoespecificos devido as possiveis competicbes entre espécies. Em cultivos de
Spirulina, foi observado que temperaturas de aproximadamente 15°C abaixo do étimo,
a microalga Chlorella sp. proliferou-se rapidamente na cultura e tornou-se a espécie
dominante com duas a trés semanas de cultivo (RICHMOND, 1990, citado por
DUARTE FILHO, 2002).

A temperatura 6tima para o cultivo de Spirulina esta na faixa de 35 a 38°C.
No entanto, 6timos de temperatura podem variar entre diferentes espécies e desvios
desta faixa podem inibir a capacidade fotossintética (VONSHAK, 1997).

Certos tipos de microalgas sao tolerantes a temperaturas elevadas, como
a Chlorella, que continua se desenvolvendo a temperaturas em torno de 42°C (SAKAI
et al., 1995). A maioria das espécies de microalgas crescem entre 10-35°C, com um
6timo entre 16 e 24°C (MICHEL, 1986).

Em estudos realizados por SUNG et al. (1999) com a microalga Chlorella
sp. KR-1 a temperatura de até 40°C e até 30% de CO,, a microalga apresentou um

excelente crescimento.
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4.3.2 Efeito da Luminosidade no Cultivo de Microalgas

A intensidade luminosa é um fator muito importante para a realizacdo da
fotossintese sobre os cultivos de microalgas. O fenémeno luz tem sua importancia
numa producéo intensiva (massiva) de microalgas, uma vez que a qualidade de seu
espectro e intensidade luminosa interferem, diretamente, na quantidade e qualidade

da microalga produzida.

A fixacdo do carbono também ¢é afetada pela luminosidade, uma vez que
muitas enzimas sdo ativadas pela luz. E importante lembrar que dependendo da
espécie de microalga que estd sendo trabalhada podemos ter respostas diferentes

para a mesma qualidade e intensidade de luz.

Segundo GRIMA et al. (1996), a disponibilidade de luz &€ um dos principais
problemas observados no cultivo fotoautotréfico de microalgas. A luz precisa ser
continuamente fornecida ao sistema, porque nao pode ser acumulada. A limitacao do
crescimento em culturas densas pode ocorrer devido ao sombreamento provocado
pelas proprias células a medida que ha o crescimento, impedindo que parte da cultura
receba a incidéncia de luz.

A luz pode afetar de trés maneiras os organismos fotossintetizantes, pela
quantidade de energia disponivel (intensidade luminosa), pela periodicidade do
suprimento (fotoperiodo) e pela composicdo do espectro de radiacdo (KIRK, 1994;
RICHMOND, 1990).

LEE et al. (1987) estudando a Spirulina platensis verificaram que houve
uma inibicdo do crescimento em 2000 Lux, cuja explicacdo dada ao fenémeno foi
devido ao fato de encontrarem altas quantidades de clorofila em algas crescidas em
baixas intensidades luminosas. Varios investigadores (SHUGARMAN & APPLEMAN,
1966; BEALE & APPLEMAN, 1971; SHERIDEN, 1972; MEEKS, 1974) afirmam que o
conteudo de clorofila é inversamente proporcional a intensidade luminosa recebida.
Sob esta logica, o rendimento bioenergético diminui conforme aumenta a intensidade

luminosa.
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4.4 Efeito das condicoes de cultivo na producao de lipidios e perfil de acidos
graxos

Nos sistemas biolégicos, os lipidios funcionam como componentes de
membrana, produtos de reserva, metabdlitos e como fonte de energia sendo que
grande parte dos lipidios é constituida de acidos graxos. De acordo com os seus
constituintes, os lipidios se classificam em fosfolipidios, glicolipidios e triacilglicerdis.
Os triacilglicerois (TAG) podem ser considerados a principal fonte energética da
maioria dos organismos (LEHNINGER, 2004).

Diversos fatores podem influenciar na producao de lipidios e acidos graxos por
microalgas, como intensidade luminosa (SUSENIK & WAHNON, 1991), temperatura
(JAMES et al., 1989; THOMPSON & GUO, 1998; RENAUD et al., 2002) e nutrientes
(TAGUCHI et al., 1987; SUSENIK & WAHNON, 1991). O conteldo lipidico das
microalgas pode variar de 1 a 40% e em algumas condicdes de cultivo podem
alcancar 85%. Segundo ILLMANN et al. (2000), 30°C e baixas concentragbes de
nitrogénio sdo consideradas condi¢des 6timas para o aumento da producao de lipidios
nas cepas de Chlorella. Os &cidos graxos nas microalgas correspondem a maior
fracédo lipidica, e em algumas espécies os PUFA representam entre 25 e 60% dos
lipidios totais (BECKER, 2004).

Segundo TSUZUKI et al. (1990), a adicdo de CO, aos cultivos influencia no
conteldo lipidico e no grau de insaturacao dos acidos graxos, sendo este, portanto,
um nutriente essencial no cultivo de microalgas. O CO, proveniente do ar atmosférico
somente pode sustentar uma produtividade de aproximadamente 10 g.m?Z.dia’.
MURADYAN et al. (2004) constataram que a composicdo em acidos graxos triplicou
com aumento da concentragdo de 2 a 10% de CO. nos cultivos de D. salina. Aumento
na fracao lipidica foi observado por CHU et al. (1996) adicionando ao cultivo com 5%
(v/v) de CO..

CHU et al. (1996) observaram aumentos no conteldo dos acidos graxos
poliinsaturados, sobretudo o C18:3 e diminuicdo dos saturados (principalmente do
C16:0) com o aumento da concentragdo de gas carbbnico de 0,03 a 5% (v/v) para
Nitzschia inconspicua. HAMZA & ROBIN (1992) também relataram aumentos de 10%
para os acidos graxos poliinsaturados da série dmega 3 com aumento na

concentracdo de CO. no meio de cultivo para Platymonas suecica. O CO, é
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necessario na sintese do acido palmitico, que é o precursor de todos os acidos graxos
saturados e insaturados (LEHNINGER et al., 1995).

As variacoes entre espécies, nos perfis de acidos graxos, sao decorrentes
da variabilidade genética entre elas, principalmente entre espécies de diferentes
classes (RENAUD et al., 2002).

4.5 Biorreatores para o cultivo de microalgas

Na escolha do biorreator adequado, muitas consideragbes devem ser
observadas. Fatores como biologia da alga, custo da terra, da energia, da agua, dos
nutrientes, clima (em cultivos abertos), produto final, que se deseja obter devem ser
cuidadosamente especificados.

Geralmente os fotobiorreatores utilizados para o cultivo comercial de
microalgas, como Chlorella e Spirulina em grande escala sdo abertos. Estes
fotobiorreatores podem apresentar zonas de estagnacao da cultura, onde as células
nao recebem luz, afetando o processo fotossintético e baixando a absorgdo de CO,,

bem como o crescimento celular.

As microalgas também sao limitadas por CO,, entretanto sua adicdo em
tanques abertos é geralmente ineficiente e sem viabilidade econémica, exceto no caso
de cultivo de Spirulina, o qual é essencial para manter a alta alcalinidade conforme
BELAY (1997), citado por BOROWITZKA (1999).

Os biorreatores fechados apresentam varias vantagens, como alta
utilizacédo da luz levando a altas produtividades, controle de temperatura e habilidade
de utilizar a luz natural. Isto significa que muitas espécies podem ser cultivadas livres
de contaminacao, bem como a ndo dependéncia das condicoes climaticas. Contudo,
deve-se levar em consideracdo que os biorreatores abertos sdo muito mais faceis de
lidar para o cultivo de microalgas, do que os fechados que exigem alto controle das
condicdes, como controle de temperatura, sem falar da necessidade de luz artificial, o
que resulta em culturas limitadas pela luminosidade. A operagcédo deste sistema exige
intensivo trabalho e as culturas geralmente ndo sdo devidamente agitadas
(BOROWITZKA, 1999).
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Nos ultimos anos muitos avangos surgiram no projeto e operagado de
fotobiorreatores. Tém-se duas configuragdes basicas, que séo os fotobiorreatores de
placa plana e os tubulares. O principio fundamental destas configuragdes é reduzir a
trajetdria da luz de forma a aumentar a quantidade luz disponivel para cada célula da
cultura. Estes biorreatores possuem uma adequada agitagdo para permitir uma
disponibilizagao melhor da luz, bem como aumentar as trocas gasosas. A espessura
6tima de cultura nestes biorreatores esta entre 0,02 e 0,04 m (BOROWITZKA, 1999).

No Laboratério de Engenharia Bioquimica da Fundagédo Universidade
Federal do Rio Grande foram estudados diferentes tipos de fotobiorreatores (Figura 6)
no cultivo de microalgas (MORAIS & COSTA, 2007b; COLLA et al., 2007; RADMANN
et al., 2007; COSTA et al., 2006; ANDRADE, 2005; COLLA et al., 2004; REINEHR,
2003; COSTA et al., 2002; DUARTE FILHO, 2002; COSTA et al., 2001; SANTOS,
2001; COSTA et al., 2000; COZZA, 1999; WEBER et al., 1999).

Figura 6 Diferentes tipos de fotobiorreatores fechados e abertos
FONTE: Laboratério de Engenharia Bioquimica — FURG
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4.6 Biofixacao de CO; a partir de Microalgas em Diferentes Fotobiorreatores

A reducdo de CO, da atmosfera, maior responsavel pelo aquecimento
global, pode ser feita por diversos métodos, como por crescimento de arvores,
absorcdo pelos oceanos, substituicao de combustivel féssil, cultivo de microalgas,
entre outros. Comparando-se arvores com as microalgas, as arvores saem em
desvantagem, pois as microalgas podem ser levadas a novos locais, o cultivo pode ser
facilmente extrapolado de pequena para grande escala e sdo mais rapidas que outros
sistemas de biomassa, devido a velocidade de crescimento destas plantas
microscopicas. As arvores fixam 1 ton/ha.ano podendo alcancar 3,5 ton/ha.ano em
regides de clima tropical, as microalgas podem chegar de 6,3 ton/ha.ano a 16,2
ton/ha.ano em regides tropicais. Resultados em cultivos de microalgas sao imediatos,
enquanto arvores precisam crescer para fixar quantidades consideraveis de CO,. Além
de tudo, a biomassa produzida é potencialmente utilizavel na alimentacdo humana ou
animal, ou como fonte de compostos quimicos de valor econémico.O dioxido de
carbono (CO,) é um fator muito importante na fisiologia das microalgas. Diversos
autores propdem a utilizagdo de gas carbdnico no crescimento de microalgas em
cultivo, ja que este gas fornece o elemento carbono para a sintese dos componentes
das células (PARSONS et al.,, 1984) e pode limitar as taxas de crescimento de
microalgas (BURKHARDT & RIEBESELL, 1997). Estudos revelam que se pode obter
aumentos de 2 a 5 vezes, nas densidades celulares e na biomassa, quando se
adiciona CO, aos cultivos, junto com a aeracdo (LAING, 1991; HERNANDEZ-
MOLEJON, 1995).

Microrganismos fotossintéticos tais como microalgas, quando crescem
em grandes tanques abertos podem usar CO, de gas de combustao diretamente
injetado no cultivo. A produgao comercial de microrganismos fotossintéticos é utilizada
para produzir produtos de alto valor tais como pigmentos (BROWN, 1996).

Estudos realizados por YOSHIHARA et al. (1996) revelam que cultivando a
microalga marinha NOA-113 em fotobiorreator tubular com 15%(v/v) de CO,, a
quantidade de CO, fixada pelas células foi em torno de 3,5 g.CO,.dia™” por reator na
taxa de 150 mL.min™". YUN et al. (1997), utilizando Chlorella vulgaris para biofixacéo
de CO,, com 15% (v/v) apresentou uma taxa de fixacdo de CO, de 26,0 g.CO,.m>.h",
este resultado s6 foi atingido depois de adaptar a microalga em 5% (v/v) de CO,, pois
sem a adaptacao o crescimento foi inibido.
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LEE et al. (2002) realizaram estudos com Chlorella sp. KR-1, utilizando
15% (v/v) de CO, foi obtido 1,66 g.L'.dia' para produtividade. Outros estudos
realizados por este autor, em 1998 com a mesma microalga Chlorella sp. KR-1 foram
avaliados concentracdes de CO, de 10 a 70% (v/v), onde a maior taxa de crescimento
foi obtida para 10% (v/v) de CO, no valor de 1,15 g.L".dia™ e a concentracéo celular
chegou em 5,7 g.L"' em 6 dias de cultivo.

Em um fotobiorreator tubular helicoidal cb6nico desenvolvido por
WATANABE & SAIKI (1997); Chlorella fixou 21,9% do CO, em concentragdo de 10%

(v/v) no gas de entrada, em cada 12 h de operagéo.

4.7 Efeito de NO,, SO, e pH no Cultivo de microalgas

A forma predominante de carbono é altamente dependente do pH, sendo
que valores de pH mais alcalinos favorecem a forma bicarbonato (HCOjs), que
constitui mais de 80% em pH entre 7 e 9, enquanto as formas de CO: livre e carbonato
(COs®) predominam abaixo ou acima destes valores, respectivamente (KIRK, 1994).

Valores de pH fora da faixa de 7-8 pode prejudicar o crescimento de
microalgas, por afetar a disponibilidade de outros elementos, além do carbono, como o

fosforo e o ferro dissolvido (formas biodisponiveis) (ESTEVES, 1988).

Quando o nitrogénio é fornecido sob forma oxidada de nitrato ele necessita
ser reduzido para incorporar-se a célula na forma de moléculas organicas. O
nitrogénio é o elemento que quantitativamente possui maior importancia na
composicao da matéria seca das algas, podendo variar entre 1 e 10% na composicao
celular (RODRIGUES, 1955; SOEDER, 1990; KAPLAN et al., 1990).

BROWN (1996) no cultivo de microalgas em tanques abertos realizou
experimentos com gas de combustdo simulado com a alga verde Monoraphidium
minutum e verificou que esta pbdde tolerar 200 ppm de SO, e 150 ppm NO.
Concentracdes de nitrito no meio dos cultivos tratados com gas de combustéo foi mais
alto do que nos cultivos controle que nao receberam SO, e NO. Isto sugere que um
pouco do NO possa ser dissolvido e ficar disponivel como fonte de nitrogénio para a

microalga. Similarmente a concentragéo de nitrato encontrada foi menor nos cultivos
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tratados com gas de combustdo, mas o crescimento das células nao foi afetado,
novamente sugerindo que o metabolismo do nitrogénio € vinculado a tolerancia ao gés
de combustdo. Os resultados demonstraram que este tipo de simulagdo com gas de
combustdo é bem tolerado pela microalga e € um excelente substrato para seu
crescimento. O pH manteve-se estavel durante o experimento indicando que o SO,
nao causou problemas, ja que se trata de um acido forte.

Estudos realizados por YOSHIHARA et al. (1996), com gas de combustao
simulado e com a microalga marinha NOA-113 cultivada em fotobiorreator tubular,
sugerem que o cultivo sé seja injetado com NO apo6s a fase de adaptacédo, na metade
da fase de crescimento celular, aproximadamente 4 dias apds a inoculagéo, pois
quando o cultivo foi injetado com NO (100 e 300 ppm) no ponto zero a microalga nao
cresceu e o NO nao foi eliminado. Nenhuma evidente inibicdo do crescimento de
células resultante da presenca de NO foi detectado, quando houve a fase de
adaptacao. Quase 50% do NO foi eliminado em ambas concentragdes e o0 pH do meio
manteve-se constante em torno de 6 durante o periodo de adicdo de NO.

LEE et al. (2002) relatam que a microalga Chlorella sp. KR-1 exibe
excelente tolerancia a SOx e NO,, quando comparada com outras espécies de alga.
Chlorella sp. KR-1 foi cultivada com 100 e 300 ppm de SO, e NO, e apresentaram

nestas concentracdes, respectivamente, 1,24 g.L".dia’ e 0,78 g.L".dia” de biomassa.

4.8 Efeito dos Gases de Combustao CO,, SO, e NO, na atmosfera e o Protocolo
de Kyoto

Desde a época pré-histérica que o didéxido de carbono tem tido um papel
determinante na regulagdo da temperatura global do planeta. Com o aumento da
utilizacdo de combustiveis fésseis (carvao, petréleo e gas natural) a concentracédo de
diéxido de carbono na atmosfera duplicou nos ultimos cem anos. Neste ritmo e com o
abatimento massivo de florestas que se tem praticado (é nas plantas que o diéxido de
carbono, através da fotossintese, forma oxigénio e carbono, que € utilizado pela
prépria planta) o diéxido de carbono comegara a proliferar levando, muito certamente,
a um aumento da temperatura global, o que, mesmo tratando-se de poucos graus,
levaria ao degelo das calotas polares e a grandes alteracdes a nivel topogréfico e

ecolégicos do planeta.
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O aumento da industrializacdo, bem como da populagao urbana levaram a
uma demanda maior de energia provocando, assim, maior emissao de poluentes
atmosféricos (CO,, SO,, NO,). A queima de combustiveis fésseis para geragdo de
energia esta entre as principais fontes de emissao destes poluentes atmosféricos. Um

dos efeitos causados por estas emissoes € o efeito estufa.

A emissdo dos 6xidos do nitrogénio (NO,) contidos no gas de combustao
de combustiveis fésseis € uma das causas principais da chuva acida. O 6xido nitrico
(NO) é o maior constituinte de NO, em combustiveis fésseis, e 0 NO emitido na
atmosfera é lentamente oxidado a di6xido de nitrogénio pelo oxigénio do ar, resultando

em chuva acida.

Nas ultimas décadas, as precipitacbes acidas tém sido um problema
ambiental sério nos Estados Unidos e na Europa. O aumento das emissées de SO,
proveniente da queima de combustiveis fésseis tem sido responsavel pelo decréscimo
do pH das precipitacdes, com valores entre 4-4,5 (OVERREIN, 1983 citado por
MIGLIAVACCA, 2005).

Os paises industrializados sdo os maiores produtores de poluentes,
enviando anualmente bilhdes de toneladas para a atmosfera. A Tabela 1 que segue
mostra os principais poluentes do ar e os seus efeitos.

Tabela 1 Principais poluentes do ar e os seus efeitos

Poluente Principal Fonte

Diéxido de Carbono (CO,) Todas as combustdes

o Centrais termoelétricas a petroleo ou carvio,
Dioxido de Enxofre (SO,) o . .
fabricas de &cido sulfarico.

Oxidos de Nitrogénio (NO,  Centrais termoelétricas; fabricas de fertilizantes, de

NO,) explosivos ou de acido nitrico.
Oxidantes fotoquimicos- Formados na atmosfera devido & reagéo de Oxidos
Ozbnio (O3) de Nitrogénio, Hidrocarbonetos e luz solar.

] B Processos industriais, centrais termoelétricas,
Particulas em suspenséo B
reacao dos gases poluentes na atmosfera.

FONTE: ptsoft.net/vastro/referencia/estufa/poluentes/poluentes.html, acessada em
novembro 2005.
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As emissdes de dioxido de enxofre e éxidos de nitrogénio nos EUA
centrais e orientais estdo causando chuvas &cidas no estado de Nova lorque, Nova
Inglaterra e na parte oriental do Canada. Os niveis de pH de varios lagos de agua
fresca na regido foram alterados dramaticamente por esta chuva, que acabaram por
destruir cardumes inteiros de peixes. Efeitos idénticos foram também observados na
Europa. As emissdes de Oxido de Enxofre e subseqiiente formagédo de acido sulfarico
podem também ser responsaveis por ataques em marmores e pedras de calcarias a

longas distancias da sua origem.

O aumento da combustao de carvao e petroleo desde os finais dos anos
40 levou a uma crescente concentracdo de Dioxido de Carbono na atmosfera. Se isto
continuar, o aumento resultante do Efeito Estufa permitiria a radiagéo solar penetrar na
atmosfera, mas diminuiria as conseqiientes emissdes de radiacao terrestre - os raios
infravermelhos, deixando-os encurralados na atmosfera poderia, provavelmente, levar
ao aumento da temperatura global do planeta que iria afetar o clima em nivel global e
levaria ao degelo das calotas polares. Muito possivelmente um aumento da
nebulosidade ou a absorgao do diéxido de carbono excessivo pelos oceanos impediria
um aumento do Efeito de Estufa até o ponto de derreter as calotas polares. Contudo,
varias pesquisas levadas a cabo durante os anos 80 comprovaram que o Efeito Estufa
esta realmente aumentando e que todos os paises deviam imediatamente adotar

medidas para lutar contra este aumento.

O efeito estufa &€ um fenémeno natural pelo qual a atmosfera de nosso
planeta é mantida em uma temperatura superficial propicia a vida. Sem ele a
temperatura média ficaria em torno de -18°C. Essa propriedade é atribuida aos gases
de efeito estufa (CO,, CHi N2O, HFCs, PFCs, SF¢), que participando de um
mecanismo de balanco térmico global mantém a superficie do planeta aquecido. Em
média, para a Terra, a energia solar que chega é equilibrada pela radiagao terrestre
que sai.

O principal causador do efeito estufa (50%) € 0 CO.. Os niveis de CO. na
atmosfera aumentaram de 280 ppm, desde o periodo antecedente a Revolucdo
Industrial, para cerca de 380 ppm, atualmente (SIEGENTHALER et al., 2005). O fato é
decorrente de gases emitidos principalmente, da queima de combustiveis fésseis

(carvao, petréleo e gas natural), em usinas termelétricas, industrias, veiculos em
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circulacdo, sistemas domésticos de aquecimento, e também das atividades agro-

pastoris, lixdes e aterros sanitarios.

O Protocolo de Kyoto foi aberto para assinatura em 16 de marco de 1998.
Entrara em vigor 90 dias apdés a sua ratificacdo por pelo menos 55 Partes da
Convengdo, incluindo os paises desenvolvidos que contabilizaram pelo menos 55%
das emissdes totais de dioxido de carbono em 1990 desse grupo de paises
industrializados. Enquanto isso, as Partes da Convencgao sobre Mudanca do Clima
continuarao a observar os compromissos assumidos sob a Convencao e a preparar-se

para a futura implementacéao do Protocolo.

Firmado para atingir o objetivo primordial da Convengao Quadro das
Nacdes Unidas sobre Mudancga do clima, o Protocolo de Kyoto estabeleceu metas
para que as emissdes de gases do efeito estufa sejam reduzidas em pelo menos 5%
abaixo dos niveis verificados em 1990. Essas metas sdo diferenciadas em
consonancia com o principio das responsabilidades comuns e deverdo ser atingidas
num primeiro periodo de compromisso, compreendido entre 2008 e 2012.

O Protocolo de Kyoto também estabeleceu mecanismos adicionais que
permitem a redugéo de emissdes ou 0 aumento de remogao de gases do efeito estufa
da atmosfera, para além das fronteiras dos paises da convencdo. Fazem parte o
Mecanismo de desenvolvimento limpo (MDL), a Implementagdo Conjunta e o

Comércio de Emissoes.

O MDL foi definido no Artigo 12 do Protocolo de Kyoto e regulamentado
pelos Acordos de Marrakech. Dispbe sobre atividades de projetos de reducdo de
emissdes ou aumento de remocbes de gases do efeito estufa da atmosfera,
implementadas em paises que nao fazem parte da convencdo, que irdo gerar

redugdes certificadas de emissdes.

A Implementagdo Conjunta, outro mecanismo do protocolo de Kyoto, pelo
qual uma parte dos paises da convencao pode transferir ou adquirir de qualquer outra
parte dos paises da convengdo unidades de emissbes, a fim de cumprir seus
compromissos quantificados de limitacdo e reducao de emissdes de gases de efeito
estufa.
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5 DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

Para um melhor entendimento, o trabalho foi dividido em 4 artigos:
ARTIGO 1: Selecao de microalgas para biofixacdo de gas carbdnico.

ARTIGO 2: Cultivo das microalgas Spirulina sp. e Scenedesmus obliquus em

fotobiorreatores tubulares em série com 6xido nitrico e didxido de enxofre.

ARTIGO 3: Biofixacdo de CO, por microalgas isoladas de lagoas préximas a uma

planta de energia térmica a carvao.

ARTIGO 4: Conteldo lipidico e composicao de acidos graxos de microalgas expostas
aos gases de combustao do carvao.
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SELEGCAO DE MICROALGAS PARA BIOFIXAGCAO DE GAS CARBONICO

Elisangela Martha Radmann e Jorge Alberto Vieira Costa

Laboratério de Engenharia Bioquimica, Departamento de Quimica, Fundacao
Universidade Federal do Rio Grande, Caixa Postal 474, CEP 96201-900, Rio Grande,
RS, Brasil. Fax: +55-53-3233 8745. E-mail: dgmjorge@furg.br

RESUMO

Microalgas sao utilizadas como alimento e fonte de compostos quimicos de interesse.
Estes microrganismos também se destacam pelo potencial em biofixar COs,,
contribuindo assim para a reducao do efeito estufa. As plantas de energia térmica sédo
responsaveis por 22% das emissdes globais de CO,, além de outros gases prejudiciais
ao meio ambiente, como SO, e NO. O objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia
da adicdo de SO, no cultivo das microalgas Spirulina sp. LEB-18, Scenedesmus
obliquus e Chlorella homosphaera. A adigdo de SO, variou entre os ensaios, sendo
realizada no tempo zero do cultivo e depois de 4 d de inoculacdo. A maxima
produtividade de biomassa foi 0,19 g.L™".d™ e a concentragdo celular maxima foi 2,62
g.L", ambos para microalga Spirulina sp. Os resultados demonstraram a habilidade
das microalgas em tolerar concentracbes de 30 ppm SO, sem influenciar o
crescimento celular e a biofixagdo de COs,.

PALAVRAS-CHAVE: Arthrospira, Chlorella, diéxido de carbono, diéxido de enxofre,
Scenedesmus, Spirulina.

ABSTRACT

Microalgae are used as food and chemical compounds source. These microorganisms
also gain eminence for the CO. biofixation potential, contributing thus for de
greenhouse effect mitigation. Power plants are responsible for 22% of the CO,
emissions in the world, besides other gases emissions as SO, and NO,, harmful to the
environment, are formed in the coal combustion. The aim of this work was to study the
addition of SO, to the culture of the microalgae Spirulina sp., Scenedesmus obliquus
and Chlorella homosphaera. The addition of SO, ranged between the experiments,
being done at the beginning and after 4 d of inoculation. The maximum biomass
productivity was 0.19 g.L™".d™" and the maximum cell concentration was 2,62 g.L", both
for Spirulina sp. The results showed the ability of the microalgae to tolerate
concentrations of 30 ppm SO, without affect on the cell growth and the CO; biofixation.

KEY WORDS: Arthrospira, Chlorella, carbon dioxide, sulphur dioxide, Scenedesmus,
Spirulina.
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1 INTRODUCAO

O cultivo microalgal é um dos mais modernos processos biotecnol6gicos
em desenvolvimento. A utilizagdo de microalgas como fonte de alimento tem sido
bastante explorada em diversos paises como Franca, Estados Unidos, China e
Tailandia (BECKER, 2004). Quando cultivadas em condi¢des adequadas, certas
espécies de microalgas podem duplicar sua biomassa diariamente, alcangando teor
protéico superior a 50% (GOLDMAN, 1980).

O cultivo de microalgas apresenta custos relativamente baixos para a
colheita e transporte, pequeno consumo de agua e pode ser realizado em condicdes
ndo adequadas para a produgdo de culturas convencionais, como solos desérticos,
com agua salobra ou salgada. As microalgas apresentam maior eficiéncia
fotossintética que os vegetais superiores e podem ser cultivadas em meio salino
simples (PIRT, 1986) e, além disto, sdo eficientes fixadoras de CO. (BROWN &
ZEILER, 1993). A biomassa microalgal produzida da assimilacdo de CO, pode ser
transformada em alimento humano, racdo animal e os acidos graxos extraidos da

biomassa podem ser convertidos em biocombustiveis, alimentos e farmacos.

Spirulina, Chlorella e Scenedesmus sao microalgas que apresentam em
sua composicao elevado teor de proteinas e lipidios (VONSHAK, 1997). Spirulina e
Chlorella possuem certificado GRAS (Generally Recognized As Safe) emitido pelo
FDA (Food and Drug Administration), podendo ser utilizadas como alimento sem
oferecer risco a salde humana. Scenedesmus é bastante utilizada como ragdo animal
(HERODEK et al., 1989; PARTALI et al., 1985) e suplemento alimentar (BECKER,
2004).

A concentragdo de CO. na atmosfera aumentou de 280 ppm, desde o
inicio da Revolucao Industrial, para cerca de 380 ppm (SIEGENTHALER et al., 2005).
Nos EUA aproximadamente 5,5 gigaton.ano' de CO, emitido na atmosfera é
proveniente da queima de combustiveis fésseis. Em adicdo a grande quantidade de
CO, sao gerados 6xidos de nitrogénio (NO,) e 6xidos de enxofre (SOy), em especial
oxido nitrico (NO) e diéxido de enxofre (SO.) (NEGORO et al., 1991). Nas ultimas
décadas, as precipitacbes acidas tém sido um problema ambiental sério em varios
paises. O aumento das emissdoes de SO, proveniente da queima de combustiveis
fésseis tem sido responsavel pelo decréscimo do pH das precipitacdes, com valores
entre 4-4,5 (OVERREIN, 1983).
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LEE et al. (2002), YUN et al. (1997) e YOSHIHARA et al. (1996) relatam
que concentragdes acima de 12% de CO; sao toleradas pelas microalgas. ZEILER et
al. (1995), verificaram que a microalga Monoraphidium minutum tolerou 200 ppm de
SO, e 150 ppm de NO,. Estudos realizados com Odorella sp. mostraram sua
resisténcia a 120 ppm de NOy (YANAGI et al., 1995). Outro estudo com Chlorella sp.
mostrou que a microalga foi resistente a 20 ppm de SO, e 60 de ppm NO, em gas de
combustédo simulado (MAEDA et al., 1995).

O objetivo do presente trabalho foi estudar a influéncia da adicdo de SO,
nas caracteristicas cinéticas e de biofixacdo de CO, pelas microalgas Chlorella
homosphaera LEB-24, Scenedesmus obliquus LEB-22 e Spirulina sp. LEB-18.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Microrganismos e meio de cultivo

As microalgas utilizadas neste estudo foram Chlorella homosphaera,
Spirulina sp. e Scenedesmus obliquus, mantidas e cultivadas em meio Bristol
modificado - MBM (WATANABE, 1960), meio Zarrouk Modificado (ZARROUK, 1966),
onde a fonte de carbono (bicarbonato de sodio) foi substituida por CO, (MORAIS &
COSTA, 2007b), e em meio MC (WATANABE, 1960), respectivamente. Os inéculos
foram previamente adaptados a 1% (v/v) de CO, durante 7 d.

2.2 Condig¢oes de cultivo

Os cultivos foram realizados em um sistema de fotobiorreatores fechados
do tipo tubulares (FBRT) de 2L (volume util de 1,8L), conforme mostra Figura 1,
mantidos em céamara termostatizada a 30°C com fotoperiodo 12 h claro/escuro
(REICHERT et al., 2006) durante 20 d. A concentragao inicial dos cultivos foi 0,15 g.L
(COLLA et al. 2007). A aeracéo foi realizada através de ar comprimido misturado aos
gases CO, e SO, dispostos em cilindros industriais. A vazdo de entrada da mistura
nos cultivos foi 540 mL.min™" durante o periodo claro, controlado através de valvulas
solendides. A iluminancia de 3200 Lux foi fornecida aos cultivos através de lampadas
fluorescentes tipo luz do dia de 40W.

AR 002 S02
D FERT=85
— .
AMOSTRAGEM «— = SAIDA DE GASES
MISTURA,
GASES .
" | | hFBERT=600
0l
| || ne=150
1
DB=120

Drerr: didmetro do fotobiorreator; hrgrr: altura do fotobiorreator; Dg: didmetro da base;
hg: altura da base.

Figura 1 Esquema do cultivo em fotobiorreatores tubulares. Medidas em mm.
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As microalgas foram expostas a 6% de CO, (MORAIS & COSTA, 2007b) e
30 ppm de SO.. A adicdo de SO, aos cultivos variou entre os ensaios, iniciando no
tempo zero de cultivo ou ap6s 4 d de inoculagao. A injecdo dos gases CO; e SO, foi
realizada durante o periodo claro durante 15 min a cada 2 h.

Foram realizados também, ensaios com os meios MBM, Zarrouk e MC, na
auséncia de microalgas, a fim de avaliar o comportamento em relagéo ao pH.
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2.3 Determinagoes analiticas

Diariamente amostras foram coletadas assepticamente para determinacao
da concentracéo celular, calculada através da densidade 6ptica a 670 nm (COLLA et
al.,, 2007) em espectrofotdmetro FEMTO modelo Plus 700 com curva de calibragéo
relacionando densidade otica e peso seco de biomassa para cada microalga
(RADMANN et al., 2007). Também foi realizada a medi¢cédo do pH a cada 24h através
de pHmetro digital (Quimis Q400H, Brasil).

Foi realizada analise elementar na biomassa microalgal obtida, e os teores
de carbono (%) foram utilizados para o calculo da biofixacdo de CO. pelas microalgas.
A analise foi realizada em analisador elementar CNHS (Perkin Elmer 2400, USA) em
duplicata. A calibracdo do equipamento foi realizada utilizando o padréao certificado
cistina (Perkin Elmer, EUA). Os resultados de recuperagdo da cistina lida como

amostra, foram de 100% para o carbono.
2.4 Respostas estudadas

Foram realizados 6 ensaios e comparados quanto a velocidade especifica
maxima de crescimento (Umax), concentracdo celular maxima (Xmax), produtividade
maxima (Pmax) € a capacidade de fixacdo de CO, pelas microalgas (FA e FD) expostas
a 6% de CO, e 30 ppm de SO.. A velocidade especifica de crescimento foi obtida
através da Equacgao 1.

_Lax
X dt

X

A produtividade da biomassa, definida como a massa celular formada em
determinado volume na unidade de tempo, foi calculada segundo a Equagéo 2.

P, = (2)

onde, X (g.L™") é a concentracéo celular final, X, (g.L") & a concentragéo celular inicial

do cultivo, t (d) é o tempo final e t, € o tempo inicial do cultivo.
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Foi calculado o acumulo de CO, fixado (FA, g, Equacao 3) e a fixacao
diaria de CO, (FD, g. g '.d"", equacéo 4).

FA:(Xt_XO)*mL‘bm >k‘/FBR*[,/nCOZJ (3)

mc

onde, X; (g.L") é a concentragéo celular no tempo t (d), X, (g.L") é a concentragao
celular inicial do cultivo, mgm (9.9™") é a fracdo massica de carbono determinada na
biomassa microalgal, Vesr (L) é 0 volume de meio no fotobiorreator, mcoz (g.mol™) e
mc s&0 as massas molares do dioxido de carbono e do carbono, respectivamente.
(FA(t+1) - FAt) (4)

m;,

FD =

onde FA.1) é o acimulo de CO. fixado no tempo t+1 (d), FA; é o acimulo de CO; no
tempo t (d), mqg (g) € a massa de CO: injetada diariamente. A fixacdo diaria maxima
(FDmax) € 0 maximo valor de fixagédo diaria alcangado no cultivo.

2.5 Analise estatistica

As repostas cinéticas obtidas a partir de dados experimentais para as
microalgas Spirulina sp., S. obliquus e C. homosphaera, foram avaliados através de
Andlise de Variancia (ANOVA), com nivel de significancia de 90% (p<0,10) utilizando
teste de Tuckey (ANDRADE & COSTA, 2007). Todas as analises foram realizadas em

trilplicata.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A maior concentracdo celular (2,62 g.L") foi obtida para a microalga
Spirulina sp. (p<0,001) quando o SO; foi injetado a partir de 4 d de cultivo (Tabela 1).
Resultados inferiores foram encontrados por KURANO et al. (1995) para microalga
Galdiera partita (1,40 g.L) cultivada em meio contendo 50 ppm de SO.. LEE et al.
(2002) obtiveram em torno de 2,0 g.L"' para a microalga Chlorella sp. KR-1 cultivada
em meio com 15% de CO, e 60 ppm de SO.. Resultados inferiores também foram
encontrados por YANAGI et al. (1995), onde Chlorella sp. HA-1 apresentou
aproximadamente 0,40 g.L" em meio contendo 10% de CO,, 50 ppm de SO, e 100
ppm de NO. As maximas produtividades para as microalgas Spirulina sp. e C.
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homosphaera (0,19 e 0,07 g.L"'.d”") também foram apresentadas para os ensaios em
que a injecao de SO, foi realizada a partir de 4 d de cultivo (p<0,001), condigdo em
que as microalgas estavam adaptadas ao meio e condicdes de cultivo.

Para a microalga S. obliquus a produtividade méaxima nao foi influenciada
pelo periodo em que foi adicionado SO, (p=0,7945). Estudos relatam que a adicao do
gas de combustdo, no tempo zero do cultivo, inibiu o crescimento da microalga
marinha NOA-113. Se o in6éculo for mantido em condicdes diferentes a dos ensaios, o
periodo de adaptacdo pode ser longo, caso contrario pode ser inexistente, como
ocorreu no presente trabalho com os ensaios em que o inicio da injecdo de SO, se
deu em 4 d de cultivo. Em relagdo a resposta velocidade especifica maxima de
crescimento (Umay), @ microalga C. homosphaera apresentou 0,37 d”' quando a adigéo
de SO; iniciou em 4 d de cultivo (p=0,0001).

Tabela 1 Concentragéo celular maxima (Xmax, 9.L™"), produtividade maxima (Pmax, 9.L°
'.d™") e velocidade especifica maxima de crescimento (lmax, d') para os experimentos

realizados para as diferentes microalgas.

Microalga Ensaio Xmax Prmax Mmax
Sp1 2,62 0,19 0,14

Sp
Sp2 2,47 0,12 0,15
Sct 0,81 0,07 0,16

Sc
Sc2 0,72 0,08 0,12
ch Ch1 0,66 0,07 0,37
Ch2 0,48 0,03 0,05

Sp: Spirulina sp.; Sc: Scenedesmus obliquus; Ch: Chlorella homosphaera. Sp1, Sc1, Chi:
injecao de SO, em 4 d ap6s a inoculagao; Sp2, Sc2, Ch2: injegao de SO, no tempo zero.

Os resultados demonstraram que a adicdo de 30 ppm de SO; foi tolerado
pelas microalgas. Portanto, o SO, pode ser utilizado como substrato para o
crescimento das microalgas. O pH dos ensaios para Spirulina sp. manteve-se estavel
em torno de 8,0 a 9,0 (Figura 2), indicando que o SO, nao inibiu o crescimento da
mesma. O cultivo de Spirulina requer meio alcalino, pH entre 8,3 e 11,0 (ZARROUK,
1966) com grande disponibilidade de carbonato ou bicarbonato de sédio, e
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temperatura préxima a 32°C, condigbes 6timas de crescimento (COSTA et al., 2002).
Como causa do esgotamento de CO, ou bicarbonato disponiveis, pode-se observar
uma elevagdo no valor do pH (RICHMOND, 1990). O pH interfere nas reacdes
quimicas e bioquimicas, além de interferir nas conformagdes especiais das moléculas.

Para as microalgas C. homosphaera e S. obliquus, o pH durante os
cultivos variou de 6,0 a 8,0. NEGORO et al. (1991) relataram que quando o SO, foi
facilmente dissolvido no meio de cultivo, o pH do meio reduziu, causando forte inibicdo
do crescimento microalgal. Valores de pH fora da faixa de 7,0 a 8,0 pode prejudicar o
crescimento de microalgas, afetando a disponibilidade de nutrientes como carbono,
fésforo e ferro dissolvido (ESTEVES, 1988).
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Figura 2 Curvas de pH para os ensaios: Sp 1(A), Sc 1 (@), Ch 1(+), Sp 2(0J), Sc 2 (<),
Ch 2 (O).

A injecdo dos gases CO, e SO, nao alterou o pH do meio Zarrouk
(p<0,10), mantendo-se em torno de 7,0 ao longo do tempo (Figura 3). Para os demais
meios de cultivo, MBM e MC, o pH diminuiu com injecdo dos gases CO, e SO,,
chegando a aproximadamente 2,70 para o meio MBM e 3,70 para o meio MC. No
entanto, este pode ser um dos motivos de algumas microalgas ndo apresentarem
crescimento ao longo do tempo. Segundo KIRK (1994), meios alcalinos favorecem a
forma bicarbonato (HCOjs), que constitui mais de 80% em pH entre 7,0 e 9,0;
enquanto as formas de CO, livre e carbonato (COs?) predominam abaixo ou acima

destes valores, respectivamente. Valores de pH do meio de cultivo muito baixo (<5,0)
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podem inibir o crescimento microalgal, levando a indisponibilidade de nutrientes
(ESTEVES, 1988).

10.0

0 4 8 12 16 20
Tempo (dia)

Figura 3 Curvas de pH para os meios de cultivo: (®) Meio Zarrouk, (1) Meio MBM, (A)
Meio MC.

A Figura 4 mostra as curvas de crescimento das microalgas Spirulina sp.,
S. obliqguus e C. homosphaera em diferentes condicdes de cultivo. O ensaio Ch1
(injecdo de SO, depois de 4 d de inoculacdo) diferiu em relagdo a Xmax (p<0,001) do
ensaio Ch2 (inje¢cao de SO, no tempo zero). A maior concentragao final de biomassa
da microalga C. homosphaera foi alcancada para o ensaio em que a inje¢cao de SO, foi
feita em 4 d de cultivo (p<0,01).
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Figura 4 Curvas de crescimento das microalgas Spirulina sp., S. obliquus e C.
homosphaera. (a) injecdo de SO, em 4 d apds inoculagéo; (b) injecao de SO, no
tempo zero do cultivo: (®) Sp1 e Sp2, (1)) Sc1 e Sc2, (+) Ch1 e Ch2.

A microalga S. obliquus, nas duas condicbes de cultivo apresentou
comportamento semelhante e nao apresentou fase de adaptacao (lag). O ensaio Sc2,
em que a injecao foi realizada no tempo zero do cultivo, alcangou menor concentragao
final de biomassa comparado ao ensaio Sci, diferindo significativamente (p<0,001),
onde s6 foi adicionado SO, em 4 d de cultivo. As concentracdes finais de biomassa
alcancadas para os ensaios Sci e Sc2 foram 0,81 e 0,72 g.L", respectivamente.
MORAIS & COSTA (2007b), em estudos relacionados a biofixacdo de CO, com a

microalga Scenedesmus, relatam que esta pode crescer em concentracées de CO,
acima de 12%.

Como os inéculos utilizados para o inicio dos experimentos foram
previamente aclimatados no meio contendo CO., a fase de adaptacao (lag) da curva
de crescimento nado foi observada em nenhum dos ensaios para Spirulina sp.
apresentados na Figura 4. Nos ensaios Sp1 (injecdo de SO, depois de 4 d de
inoculagao) e Sp2 (injecao de SO, no tempo zero) a fase de crescimento logaritmico
foi semelhante, com crescimento ao longo dos 20 d. A concentracio final de biomassa

alcancada para os ensaios Spl e Sp2 foram 2,62 e 2,47 g.L' (p<0,001),
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respectivamente. Assim como para as microalgas S. obliquus e C. homosphaera, a
maior concentracdo final de biomassa para microalga Spirulina sp. foi obtida para o
ensaio em que a injecdo de SO foi feita em 4 d de cultivo (2,62 g.L").

A tolerancia a 30 ppm de SO, foi maior para Spirulina sp. Este fato nao
esta de acordo com estudos realizados por LEE et al. (2002), onde a microalga
Chlorella exibiu excelente tolerancia a SO, e NO, quando comparada com outras
espécies de microalga.

A Figura 5 apresenta a fixacao diaria (FD) de CO, ao longo do tempo de
cultivo para as microalgas Spirulina sp., S. obliquus e C. homosphaera. A fixacao
diaria alcancou um maximo de 19,80% (em torno de 3,81 g.d™") no ensaio Sp1 (injecéo
de SO, depois de 4 d de inoculacéo) e de 15,51% (em torno de 3,00 g.d”') no ensaio
Sp2 (injecao de SO. no tempo zero). Para os demais ensaios a fixagao diaria maxima
variou de 4,48 a 5,31% (em torno de 1,02 g.d™"). Resultado inferior foi encontrado para
a microalga marinha NOA-113 cultivada em fotobiorreator tubular com 15% (v/v) de
CO,, alcancando em tormo de 3,50 g.d' por reator na taxa de 150 mL.min™
(YOSHIHARA et al.,, 1996). A maxima fixagcdo diaria alcangcada para Chlorella
homosphera foi 7,34% para ensaio Ch1 (injecdo de SO, apds 4 d de inoculacdo). Em
um fotobiorreator tubular helicoidal cénico desenvolvido por WATANABE & SAIKI
(1997), a microalga Chlorella fixou 21,90% do CO., em concentragdo de 10% (v/v) no

gas de entrada, em cada 12 h de operagéo.
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Figura 5 Curvas de fixacdo diaria de CO, ao longo do tempo: (A) Sp1, (@) Sci, (+)
Ch1, (A) Sp2, (O) Sc2, () Ch2.

4 CONCLUSOES

As maiores respostas cinéticas de fixagdo foram alcancadas para
microalga Spirulina sp., com produtividade maxima de 0,19 g.L".d", concentracéo
celular méaxima 2,62 g.L"' e maxima biofixacdo de CO, 19,80% quando submetida a
injecao de SO, depois de 4 d de inoculacdo. Os resultados demonstraram o potencial
das microalgas em tolerar 30 ppm de SO, sem afetar suas caracteristicas cinéticas e a
biofixacao CO..
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RESUMO

Microrganismos fotossintéticos, como microalgas, tém sido alvo de varios estudos
visando, além da utilizagdo como alimento, a captura e utilizacdo de CO, atmosférico
contribuindo na reducao do aquecimento global. O objetivo deste trabalho foi estudar a
influéncia dos gases NO e SO, no cultivo das microalgas Spirulina sp. LEB-18 e
Scenedesmus obliquus em um sistema de fotobiorreatores em série para biofixacao de
CO.,. Foram utilizadas diferentes concentracées de CO, (0, 6 e 12%), SO, (0, 30 e 60
ppm) e NO (0, 50 e 100 ppm), e diferentes temperaturas (30, 32,5 e 35°C). A
concentracdo celular maxima alcancada para Spirulina sp. LEB-18 e S. obliquus foi
3,29 e 1,33 g.L™, respectivamente, quando submetidas & 12% de CO,. A fixacao diaria
maxima de CO; foi 35,87 e 28,11%, respectivamente, para Spirulina sp. LEB-18 e S.
obliquus, quando cultivadas a 6% de CO.. Os gases SO, e NO nao apresentaram
influéncia significativa (p>0,10) nos parametros cinéticos de fixagdo estudados. Os
resultados mostraram que é possivel a biofixagdo de CO. por microalgas utilizando
CO, direto do gas de combustio, e, além disso, os gases SO, e NO podem ser
utilizados como nutriente para o crescimento das microalgas.

PALAVRAS-CHAVE: diéxido de carbono, diéxido de enxofre, microalgas, éxido nitrico,
Scenedesmus, Spirulina.

ABSTRACT

Photosynthetic microorganisms as microalgae have been the target of several studies,
besides their application as food, in the capture and utilization of atmospheric CO,,
contributing for the global warm reduction. The aim of this work was to study the
influence of NO and SO, in the culture of the microalgae Spirulina sp. and
Scenedesmus obliquus in a serial fotobioreactors system for CO, biofixation. Different
concentration of CO; (0, 6 € 12%), SO- (0, 30 e 60 ppm) e NO (0, 50 e 100 ppm), and
different temperatures (30, 32,5 e 35°C). The maximum cell concentration of Spirulina
sp. and S. obliquus was 3,299.L" and 1,33 g.L", respectively, when exposed to CO,
12%. The daily maximum CO; fixation 35,87% and 28,11% respectively for Spirulina sp
and S. obliquus when cultivated at CO, 6%. SO, and NO addition did not present
significance influence (p>0,10) in the fixation kinetics parameters. The results showed
that it is possible that the CO, biofixation by microalgae, using the CO. from de flue
gas, besides, the gases SO, and NO can be used as a nutrient source.

KEY WORDS: carbon dioxide, sulphur dioxide, microalgae, nitric oxide, Scenedesmus
obliquus, Spirulina.
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1 INTRODUCAO

Diariamente, varios gases sao jogados na atmosfera de forma continua,
por fontes naturais e antropicas. O acumulo desses gases na atmosfera conduz a
mecanismos complexos de reacbes quimicas e fotoquimicas para a formacdo de
outros gases. Nos Ultimos anos a emissdo de CO, na atmosfera aumentou de 280
ppm, desde o periodo antecedente a Revolugdo Industrial, para cerca de 380 ppm
(SIEGENTHALER et al., 2005). Cerca de 22% do CO, encontrado na atmosfera é
emitido por plantas de energia térmica. Os efeitos das mudancas climaticas ja podem

ser sentidos em varios lugares do mundo, em especial na Europa.

O uso de microrganismos fotossintéticos para fixar CO, e produzir
compostos quimicos de interesse tém sido alvo de estudos. As microalgas apresentam
maior eficiéncia fotossintética que os vegetais superiores e podem ser cultivadas em
meio salino simples; além disso, séo eficientes fixadoras de CO2 (BROWN & ZEILER,
1993). Segundo ZASLAVSKAIA et al. (2001) microrganismos fotossintéticos como
algas e cianobactérias presentes nos ambientes aquatico sdo responsaveis por uma
parcela substancial da producdo de O, e fixacdo de CO.. A biomassa microalgal
produzida pode ser potencialmente utilizada para alimentacdo humana, racdo animal e
transformada em bioprodutos e biocombustiveis. Fatores como SO, e NOy produzidos
durante a queima de combustiveis fésseis, podem interferir no processo direto de
biofixacdo de CO, por microalgas, utilizando CO, direto do gas de combustdo, assim
como altas temperaturas, elevadas concentragdes de CO, e material particulado (em

especial cinzas).

A queima de combustiveis fosseis com elevados teores de enxofre para
producao de energia € reconhecida como a principal fonte de emissdo de SO, na
atmosfera (LI & SADAKATA, 1999). A atmosfera em torno de termelétricas a carvao é
carregada de material particulado, 6xidos de enxofre e nitrogénio. Estes dois ultimos
sao os agentes que contribuem para a formacao da chuva acida. A chuva acida ocorre
quando substancias como o diéxido de enxofre (SO,) e 6xidos de nitrogénio (NO,)
reagem quimicamente com o ar e a agua, na presencga da luz solar, formando acido
sulfarico (H.SO4) e acido nitrico (HNOs;), que sao solubilizados da atmosfera pela
chuva.
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Os problemas freqlientemente associados a queima de carvées minerais
referem-se principalmente a poluicdo ambiental. O carvdo mineral constitui-se em
importante fonte da matriz energética mundial e apresenta-se como alternativa viavel

para suprir as crescentes demandas no setor energético brasileiro.

O objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia dos gases NO e SO, no
cultivo das microalgas Spirulina sp. LEB-18 e Scenedesmus obliquus LEB-22,
selecionadas no artigo 1 (selecdo de microalgas para biofixacao de gas carbdnico), em
um sistema de fotobiorreatores em série para biofixagéo de CO..
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Microrganismos e meio de cultivo

As microalgas utilizadas no estudo foram Spirulina sp. LEB-18 (COSTA et
al., 2006) e Scenedesmus obliquus LEB-22 (MORAIS & COSTA, 2007a), mantidas e
cultivadas em meio Zarrouk modificado (ZARROUK, 1966), onde a fonte de carbono
(bicarbonato de sédio) foi substituida por CO, (MORAIS & COSTA, 2007b), € meio MC
(WATANABE, 1960), respectivamente. Os in6culos foram adaptados a 1% (v/v) de
CO; durante 7d.

2.2 Condigoes de cultivo

Os cultivos foram realizados em um sistema de fotobiorreatores fechados
em série do tipo tubulares (FBRT) de 2 L (volume util de 1,8 L), conforme mostra
Figura 1, com fotoperiodo de 12 h claro/escuro (REICHERT et al., 2006) durante 20 d.
A concentrac&o inicial dos cultivos foi 0,15 g.L™' (COLLA et al. 2007).

A aeracdo foi realizada através de ar comprimido misturado aos gases
CO,, SO, e NO dispostos em cilindros industriais. A vazao de entrada da mistura nos
cultivos foi 540 mL.min" durante o periodo claro, controlado através de valvulas
solendides. A iluminancia de 3200 Lux foi fornecida aos cultivos através de lampadas
fluorescentes de 40 W, tipo luz do dia. A aeracdo dos ensaios com auséncia de COs,
conforme planejamento experimental 2*", proposto, passou por uma coluna de NaOH
1N para retengéo do CO, do ar (0,038%).
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AMOSTRAGEM — o o e o SADA DE GASES
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Drerr: didmetro do fotobiorreator; hegrr: altura do fotobiorreator; Dg: didmetro da base;
hg: altura da base.
Figura 1 Esquema do cultivo em fotobiorreatores tubulares em série. Medidas em mm.

2.3 Determinagoes analiticas

Diariamente as amostras foram coletadas assepticamente para
determinacdo da concentragao celular, calculada através da densidade Optica a 670
nm em espectrofotdbmetro FEMTO modelo Plus 700 (COLLA et al., 2007) com curva de
calibracdo relacionando densidade 6ética e peso seco de biomassa para cada
microalga (RADMANN et al., 2007). Também foi realizada a medi¢cao do pH a cada
24h através de pHmetro digital (Quimis Q400H, Brasil).

Foi realizada analise elementar na biomassa microalgal obtida e os teores
de carbono (%) foram utilizados para o calculo da biofixagcdo de CO, pelas microalgas.
A analise foi realizada em analisador elementar CNHS (Perkin Elmer 2400, USA) em
duplicata. A calibracdo do equipamento foi realizada utilizando o padréao certificado
cistina (Perkin Elmer, EUA). Os resultados de recuperagdo da cistina lida como

amostra, foram de 100% para o carbono.
2.4 Delineamento experimental e analise estatistica

Foi realizado um delineamento experimental exploratério 2*'y com
triplicata no ponto central, totalizando em 11 ensaios, onde foram comparadas as

respostas velocidade especifica maxima de crescimento (Umax), concentracao celular
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maxima (Xmax), produtividade maxima (Pmax), tempo de geragao (ig) e a capacidade de
fixacdo de CO, pelas microalgas (FA e FD), quando expostas a diferentes
concentracdes de CO, (0, 6 a 12%), SO, (0, 30 a 60 ppm) e NO (0, 50 a 100 ppm), e
diferentes niveis de temperaturas (30, 32,5 e 35°C), Tabela 1.

A umax foi obtida por regressdo exponencial na fase logaritmica de
multiplicacdo celular. A produtividade (P, g.L.d") foi calculada segundo a equagéo
P=(X-Xo)/(t-to), onde X (g.L") é a concentracéo celular final, X, (g.L") é a concentracéo
celular inicial do cultivo, t (d) é o tempo final e t, € o tempo inicial do cultivo. Foi
calculado o acumulo de CO, fixado (FA, g CO,, segundo a equagdo FA=(X:-
Xo)*Meom*VEr*(Mcoz/Mc), onde, X (g.L") é a concentragéo celular no tempo t (d), Xo
(9.L™") a concentracdo celular no tempo to, Mem (g C.g"' amostra) é a fracdo massica
de carbono determinada na biomassa microalgal, Vegr (L) € 0 volume de meio no
fotobiorreator, mcoz (g.mol™") e m¢ sdo as massas molares do didxido de carbono e do
carbono, respectivamente. A fixagdo diaria de CO, (FD, g CO; fixado. g™ CO; injetado
por d) foi calculada através da equagio FD=(FA.1-FA)/myq, onde FAq+, € 0 acumulo
de CO; fixado no tempo t+1 (d), FA; € o acimulo de CO, no tempo t (d), my (g CO,) é
a massa de CO, injetada diariamente. A fixacdo diaria maxima (FDma.) € 0 maximo
valor de fixagao diaria alcangado no cultivo (MORAIS & COSTA, 2007b).

As repostas cinéticas de fixacdo obtidas a partir do delineamento
experimental exploratério 2*",, com triplicata no ponto central, para as microalgas
Spirulina sp. LEB-18 e S. obliquus LEB-22, foram avaliados através de Anédlise de
Variancia (ANOVA), com nivel de significancia de 90% (p<0,10).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 2 apresenta as curvas de crescimento celular de Spirulina sp. (a)
e S. obliquus (b) ao longo do tempo de cultivo, correspondentes aos ensaios 5 (30°C;
0% COg; 60 ppm SO,; 100 ppm NO) , 8 (35°C; 12% CO,; 60 ppm SO,; 100 ppm NO) e
média entre os 3 pontos centrais do planejamento proposto (32,5°C; 6% CO,; 30 ppm
SO,; 50 ppm NO). Cultivos com 12% de CO, apresentaram crescimento por cerca de
20 d e alcancaram maiores concentracdes celulares (3,29+0,10 e 1,33+0,08 g.L'™")
comparadas aquelas em cultivos com 0 e 6%, que atingiram maximos de 0,69 a 2,02
g.L", respectivamente. A adi¢éo de 60 ppm de SO, e 100 ppm de NO (ensaio 8), além

de nao inibir o crescimento de nenhuma das microalgas, apresentou concentracdo
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celular maxima de 1,99+0,04 e 0,54+0,11 g.L" para Spirulina sp. e S. obliquus,
respectivamente. YOSHIHARA et al. (1996) adicionaram 100 ppm de NO ao cultivo da
microalga NOA-113 e esta alcancou 2,50 g.L"'. J&4 YANAGI et al. (1995), ao adicionar
100 ppm de NO ao cultivo de Chlorella sp. HA-1, obtiveram concentracao celular
maxima de 0,40 g.L"". KURANO et al. (1995) obtiveram 1,40 g.L"' para microalga

Galdiera partita cultivada em meio contendo 50 ppm de SO..

A produtividade maxima (Tabelas 1 e 2) foi alcancada nos ensaios Sp7
(0,16 +0,01 g.L".d") e Sc7 (0,25 +0,06 g.L".d"), ambos submetidos a 12% de CO..
Estes resultados mostram que a adi¢cdo de 12% de CO,, as microalgas apresentam
maiores produtividades. LEE et al. (2002) estudaram a microalga Chlorella sp. KR-1,

utilizando 15% (v/v) de CO: e obtiveram 1,66 g.L".dia™' para produtividade.

O tempo de geracdo das microalgas variou bastante entre os ensaios,
ficando entre 3,66 e 16,67 d. A medida que a velocidade de duplicagdo da célula
aumenta, o tempo de geracdo diminui, viabilizando economicamente o cultivo. Assim,
menores tempos de geracado sdo esperados, com a duplicacdo da biomassa em um
curto periodo de tempo, comparando-as aos vegetais superiores (HENRIKSON, 1994).

A adigado dos gases SO, e NO, no inibiu o crescimento das microalgas,
conforme mostram os resultados, podendo estes gases ser utilizados como nutriente
para o crescimento de microalgas. Sendo assim, verifica-se que € possivel a

biofixagao de CO, por microalgas utilizando CO, do gas de combustao.

Para os ensaios de Spirulina sp. e S. obliquus o pH manteve-se entre 7,0 e
11,0 ao longo dos 20 d de cultivo. O pH interfere em todas as reag¢des quimicas e
bioquimicas, além de interferir nas conformacdes especiais das moléculas. O cultivo
de Spirulina requer meio alcalino, pH entre 8,3 e 11,0 (ZARROUK, 1966), com grande
disponibilidade de carbonato ou bicarbonato de s6dio (COSTA et al., 2002). Com isso,
€ possivel afirmar que o pH ndo causou inibicdo do crescimento de Spirulina sp.
Segundo AZOV (1982) a microalga Scenedesmus obliquus apresenta maiores

concentracdes celulares em pH em torno de 7,5.

LEE et al. (2002) estudaram o efeito de diferentes concentragées de NO
(0, 100 e 300 ppm) e SO, (0, 60, 100 e 150 ppm), com adicdo de 15% de CO, no
cultivo de Chlorella sp. KR-1 e verificaram que nas maiores concentragdes (150 ppm
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de SO; e 300 ppm de NO) o crescimento foi inibido, com queda do pH (< 5,0), e nas
demais concentragdes o pH manteve-se em torno de 7,0. BROWN (1996) adicionou
150 ppm de NO e 200 ppm de SO, no cultivo de Monoraphidium minutum contendo
13,6% de CO, e 0 pH se manteve em torno de 7,0 com crescimento logaritmico ao

longo dos 4 d de cultivo.

Tabela 1 Concentracdo celular maxima (Xmax 9.L") produtividade maxima (Ppmax, 9.L°
'.d™"), velocidade especifica maxima de crescimento (umax d™') e tempo de geragéo (ig,

d) obtidos para microalga Spirulina sp.

Variaveis codificadas Respostas

Xi Xa Xg Xy Xinax Prnax Mmax tg
Sp1 -1 -1 -1 -1 1,57+0,76 0,10+0,03 0,08t0,02  8,91%£2,12
Sp2 +1 -1 -1 +1 1,16x0,52 0,13%0,02 0,19+0,14  4,88+3,50
Sp3 -1 + -1 +1 2,06+0,17 0,12£0,01 0,14+0,003 5,2710,15
Sp4 +1 +1 1 -1 2,04£0,31 0,10+0,01 0,17£0,02  4,11%+0,39
Sp5 -1 -1+ +1  2,01+0,46 0,12+0,02 0,14+0,04 5,08+1,22
Sp6 +1 -1+ A 1,20+0,65 0,14+0,04 0,12t0,04  5,98%1,55
Sp7 -1 +1 +1 -1 3,29+0,10 0,16%£0,01 0,11%£0,01 6,46+0,65
Sp8 +1  +1 +1 +1 1,99+0,04 0,15+0,01 0,141£0,06 5,42+1,87
Sp9 0 0 0 1,62+0,20 0,09+0,01 0,15t0,02  4,85%0,72
Sp10 0 0 0 1,64+0,09 0,09+0,01 0,15+0,01 4,5910,42
Spi1 0 0 0 0 2,02+0,15 0,11+0,02 0,16+0,06 4,74+1,98

Xi: Temperatura (30; 32,5 e 35°C); Xo: Concentragdo de CO- (0, 6 e 12%); Xs: Concentragdo de SO- (0,

30 e 60ppm); X4: Concentragdo de NO (0, 50 e 100ppm). Todos valores apresentados sdo a médiat
desvio padrao dos 3 fotobiorreatores da série.

Ensaio

o O
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Tabela 2 Concentracdo celular maxima (Xmax 9.L") produtividade maxima (Ppmax, 9.L°
'.d™), velocidade especifica maxima de crescimento (umax d”') € tempo de geracéo (ig,

d) obtidos para microalga Scenedesmus obliquus.

_Variaveis codificadas Respostas
Ensaio

X1 X2 XS X4 Xmax I:)max Hmax tg

Sct -1 -1 -1 -1 0,69+0,30 0,06£0,05 0,08+0,03 9,21+3,40
Sc2 +1 -1 -1 +1 0,18%0,01 0,01£0,01 0,04+0,00 16,67+1,02
Sc3 -1 +1 -1 +1 0,90+0,14  0,09+0,06 0,14+0,01 6,60+0,39
Sc4  +1 +1 -1 -1 059+0,11  0,04+0,02 0,13%0,01 5,27+0,22
Sch -1 -1 +1 +1 0,63£0,20 0,04+0,02 0,07+0,04 13,50+9,98
Sc6 +1 -1 +1 -1 0,36+0,27 0,03%0,01 0,06+0,04 13,6318,73
Sc7 -1 +1 +1 -1 1,33+0,08 0,25+0,06 0,16+0,02 4,3210,53
Sc8 +1  +1 +1 +1  0,54+0,11  0,05+0,02 0,17+0,03 4,19+0,68
Sc9 0 0 0 0 1,08+0,25 0,08+0,03 0,19+0,11 3,66x0,00
Sci0 O 0 0 0 0,82+0,25 0,05+0,01 0,18+0,08 4,6212,61
Sc11 0 0 0 0 091+0,40 0,08+0,05 0,15+0,08 5,69+2,65

Xi: Temperatura (30; 32,5 e 35°C); Xo: Concentragdo de CO- (0, 6 e 12%); Xs: Concentragdo de SO- (0,
30 e 60ppm); X4: Concentragdo de NO (0, 50 e 100ppm). Todos valores apresentados sdo a média +
desvio padrao dos 3 fotobiorreatores da série.

A aeracdo com SO, e NO foi realizada apés a fase de adaptacao,
aproximadamente 4 d apds a inoculagado. Ensaios preliminares mostraram que quando
a injecao de SO, e NO aos cultivos foi realizada neste tempo, as microalgas Spirulina
sp. LEB-18 e S. obliquus alcancaram maiores concentragdes de biomassa. Segundo
YOSHIHARA et al. (1996) quando a adicdo de NO ao cultivo da microalga marinha

NOA-113 se deu no tempo zero, o seu crescimento foi inibido.
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Figura 2 Curvas de crescimento para Spirulina sp. (a) e Scenedesmus obliquus (b)
cultivadas em fotobiorreatores em série: (®) 30°C, 0% CO,, 60 ppm SO, e 100 ppm
NO; (4) 35°C, 12% CO,, 60 ppm SO, e 100 ppm NO; () 32,5°C, 6 % CO,, 30 ppm
SO, e 50 ppm NO.

Através da analise estatistica (Tabela 3) verificou-se que o SO, nao
apresentou influéncia significativa (p>0,10) em nenhum dos parametros cinéticos
avaliados para ambas microalgas. No entanto, a adicdo de NO aumentou em 0,03 d™
(p=0,083) a velocidade especifica maxima de crescimento para a Spirulina sp. Ja para
S. obliguus o NO nao apresentou influéncia significativa (p=0,854). A temperatura € o
CO, influenciaram significativamente todos os parametros cinéticos de biofixacao.
Ambas microalgas apresentaram reducdo significativa (p<0,05) na produtividade
maxima em relagao a temperatura. Estes resultados estdo de acordo aos encontrados
por COSTA et al. (2003), onde o cultivo de Spirulina platensis a 30°C conduziu a
melhores resultados de concentracdo de biomassa e produtividade que a 35°C.
Segundo FOX (1996), a temperatura 6tima para cultivo de microalgas esta entre 35 e
37°C.

A Spirulina sp. e S. obliquus apresentaram aumento significativo na
concentracdo celular maxima em 0,80 e 0,37 g.L' (p<0,01), respectivamente, em

relacdo a concentracdao de CO, no meio de cultivo. O CO; é considerado um nutriente
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essencial no cultivo de microalgas (TSUZUKI et al.,1990), e a baixa disponibilidade de
carbono pode causar limitacdo do crescimento microalgal. A adicao de CO, no meio
de cultivo pode aumentar até 7 vezes a produtividade (ISHIDA et al., 2000).

A adicdo de NO e SO, aos cultivos nao influenciou significativamente
(p>0,10) no crescimento das microalgas estudadas. MATSUMOTO et al. (1996)
também verificaram que o SO, e NO nao influenciaram no crescimento das microalgas
Nannochloropsis salina e Phaeodactylum tricornutum. O NO foi absorvido no meio e
transformado em NO; e utilizado na forma de nitrogénio.

Tabela 3 Efeitos e significancia dos fatores estudados sobre os parametros de
crescimento avaliados para as microalgas Spirulina sp. e S. obliquus.

Xmax (9.L7) Pmax (9.L7".dia™) Umax (dia™) tg (dia)
Fatores

Efeito p Efeito p Efeito p Efeito p

Spirulina sp.

Temp -0,696* 0,018 0,004 0,837 0,038 0,056 -1,330 0,177
CO, 0,800* 0,010 0,007 0,718 0,006 0,755 -0,895 0,342
SO, 0,352 0,156 0,028 0,166 -0,017 0,343 -0,056 0,950
NO -0,281 0,242 0,006 0,738 0,034 0,083 -1,210 0,214

Scenedesmus obliquus

Temp -0,480* 0,047 -0,077* 0,044 -0,130 0,680 1,533 0,531
CO, 0,360 0,111 0,075 0,048 0,085* 0,029 -8,159* 0,124
SO 0,139 0,498 0,042 0,209 0,018 0564 -0,531 0,826
NO -0,1770 0,411  -0,044 0,191 -0,006 0,854 2,133 0,392

* Efeito significativo ao nivel de 90% de confianga.
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Figura 3 Curvas de fixacao diaria de CO, ao longo do tempo para Spirulina sp. (a) e
Scenedesmus obliquus (b): (@) ensaio 3, () ensaio 4, (¥) ensaio 7, (A) ensaio 8,

(O) média entre os ensaio 9, 10 e 11.

A Figura 3 apresenta a fixacado diaria (FD) de CO, ao longo do tempo de
cultivo para as microalgas Spirulina sp. e S. obliquus. A FD maxima alcancada pelas
microalgas foi, respectivamente, 32,26 % e 35,87% nos ensaios Sp3 e Sp11 (12 e 6%
de CO., respectivamente), 12,86 e 28,11% nos ensaios Sp7 e Sc10 (12 e 6% de COx,
respectivamente). Para os demais ensaios a FD maxima variou de 10,43 a 27,93%.
Estes resultados estdo de acordo aos encontrados por MORAIS & COSTA (2007b),
onde a Spirulina sp. apresentou FD maxima 53,29% e 45,61%, para 0s ensaios
realizados com 6% e 12% de CO,, respectivamente. S. obliquus apresentou menores
taxas de fixagdo, com maximos de 28,08% e 13,56% nos cultivos em série realizados
com adicdo de 6% e 12% de CO,, respectivamente. A adicdo de NO e SO, nos
cultivos parece ter diminuido a taxa de fixacdo de CO,. HANAGATA et al. (1992)
selecionaram dentre 5 cepas de microalgas, a Scenedesmus e Chlorella, pois estas
cresceram bem em até 50% de CO,. Estudos realizados por KARUBE (1995)
relacionados a taxa fixagdo de CO, pela microalga Scenedesmus sp. indicam que esta

pode crescer em concentracdes de até 20% CO..
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4 CONCLUSOES

Os gases SO, e NO nao apresentaram influéncia significativa (p>0,10) nos
parametros cinéticos de fixacdo estudados, exceto na resposta velocidade especifica
maxima de crescimento para a Spirulina sp. A concentracédo celular maxima alcancada
para Spirulina sp. e S. obliquus foi 3,29 e 1,33 g.L", respectivamente, quando
submetidas a 12% de CO.,. A fixagédo diaria maxima de CO, foi 35,87 e 28,11%, para
Spirulina sp. e S. obliquus, respectivamente, quando cultivadas a 6% de CO,. Os
resultados mostraram que, além dos gases SO, e NO poderem ser utilizados como
nutriente para o crescimento das microalgas, é possivel a biofixacdo de CO. por
microalgas utilizando CO, direto do gas de combustao.
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BIOFIXAGAO DE CO. POR MICROALGAS ISOLADAS DE LAGOAS PROXIMAS A
UMA PLANTA DE ENERGIA TERMICA A CARVAO

Elisangela Martha Radmann e Jorge Alberto Vieira Costa
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Universidade Federal do Rio Grande, Caixa Postal 474, CEP 96201-900, Rio Grande,
RS, Brasil. Fax: +55-53-3233 8745. E-mail: dgmjorge@furg.br

RESUMO

As microalgas vém sendo estudadas visando sua adicdo em alimentos, na agricultura,
no tratamento de aguas residuais e em especial, na reducéo do diéxido de carbono da
atmosfera, principal causador do aquecimento global. As termelétricas sé&o
responsaveis por 22% do CO, emitido na atmosfera. Contudo, microalgas nativas
podem ser mais tolerantes aos gases de combustdo emitidos da queima de
combustiveis fosseis. No presente trabalho foram isoladas microalgas da lagoa de
tratamento de efluentes de uma Usina Termelétrica, localizada no sul do Brasil, e
identificadas como Synechococcus nidulans e Chlorella vulgaris. As microalgas
isoladas foram cultivadas e comparadas com duas diferentes cepas de microalgas,
Spirulina sp. e Scenedesmus obliquus, em relacao a biofixacdo de CO,. As microalgas
foram expostas a 12% de CO,, 60 ppm de SO, e 100 ppm de NO, simulando um gas
de combustédo de carvao. A Chlorella vulgaris apresentou comportamento semelhante
a Spirulina sp., alcangando 13,43% de fixagao diaria maxima. Portanto, as microalgas
com maior capacidade de fixacao foram a Chlorella vulgaris e Spirulina sp., podendo
estas ser cultivadas em plantas de energia elétrica para biofixar o CO, proveniente do
gas de combustao de carvao e contribuir para reducdo do aquecimento global.

PALAVRAS-CHAVE: Chlorella, gas de combustdo, Scenedesmus, Spirulina,
Synechococcus.

ABSTRACT

Microalgae are being studied aiming their application in foods, agriculture, and
wastewater treatment and, in special, for the atmospheric carbon dioxide reduction,
main responsible for the global warm. Coal-fired power plants are responsible for 22%
of the CO, emitted to the atmosphere. However, native microalgae can be more
tolerant to the flue gas. In the present work the strains identified as Synechococcus
nidulans and Chlorella vulgaris were isolated from a coal —fired power plant, located at
the south of Brazil. The isolated strains were cultivated and their CO; biofixation was
compared with Spirulina sp. and Scenedesmus obliquus. The microalgae were
exposed to 12% CO,, 60ppm SO, and 100ppm NO, simulating the flue gas. C. vulgaris
showed similar behavior to that of Spirulina sp., reaching 13,43% of maximum daily
fixation. Therefore, the microalgae with major fixation ability were C. vulgaris and
Spirulina sp., being able to be cultivated for biofixation of CO, from flue gas in power
plants and contribute for the global warm reduction.

KEY WORDS: Chlorella, flue gas, Scenedesmus, Spirulina, Synechococcus.



63

1 INTRODUCAO

O cultivo de microalgas tem sido enfocado quanto a producdo de biomassa
tanto para uso na elaboracdo de alimentos quanto para a obtencdo de compostos
bioativos (GRIMA 2003; BOROWITZKA, 1999). O mercado de alimentos utilizando
microalgas apresenta rapido desenvolvimento em diversos paises como Franga,
Estados Unidos, China e Tailandia (BECKER, 2004).

O aumento da concentragdo de CO. na atmosfera tem sensiveis
consequiéncias ambientais. Nos Ultimos anos a emissdo de CO, na atmosfera
aumentou de 280ppm (1800) para 380ppm (2004) (SIEGENTHALER et al., 2005),
sendo cerca de 22% dessas emissdes causadas por plantas de energia termelétrica. A
mitigacdo deste cenario passa pelo desenvolvimento de processos limpos que
resultem na captura e sequestro de CO.. Dentre as varias alternativas para captura e
utilizacdo de CO,, uma abordagem particularmente interessante é o emprego de

microalgas.

As microalgas Anacystis, Botryococcus, Chlamydomonas, Chlorella,
Emiliania, Monoraphidium, Rhodobacter, Scenedesmus, Spirulina, Synechococcus,
Tetraselmis e Nanocloropsis possuem potencial de fixar CO, em altas concentracbes
(CHANG & YANG, 2003). Além disso, as microalgas apresentam maior eficiéncia
fotossintética que os vegetais superiores e podem ser cultivadas em meio salino
simples (BROWN & ZEILER, 1993).

Na tentativa de se obter maior eficiéncia na biofixacdo de CO. por
microalgas, surge a possibilidade de isolar microalgas provenientes de regides
préximas a plantas de energia termelétrica. Alguns pesquisadores acreditam que
espécies de microalgas nativas sejam mais tolerantes a condicdes locais (BROWN et
al., 1996; CHU et al., 1996). MORAIS & COSTA (2007a) isolaram as microalgas
Scenedesmus obliquus e Chlorella kessleri, de lagoas préximas de uma planta de
energia térmica, e verificaram que estas apresentam crescimento quando cultivadas
com 18% de CO..

O objetivo do presente trabalho foi isolar e selecionar microalgas de lagoas
préximas a Usina Termelétrica Presidente Médici — UTPM em Candiota/RS e estudar a
utilizacado de gases de combustio formados da geracao termelétrica para o cultivo das

microalgas, testando as tolerancias aos gases NO e SO: e a biofixacdo de CO..
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Isolamento das Microalgas

Foram coletadas amostras de agua de lagoas de tratamento de efluente da
Usina Termelétrica Presidente Médici — UTPM no extremo Sul do Brasil, latitude
24°36'13”S e longitude 52°32'43"W, e transportadas assepticamente ao Laboratério
de Engenharia Bioquimica da Fundacao Universidade Federal do Rio Grande (FURG).

As amostras foram inoculadas em tubos de ensaio, em fotobiorreatores
fechados do tipo erlenmeyer e em fotobiorreatores abertos do tipo raceway. Os meios
de cultivo como meio Zarrouk (ZARROUK, 1966), Bristol’s modificado (WATANABE,
1960), MC (WATANABE, 1960) e BG-11 (RIPPKA et al., 1979). As amostras foram
mantidas em camara termostatizada a 30°C, com fotoperiodo 12h claro/escuro
(REICHERT et al., 2006) e iluminancia de 3200 Lux fornecida através de lampadas
fluorescentes de 40 W tipo luz do dia.

Periodicamente as amostras foram observadas em microscopio 6tico, até a
deteccéo do crescimento de microalgas, sendo isoladas em placas de ELISA contendo
200uL de meio Zarrouk, MBM, MC ou BG-11, de acordo com o meio utilizado no
in6culo inicial. Esta técnica de isolamento consiste em determinar a concentracédo da
amostra com auxilio de camara de contagem de microrganismos (Sedgewick-Rafter
Cell S50) sob aumento de 100 vezes. A amostra foi diluida de forma que se obtivesse

somente uma célula em 50uL de amostra adicionada a cada poco da placa de ELISA.

A identificacdo das microalgas foi realizada através de microscopio
Axioscop 40 (Zeiss, Alemanha)- equipado com camara clara, ocular de medicdo e

equipamento de captura de imagem.
2.2 Condig¢oes de cultivo

As microalgas utilizadas neste estudo foram Spirulina sp. LEB-18 (COSTA
et al., 2006), Scenedesmus obliquus LEB-22 (MORAIS & COSTA, 2007a),
Synechococcus nidulans LEB-25 e Chlorella vulgaris LEB-106, isoladas de lagoas
préximas a Usina Termelétrica Presidente Médici — UTPM no extremo Sul do Brasil,
latitude 24°36'13”S e longitude 52°32'43"W.
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As microalgas foram mantidas e cultivadas em meio BG-11 (RIPPKA et al.,
1979) e Zarrouk (ZARROUK, 1966) modificado, onde a fonte de carbono (bicarbonato
de sodio) foi substituida por CO, (MORAIS & COSTA, 2007b). Os in6culos foram
previamente adaptados a 1% (v/v) de CO, durante 7 d. Foram realizados cultivos em
um sistema de fotobiorreatores (FBRs) fechados em série do tipo tubulares de 2 L
(volume util de 1,8 L), conforme mostra a Figura 1, mantidos em cémara
termostatizada a 30°C com fotoperiodo 12 h claro/escuro (REICHERT et al., 2006)
durante 20 d. A concentrac&o inicial dos cultivos foi 0,15 g.L™' (COLLA et al. 2007).

A aeracio foi realizada através de ar comprimido misturado aos gases CO.
(12% v/v), SO, (60 ppm) e NO (100 ppm) dispostos em cilindros industriais. A vazao
de entrada da mistura nos cultivos foi 540 mL.min"' durante o periodo claro, controlado
através de valvulas solendides. A iluminancia foi 3200 Lux fornecida através de

lampadas fluorescentes de 40 W, tipo luz do dia.
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Drerr: didmetro do fotobiorreator; hegrr: altura do fotobiorreator; Dg: didmetro da base;

hg: altura da base.

Figura 1 Esquema do cultivo em fotobiorreatores tubulares em série. Medidas em mm.

2.3 Determinagoes analiticas

Diariamente as amostras foram coletadas assepticamente para
determinacdo da concentragao celular, calculada através da densidade Optica a 670
nm (COLLA et al., 2007) em espectrofotémetro FEMTO modelo Plus 700 com curva de
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calibracdo relacionando densidade 6ética e peso seco de biomassa para cada
microalga (RADMANN et al., 2007). Também foi realizada a medi¢cao do pH a cada
24h através de pHmetro digital (Quimis Q400H, Brasil).

A cada 2 d foi determinada a alcalinidade dos ensaios, segundo método
proposto por CARMOUZE (1994) a fim de calcular a quantidade de carbono inorganico
total disponivel para a microalga. A alcalinidade foi determinada através do método de
titulacdo com acido cloridrico 0,1N (STANDART METHODS, 1998).

2.4 Analise elementar CNHS

Foi realizada analise elementar na biomassa microalgal obtida, e os teores
de carbono (%) foram utilizados para o calculo da biofixacdo de CO, pelas microalgas
e também se determinou através desta analise a quantidade de nitrogénio, hidrogénio
e enxofre na biomassa ao final de cada ensaio e dos seus respectivos indculos. A
analise foi realizada em analisador elementar CNHS (Perkin Elmer 2400, USA) em
duplicata (MORAIS & COSTA, 2007b).

2.5 Delineamento experimental e Analise estatistica

Foram realizados 4 ensaios em duplicata, comparando-se as respostas
velocidade especifica maxima de crescimento (Umax), concentragdo celular maxima
(Xmax), produtividade maxima (Pmax) € a capacidade de fixacdo de CO. pelas
microalgas (acumulo de CO, fixado, FA e fixacao diaria de CO,, FD).

A velocidade especifica maxima de crescimento foi obtida por regressao
exponencial na fase logaritmica de multiplicacdo. A Produtividade (P, g.L.d") foi
calculada segundo a equacdo P=(X-Xo)/(t-to), onde X (g.L'") é a concentracdo celular
final, Xo (g.L") é a concentracgéo celular inicial do cultivo, t (d) é o tempo final e t, é o
tempo inicial do cultivo. Foi calculado do acumulo de CO; fixado (FA, g CO,, segundo
a equacao FA=(Xi-Xo)*Meom*VEsrT*(Mcoz/mc), onde, X; (g.L™") é a concentracéo celular
no tempo t (d), Xo (g.L™") a concentragéo celular no tempo to, Meom (g C.g™" amostra) é a
fracdo massica de carbono determinada na biomassa microalgal, Vegrr (L) € 0 volume
de meio no fotobiorreator, mco, (g.mol”) e me sdo as massas molares do dioxido de
carbono e do carbono, respectivamente. Também foi calculada a fixacao diaria de CO,
(FD, g CO; fixado. g"' CO: injetado.d) através da equagio FD=(FA.1)-FA;)/mi, onde
FA.1) € o acimulo de CO; fixado no tempo t+1 (d), FA; € o acumulo de CO, no tempo t
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(d), mg (g CO,) é a massa de CO, injetada diariamente. A fixacdo diaria maxima
(FDmax) € 0 maximo valor de fixacdo diaria alcangado no cultivo (MORAIS & COSTA,
2007b).

As repostas cinéticas obtidas para as microalgas Spirulina sp. LEB-18,
Scenedesmus obliquus, Synechococcus nidulans e Chlorella vulgaris foram avaliadas

através de Analise de Variancia (ANOVA), com nivel de significAncia de 90% (p<0,10).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Isolamento de microalgas

Apds o processo de isolamento das microalgas, em diferentes meios de
cultivo e biorreatores, foram observados distintos microrganismos, dentre eles foram

identificadas duas cepas de microalgas.

Uma delas tratava-se de uma cianobactéria, mantida em meio Zarrouk, e
identificada como Synechococcus nidulans e o material presentemente identificado
provem do plancton de agua doce, mas com elevada alcalinidade. A outra cepa foi
identificada em amostra de agua com meio BG-11, e tratava-se de uma chlorophyta
que corresponde ao taxon Chlorella vulgaris Beij. var. viridis R. Chod., que é
caracterizada pelo tipo de autosporos elipticos a arredondados com tamanhos
diferentes.

As microalgas identificadas provém de agua com elevada alcalinidade e
com pH em torno de 10,0, devido a presenca de cinzas oriundas da combustao do
carvao utilizado para geracao de energia termelétrica.

3.2 Cultivo das microalgas isoladas

Através da Tabela 1, observa-se que a maior concentragdo celular foi
obtida para a Spirulina sp. alcancando 1,59 g.L''+0,27 (p<0,02) para o terceiro
fotobiorreator da série (FBRT 3). As maximas concentracdes celulares para as
microalgas Scenedesmus obliquus (0,68 g.L''+0,12, p=0,01) e Chlorella vulgaris (0,98
g.L''+0,12, p=0,02) foram alcancadas também para o FBRT 3. Resultados superiores a

estes foram encontrados por SUNG et al. (1999) em estudo com Chlorella sp. KR-1,
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onde apresentou maior concentragéo celular (5,7 g.L'") em 6 d de cultivo com adigdo
de 10% de CO.. YANAGI et al. (1995) encontraram resultados inferiores aos do
presente trabalho, obtendo para Chlorella sp. HA-1 aproximadamente 0,40 g.L" ao
adicionar 10% de CO,, 50 ppm de SO, e 100 ppm de NO ao cultivo. Para
Synechococcus nidulans a maxima concentragdo celular média foi alcangada para o
FBRT 2 (0,41 g.L™'+0,09, p=0,01). Os resultados de concentracéo celular encontrados
para a Synechococcus nidulans, cultivada com adicdo de 12% de CO,, 60 ppm de
SO,, 100 ppm de NO a 30°C, sao semelhantes aos encontrados por OHTAGUCHI et
al. (1997), que obtiveram 0,31 g.L"' utilizando 6% de CO, nos cultivos de
Synechococcus leopoliensis a 30°C. Ja KAJIWARA et al. (1997) encontraram 0,85 g.L
! para Synechococcus PCC7942; enriquecendo o cultivo com 10% de CO, a 30°C.

Tabela 1 Concentragéo celular maxima (Xmax, 9.L™"), produtividade maxima (Pmax, 9.L°
'.d7), velocidade especifica maxima de crescimento (lmax, d”'), tempo de geracéo (tg,
d) e fixacao diaria maxima de CO, (FDmax, % V/v) obtidos para as microalgas Spirulina
sp. LEB-18, Scenedesmus obliquus, Synechococcus nidulans e Chlorella vulgaris.

Média + desvio padrao.

Ensaio FBRT Xinax P max Wmax tg FDmax

1 1,53+0,05 0,08+0,01  0,22+0,01  3,11+0,15
Spirulina sp. LEB-

18 2 1,54+0,03  0,08%0,01 0,23+0,01 2,95+0,07 14,85
3 1,59+0,27  0,08+0,02 0,22+0,02 3,16+0,26
1 0,50+0,19  0,04+0,02 0,26%0,07 2,77+0,74
Scenedesmus
, 2 0,67+0,09 0,06+0,02 0,24+0,02 2,93+0,27 8,60
obliquus
3 0,68+0,12  0,05+0,01 0,24+0,01 2,88+0,11
1 0,20+0,01 0,03+0,03 <0,001 -
Synechococcus
, 2 0,41+0,09  0,07+0,02 <0,001 - 3,46
nidulans
3 0,24+0,03  0,04+0,01 <0,001 -
1 0,56+0,45 0,05+0,05 0,26+0,02 2,66+0,24
Chlorella vulgaris 2 0,88+0,23 0,08+<0,01 0,25+0,01 2,83+0,08 13,43

3 0,98+0,11  0,09£<0,01 0,25%0,02 2,83+0,24
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Em relacdo a velocidade especifica maxima de crescimento todas
microalgas apresentaram resultados semelhantes (variando de 0,22 a 0,26 d '), exceto
para Synechococcus nidulans, a qual alcancou um valor menor que 0,001 d’, nao
apresentando fase exponencial de crescimento nitida e consequentemente o tempo de
geracdo também muito alto. Para as demais microalgas o tempo de geracdo manteve-
se entre 2,66 e 3,16 d. Estes resultados confirmam o fato das microalgas biofixar CO,
muito mais rapido do que vegetais superiores (HENRIKSON, 1994). Ainda, segundo
LAING (1991), a adicdo de CO, nos cultivos pode proporcionar aumentos de 2 a 5

vezes nas densidades celulares e na biomassa.

As fixacoes diarias maximas (FD) alcangcadas pelas microalgas Spirulina
sp. € Chlorella vulgaris foram semelhantes (14,85 e 13,43%, respectivamente). Ja para
Scenedesmus obliquus e Synechococcus nidulans, foi alcangado 8,60 e 3,46% de FD,
respectivamente. Em ensaios preliminares, testou-se outra cepa da microalga
Chlorella vulgaris LEB-104 e a mesma nao apresentou crescimento com a adi¢do de
30 ppm de SO, aos cultivos. No presente trabalho a Chlorella vulgaris, que foi isolada
de uma lagoa préxima a Usina Termelétrica, apresentou crescimento com adicdo de
60 ppm de SO, e 100 ppm de NO. Segundo BROWN et al. (1996) e CHU et al. (1996),
espécies de microalgas nativas sdo mais tolerantes a condigoes locais.

A adicdo dos gases SO, e NO aos cultivos das microalgas foi realizado
apods 4 d de inoculacdo (metade da fase exponencial de crescimento), pois em ensaios
realizados anteriormente (tempo zero e 4 d) constatou-se que as microalgas Spirulina
sp. e Scenedesmus obliquus alcancaram maiores concentracbes de biomassa,
quando a adicdo dos gases se deu em 4 d apds a inoculacdo. Segundo YOSHIHARA
et al. (1996) a adicdo de NO (100 e 300 ppm) aos cultivos no tempo zero, inibiu o
crescimento da microalga marinha NOA-113.

A Figura 2 apresenta as curvas de crescimento celular de Spirulina sp.,
Scenedesmus obliquus, Synechococcus nidulans e Chlorella vulgaris ao longo do
tempo de cultivo: (a) 12 FBR da série, (b) 2° FBR da série e (c) 3° FBR da série. Todas
microalgas apresentaram comportamento semelhante em relagdo aos FBRs da série.



70

2.0

Concentracao celular (g/L)

Concentracao celular (g/L)

0 4 8 12 16
Tempo (dia)

Tempo (dia)
(a) (b)

2.0

Concentracao celular (g/L)

0 4 8 12 16 20
Tempo (dia)

()
Figura 2 Curvas de crescimento para 1° FBR da série (a), 2° FBR da série (b) e 3°

FBR da série (c): Spirulina sp. (®), Scenedesmus obliquus (¥), Synechococcus
nidulans (A) e Chlorella vulgaris (O).




71

As produtividades maximas alcancadas para Spirulina sp., Scenedesmus
obliquus, Synechococcus nidulans e Chlorella vulgaris foram 0,08+0,02 g.L'.d"
(p>0,05); 0,06+0,02 g.L".d" (p>0,14); 0,09+0,02 g.L".d" (p>0,26), respectivamente
(Figura 3). A microalga Synechococcus nidulans apresentou inibicdo no crescimento,
por isso, o comportamento da produtividade ao longo do tempo nao foi mostrado. A
produtividade maxima alcancada pela Synechococcus nidulans foi 0,07 g.L".d" 40,02
(p>0,15). Segundo VONSHAK et al. (1982) a produtividade é um parametro importante
de se analisar do ponto de vista econdmico. Entretanto, maiores produtividades podem
ser alcangadas pelas microalgas ao adicionar 12% de CO. nos cultivos.
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Figura 3 Produtividade em funcdo do tempo apresentada para o 1° FBR da série de

cada microalga: (®) Spirulina sp., (¥) Scenedesmus obliquus e () Chlorella vulgaris.

O pH dos ensaios manteve-se entre 6,0 e 10,0 para todas microalgas
estudadas (para os 3 FBRs) ao longo dos 20 d de cultivo. As maiores concentracdes
celulares foram alcangadas em pH entre 8,0 e 9,0 para as microalgas Spirulina sp.,
Scenedesmus obliquus, Synechococcus nidulans e Chlorella vulgaris (Figura 4).
KIJIWARA et al. (1997) avaliaram o crescimento de Synechococcus PCC7942 em
diferentes valores de pH e constataram que a microalga apresentou maior crescimento
em pH 6,2 e 6,8, em pH menores ou maiores que estes 0 crescimento foi inibido. Este
fato foi observado neste trabalho, onde houve inibicio do crescimento da
Synechococcus nidulans com uma grande variacao do pH entre 7,0 e 10,0. BROWN
(1996) verificou que o pH das culturas de Monoraphidium minutum se manteve
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constante, com adicao de SO, (200 ppm) e NO (150 ppm), indicando que o SO, nao
causou inibicao no crescimento da microalga. Ensaios realizados por YOSHIHARA et
al. (1996) com a microalga NOA-113 com adicdo de 100 e 300 ppm de NO, o pH foi
mantido em torno de 6,0 durante todo cultivo. Em culturas de Chlorella sp. KR-1, com
a injecdo de 10% de CO,, o pH se manteve entre 5,0 e 8,0 durante 8 d de cultivo
(SUNG et al., 1999). LEE et al. (2002) reportaram que ensaios de Chlorella sp. KR-1
com os gases CO, (15%), SO, (60, 100 e 150 ppm) e NO (100 e 300 ppm) mantiveram
o pH entre 5,0 e 8,0.
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Figura 4 Curvas de pH em funcao da concentracao celular para o 1° FBR da série de
cada microalga: Spirulina sp. (®), Scenedesmus obliquus (¥), Synechococcus

nidulans (A) e Chlorella vulgaris (O).

O pH estad diretamente relacionado a forma de carbono inorganico
disponivel no cultivo, pois meios alcalinos favorecem a forma bicarbonato (HCOs'), que
constitui mais de 80% em pH entre 7,0 e 9,0; enquanto as formas de CO: livre e
carbonato (COs?) predominam abaixo ou acima destes valores, respectivamente
(KIRK, 1994). Geralmente em cultivos de microalga ha queda na concentracdo do
carbono total e um aumento no pH, produzindo entdo, uma perturbacdo no sistema
tampao do carbonato. Quando o pH atinge valores proximos a 11,0; ocorre inibicdo do
crescimento da Spirulina, pois o carbono inorganico remanescente no meio torna-se
nao disponivel ao microrganismo (KAPLAN et al., 1990) e, além disso, valores de pH

elevados prejudicam o crescimento das microalgas por afetar a disponibilidade de
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outros elementos, além do carbono, como fésforo e ferro dissolvido (formas
biodisponiveis) (ESTEVES, 1988). Fato este que ndo ocorreu no presente trabalho
com nenhuma das microalgas, pois 0 maximo de pH alcancgado foi 10,0. A quantidade
de carbono inorganico total dissolvido manteve-se em torno de 0,10 a 0,90 g.L' para
as microalgas Spirulina sp., Scenedesmus obliquus, Synechococcus nidulans e
Chlorella vulgaris durante os 20 d de cultivo.

Através da analise elementar CNHS foram obtidos 40,19; 47,84; 29,62 e
45,52% de C; 4,54; 6,92; 4,78 e 6,41% de H; 7,30; 8,19; 7,87 e 8,15% de N; 1,21;
0,55; 1,38 e 0,45% de S, para as microalgas Spirulina sp., Scenedesmus obliquus,
Synechococcus nidulans e Chlorella vulgaris, respectivamente. Resultados superiores
foram encontrados por OHTAGUCHI et al. (1997), onde obtiveram 47,32% de C;
7,07% de H; 9,41% de N e 0,56% de S, para microalga Synechococcus leopoliensis
cultivada em meio enriquecido com 6% de CO.. Resultados semelhantes foram
obtidos por HIRATA et al. (1996) na biomassa de Chlorella sp. UK0OO1 cultivada com
adicdo da mistura CO,:0,:N, (10:3:87) numa vazdo de 0,05 L.min™", apresenta esta,
54,0% de C; 8,60% de H; 3,30% de N e 0,36% de S.

4 CONCLUSOES

Foram isoladas duas espécies de microalgas, Synechococcus nidulans e
Chorella vulgaris, da Lagoa de Tratamento de Efluentes de uma Usina Termelétrica a
carvao. As microalgas isoladas se desenvolveram quando expostas a 12% de CO,, 60
ppm de SO, e 100 ppm de NO. As maiores concentragdes de biomassa foram obtidas
pelas microalgas Spirulina sp. LEB-18 (1,59 g.L™") e Chlorella vulgaris (0,98 g.L"). Para
a Scenedesmus obliquus foi alcancado 0,68 g.L" e para a Synechococcus nidulans
0,41 g.L'". Com adicdo de 12% de CO,, 60 ppm de SO, e 100 ppm de NO, foram
alcancadas produtividade maximas de 0,08; 0,06; 0,07 e 0,09 g.L"".d"", para Spirulina
sp. LEB-18, Scenedesmus obliquus, Synechococcus nidulans e Chlorella vulgaris,

respectivamente.

A fixagdo diaria maxima (FD) alcancada pelas microalgas Spirulina sp.
LEB-18 e Chlorella vulgaris, foram semelhantes (14,85 e 13,43%, respectivamente). Ja
para Scenedesmus obliquus e Synechococcus nidulans, foi alcancado 8,60 e 3,46%

de FD, respectivamente. Sendo assim, as microalgas que apresentaram maior
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capacidade de fixacao (Spirulina sp. LEB-18 e Chlorella vulgaris), em meio contendo
os gases SO, e NO podem ser cultivadas em plantas de energia elétrica para biofixar
o CO, proveniente do gas de combustdo do carvao, contribuindo na redugédo do
aquecimento global.
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RESUMO

As microalgas se destacam por apresentar diversas potencialidades, como alimentos,
farmacos e quimica fina. Os lipidios nos sistemas biol6gicos funcionam como
componentes de membrana, produtos de reserva e como fonte de energia sendo que,
parte dos lipidios é constituida de acidos graxos. O objetivo do presente trabalho foi
determinar o conteldo lipidico e a composicdo em acidos graxos das microalgas
Spirulina sp., Scenedesmus obliquus, Synechococcus nidulans e Chlorella vulgaris
cultivadas em meio contendo CO,, SO, e NO. A microalga Scenedesmus obliquus
cultivada com 12% de CO,, 60 ppm de SO, e 100 ppm de NO, apresentou o0 maior teor
lipidico (6,18%). Para as demais microalgas o conteudo lipidico variou de 4,56 a
5,97%. O maior conteldo em acidos graxos monoinsaturados (AGM) foi 66,01% para
a Scenedesmus obliquus. Os PUFA foram alcancados em maior quantidade pelas
microalgas Spirulina sp. (29,37%) e Synechococcus nidulans (29,54%). O &cido
palmitoléico (C16:1) se apresentou em maior quantidade, com concentragdo de
41,02% (Spirulina sp.).

PALAVRAS-CHAVE: acidos graxos, diéxido de carbono, lipidios, microalgas.
ABSTRACT

Microalgae are gain eminence for presenting several potentialities as food. The lipids,
in biological systems, act as membrane compounds, reserve products and energy
source, being part of the lipids constituted by fatty acids. The main of the present work
was to verify the lipid content and the fatty acids composition of the microalgae
Spirulina sp., Scenedesmus obliquus, Synechococcus nidulans and Chlorella vulgaris
cultivated in a medium containing CO,, SO, and NO at 30°C. The microalga
Scenedesmus obliquus cultivated with 12% CO,, 60 ppm SO, and 100 ppm NO,
presented the highest lipid content (6,18%). For the other microalgae the lipid content
ranged from 4,56 to 5,97%. The major monounsaturated fatty acids content (AGM) was
66,01% for Scenedesmus obliquus. The PUFA were obtained in major amount by the
microalgae Spirulina sp. (29,37%) and Synechococcus nidulans (29,54%). The
palmitoleic acid (C16:1) was in larger amount with 41,02% (Spirulina sp.)

KEY WORDS: fatty acids, carbon dioxide, lipids, microalgae.
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1 INTRODUCAO

Com o surgimento de industrias e usinas termelétricas movidas a
combustiveis fosseis, principalmente carvdo e petroleo, as sociedades passaram a
liberar no ar didxido de carbono (CO,) e outros gases como dioxido de enxofre (SO,) e
oxido nitrico (NO) agravando o efeito estufa. Existem diversos métodos para captura
de CO, atmosférico, dentre eles os quais a biofixacdo por microalgas. Com a utilizacéo
de CO,, as microalgas se multiplicam e produzem uma série de compostos de
interesse, principalmente proteinas, acidos graxos e corantes. Os acidos graxos
quando extraidos podem ser utilizados como alimento, farmacos ou transformados em

biocombustiveis.

Além das microalgas serem utilizadas para biofixar CO, da atmosfera, elas
também vém sendo estudadas como alimentos para humanos e animais, na
agricultura, no tratamento de aguas residuais e na obtencdo de diversos compostos,
com alto valor agregado, como corantes e acidos graxos (COLLA et al.,, 2004;
RICHMOND, 2004; GRIMA, 2003; ILLMAN et al., 2000). O conteudo lipidico das
microalgas pode variar de 1 a 40% (BECKER, 2004). Os acidos graxos nas microalgas
correspondem a maior fracéo lipidica, e em algumas espécies os PUFA representam
entre 25 e 60% dos lipidios totais (BECKER, 2004; BROWN, 1991). Comparadas aos
vegetais superiores, as microalgas apresentam maior eficiéncia fotossintética e podem
ser cultivadas em meio salino simples (OLGUIN et al., 2001). Em relagdo a produgio
de lipidios, as microalgas podem produzir, pelo menos, quinze vezes mais que a
palma, um dos vegetais de maior rendimento e produtividade. A estimativa de
producédo de lipidios por microalgas varia de 15.000 a 30.000 L.Km* e a extragéo é
simples, podendo ser aplicados 0os métodos tradicionais usados na industria quimica,

incluindo a extracao por solventes (em especial, hexano).

Diversos fatores influenciam a producdo de lipidios e acidos graxos por
microalgas, como a intensidade luminosa (OLGUIN et al., 2001; TANTICHAROEN et
al., 1994; HIRANO et al.,, 1990), a temperatura (THOMPSON e GUO, 1998) e os
nutrientes adicionados (SUKENIK e WAHNON, 1991). Dentre os nutrientes que podem
influenciar a producao de lipidios e acidos graxos, estdo a fonte de nitrogénio e de
enxofre, as quais sdo utilizadas pelas microalgas na sintese de aminoacidos e acidos
graxos (RICHMOND, 1990). COSTA et al. (2000) estudaram o efeito da concentracao
inicial de nitrato de 0,003; 0,015; 0,030 e 0,060 M no crescimento da Spirulina
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platensis e verificaram que a concentragdo de acidos graxos nao foi influenciada pela
concentracdo deste sal. PIORRECK et al. (1984) verificaram que microalgas cultivadas
em baixas concentracdes de nitrogénio tiveram seu conteudo lipidico incrementado,

sem, no entanto, alterar o perfil lipidico e de acidos graxos.

Segundo ISHIDA et al. (2000), a baixa disponibilidade de carbono pode
causar limitacdo do crescimento microalgal e a adicdo de CO, no meio de cultivo pode
aumentar até 7 vezes a produtividade. MURADYAN et al. (2004) constataram que a
composicao em acidos graxos triplicou com aumento da concentracéo de 2 a 10% de

COs nos cultivos de Dunaliella salina.

O obijetivo deste trabalho foi determinar o contetdo lipidico e o perfil gas
cromatografico dos acidos graxos das microalgas Spirulina sp. LEB-18, Scenedesmus
obliquus LEB-22, Synechococcus nidulans LEB-25 e Chlorella vulgaris LEB-106
cultivadas na presencga dos gases CO,, SO, e NO.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismos e condi¢coes de cultivo

As microalgas utilizadas neste estudo foram Spirulina sp. LEB-18 (COSTA
et al., 2006), Scenedesmus obliquus LEB-22 (MORAIS & COSTA, 2007a),
Synechococcus nidulans LEB-25 e Chlorella vulgaris LEB-106 isoladas de lagoas de
tratamento de efluente da Usina Termelétrica Presidente Médici — UTPM no extremo
Sul do Brasil, latitude 24°36°13”S e longitude 52°32°'43"W. As microalgas foram
mantidas e cultivadas em meio BG-11 (RIPKA et al., 1979) (C. wulgaris) contendo (g.L’
"): NaNO; 1,50; K:HPO,.3H:0 0,04; MgSQ,.7H.0 0,075; CaCl..2H.O 0,036; Citrato
Férrico 0,006; EDTA 0,001; Na,COs; 0,02; Acido Citrico 0,006; H;BO; 2,86.10°;
MnSQO,.H,0 1,70.10%; ZnSO,.7H,0 0,222.10%; Na;M00,.2H,0 0,39.10%; CuS0,.5H,0
0,079.10%; CoCl».6H,O 0,0404.10°; meio Zarrouk modificado (MORAIS & COSTA,
2007b) (Spirulina sp. e S. nidulans) contendo (g.L™"): CO. 12% (v/v); NaNO; 2,5;
K:HPO, 0,5; K,SO, 1,0; NaCl 1,0; MgSQ,.7H,0, 0,2; CaCl, 0,04; FeSO,.7H.O 0,01;
EDTA, 0,08 e micronutrientes; onde a fonte de carbono (bicarbonato de sédio) foi
substituida por CO,; e em meio MC (WATANABE, 1960) (S. obliquus) contendo (g.L™):
KNO; 0,25; MgS0,4.7H.0 0,075; KH.PO, 0,175; FeS0O,4.7H,O 0,02 e micronutrientes.

Os in6culos foram previamente adaptados a 1% (v/v) de CO, durante 7 d.

Foram realizados 4 ensaios em duplicata, onde foram comparadas as
respostas conteldo lipidico e composicdo em acidos graxos, sendo expostas a 12%
de COg, 60 ppm de SO,, 100 ppm de NO a 30°C. Os ensaios foram realizados em um
sistema de fotobiorreatores fechados em série do tipo tubulares (FBRT) de 2 L
(volume util de 1,8 L), conforme mostra Figura 1, mantidos em camara termostatizada
a 30°C com fotoperiodo 12 h claro/escuro (REICHERT et al., 2006) durante 20 d. A
concentragéo inicial dos cultivos foi 0,15 g.L" (COLLA et al. 2007). A aeragdo foi
realizada com ar comprimido misturado aos gases CO, (12%), SO, (60 ppm) e NO
(100 ppm) dispostos em cilindros industriais. A vazdo de entrada da mistura nos
cultivos foi 540 mL.min" durante o periodo claro, controlado através de valvulas
solendides. A iluminancia foi 3200 Lux fornecida através de lampadas fluorescentes de
40 W tipo luz do dia.



83

D FERT=85
AMOSTRAGEM € = € o <o > SADA DE GASES
) ) .| |hFBERT = 800
0 y Di]
AR+COR+S024M0 | ! I ke =150
L
DE=120

Drerr: didmetro do fotobiorreator; hrgrr: altura do fotobiorreator; Dg: didmetro da base;
hg: altura da base.
Figura 1 Esquema do cultivo em fotobiorreatores tubulares em série. Medidas em mm.

2.2 Quantificacao de lipidios totais e perfil de acidos graxos

Para a quantificacdo de lipidios totais foi utilizada a metodologia proposta
por FOLCH & LESS (1957). A fracao lipidica foi esterificada para obtencao dos metil-
ésteres dos acidos graxos, segundo metodologia proposta por METCALFE &
SCHIMITZ (1966).

A determinacdo de acidos graxos foi realizada em cromatografo a gas
modelo Varian — 3400CX equipado com detector de ionizacdo de chama e coluna de
silica fundida contendo fase estacionaria de polietileno glicol com 30 m de
comprimento e 0,32 mm de diametro. O gas de arraste foi nitrogénio a 0,5 mL.min"".
As temperaturas do injetor e do detector foram 250 e 280°C, respectivamente. A
temperatura inicial da coluna foi 100°C seguido de aumento de 8°C.min"" até 230°C
permanecendo por 20 min. Os acidos graxos foram identificados pela comparacao dos

tempos de retencao com padrdes e quantificados por normalizagao de areas.

Os padrbes de acidos graxos utilizados (Sigma Supelco; Bellefonte, EUA)
foram acido caproico (C6:0); acido caprilico (C8:0); acido caprico (C10:0); acido
undecandico (C11:0); acido laurico (C12:0); acido miristico (C14:0); acido miristoléico
(C14:1); acido palmitico (C16:0); acido palmitoléico (C16:1); acido margarico (C17:0);
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acido margaroléico (C17:1); acido estearico (C18:0); acido elaidico (C18:1); acido
oléico (C18:1); acido linoléico trans (C18:2); acido linoléico cis (C18:2); acido o -
linolénico (C18:3); acido 7y - linolénico (C18:3); acido araquidico (C20:0); acido
gadoléico (C20:1); acido eicosadiendico (C20:2); acido eicosatriendico (C20:3); acido
bénico (C22:0); acido eicosapentaendico (C20:5); acido erlcico (C22:1); acido
lignocérico (C24:0); &cido miristoléico (C24:1).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta as concentracées de acidos graxos saturados (AGS),
acidos graxos monoinsaturados (AGM) e acidos graxos poliinsaturados (PUFA) para
0s ensaios realizados com as microalgas Spirulina sp. LEB-18, Scenedesmus
obliquus, Synechococcus nidulans e Chlorella vulgaris. A microalga Scenedesmus
obliquus apresentou o maior teor lipidico (6,18+0,20%, p>0,46). Para Spirulina sp.
LEB-18, Synechococcus nidulans e Chlorella vulgaris foi alcancado a concentracao
5,97+1,22% (p=0,60), 5,00+0,80% (p=>0,60) e 5,21+0,06% (p=0,60), respectivamente,
sendo todas microalgas cultivadas em meio adicionado de 12% CO,, 60 ppm SO,, 100
ppm de NO a 30°C. Estes resultados sao semelhantes aos encontrados por MORAIS
& COSTA (2006), com 5,20; 3,30 e 4,60% de lipidios para Spirulina sp. LEB-18,
Scenedesmus obliquus e Chlorella vulgaris, respectivamente, com adicdo de 12% de
CO,, porém sem adicdo dos gases SO, e NO. As condi¢cdes de cultivo sdo os
principais fatores na producgéao de lipidios, podendo estes variar de 1 a 40% (BECKER,
2004). Segundo ILLMANN et al. (2000), 30°C e baixas concentracbes de nitrogénio
sao consideradas condicbes 6timas para o aumento da producéao de lipidios nas cepas
de Chlorella. O aumento na fracao lipidica também foi observado por CHU et al. (1996)

enriguecendo o cultivo com 5% (v/v) de CO..
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Tabela 1 Perfil de &acidos graxos (%) das microalgas Spirulina sp. LEB-18,
Scenedesmus obliquus, Synechococcus nidulans e Chlorella vulgaris, cultivadas em
12% de CO,, 60 ppm de SO,, 100 ppm de NO a 30°C.

Spirulina sp. S.obliquus S. nidulans izllggiif
Acidos graxos saturados
C15:0 0,08 2,14 0,08 0,14
C16:0 2,54 3,22 0,73 4,36
C17:0 1,92 1,02 8,18 1,26
C18:0 0,33 0,91 0,78 1,20
C 20:0 12,60 0,70 0,13 29,10
C22:.0 nd nd nd 0,15
C23:0 nd 2,06 1,15 0,97
C24:0 nd 0,58 0,09 nd
Acidos graxos
monoinsaturados

C 141 0,26 0,57 0,36 0,21

C 151 1,26 1,57 0,09 2,30
C16:1 41,02 37,01 36,04 23,47
C17:1 2,45 6,28 2,73 1,80
C 181 8,04 18,27 16,9 21,81
C 201 0,14 0,67 nd 0,37
C 24:1 nd 1,64 2,85 1,00

Acidos graxos polinsaturados

C18:2 2,71 3,98 3,53 6,26
C 183 25,73 8,94 17,72 3,12
C20:2 0,08 4,99 7,64 0,31

C 203 0,36 0,69 0,19 0,57
C204 0,49 nd 0,12 0,49
C 205 nd nd 0,10 0,13
C22:2 nd 1,16 0,11 0,89
C 226 nd 3,60 0,13 0,10

nd = ndo detectado

O maior contetdo de acidos graxos saturados (AGS) ocorreu na Chlorella
vulgaris (37,18%) e o maior conteldo em acidos graxos monoinsaturados (AGM) foi
66,01% para a Scenedesmus obliquus (Figura 2). Os acidos graxos poliinsaturados
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(PUFA) foram produzidos em maior quantidade (%) pelas microalgas Spirulina sp.
LEB-18 (29,37%) e Synechococcus nidulans (29,54%). Resultados inferiores a estes,
exceto para Chlorella vulgaris, foram encontrados por MORAIS & COSTA (2006), com
26,70; 50,50 e 72,00% de AGI e 5,40; 19,20 e 24,40% de PUFA, para as microalgas
Spirulina sp., Scenedesmus obliquus e Chlorella vulgaris, respectivamente, cultivadas
com 12% de CO, em fotobiorreator do tipo erlenmeyer sem adicdo de SO, e NO. No
presente trabalho, o fotobiorreator utilizado foi do tipo tubular em série que proporciona
uma maior disponibilidade de luz e conseqlientemente maior utilizacdo de CO..
MURADYAN et al. (2004) obtiveram 58,60% de AGS; 15,00% de AGM e 26,40% de
PUFA para D. salina cultivada em meio enriquecido com 10% de CO,. Segundo
TSUZUKI et al. (1990), a adicao de CO, aos cultivos influencia no contetdo lipidico e
no grau de insaturagdo dos acidos graxos, sendo este, portanto, um nutriente

essencial no cultivo de microalgas.

100 - BAGS/AGT
90 - _ mAGI/AGT
80 | SLA/AGT

BLA/(O+L)
70 -
60 -
50 -
40 -

SP SC SY CH

Figura 2 Percentuais de acidos graxos saturados (AGS), acidos graxos insaturados
(AGI) e acido linolénico (LA) pelo total de acidos graxos analisados, e fracdo do acido
linolénico pelo somatoério dos acidos oléico e linoléico (O+L) para as microalgas
Spirulina sp. (SP), Scenedesmus obliquus (SC), Synechococcus nidulans (SY) e

Chilorella vulgaris (CH) cultivadas em meio contendo os gases CO,, SO, e NO.
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Os PUFA podem atuar na prevencao e tratamento de muitas doencas
cardiovasculares, reducdo da pressao arterial, reducdo dos niveis de colesterol e
trigliceridios no plasma, cancer, e, além disso, sao considerados essenciais tanto para
nutricdo infantil quanto para o desenvolvimento cerebral (SIMOPOULOS, 2002;
FABREGAS et al., 1994; BOROWITZKA, 1993). A biomassa microalgal comparada
com outras fontes de acidos graxos apresenta algumas vantagens como auséncia de
contaminacao e ainda certas microalgas possuem significativamente maior espectro
de PUFA, alguns com cadeias com mais de 18 atomos de carbono (WEN & CHEN,
2000).

Dentre os acidos graxos saturados, o acido palmitico (C16:0), que variou
de 0,73 a 4,36% para as microalgas estudadas, € um acido graxo importante para
alimentacéo infantil, encontrado de 20 a 30% no leite materno (WILLIS et al., 1998). O
acido araquidico (C20:0) foi mais abundante entre os AGS, apresentando 29,10% para
microalga Chlorella vulgaris. J& os demais AGS variaram entre 0,08 e 12,60%. Os
acidos graxos saturados (AGS) sao importantes na producdo de biodiesel, com alto
numero de cetano e sd0 menos propensos a oxidacdo que os compostos insaturados
(CANAKCI, 2005).

O &cido palmitoléico (C16:1) apresentou-se em maior concentragdo em
relacdo aos outros acidos graxos monoinsaturados (AGM), variando de 23,47 a
41,02%. O acido palmitoléico é um importante constituinte da dieta humana, auxiliando
na prevencado de diversas doencas, dentre elas, as cardiovasculares (WILLIS et al.,
1998), e, além disso, é utilizado em cosméticos de acdo rejuvenescedora. Os
resultados apresentados sdo superiores aos encontrados por MASLOVA et al. (2004),
que obtiveram 18,20% de acido palmitoléico (C16:1) para a microalga Synechococcus
sp. a 32°C. Segundo ILLMAN et al. (2000), a temperatura em torno de 30°C é
considerada 6tima para aumentar a produgdo de lipidios. Os acidos graxos
monoinsaturados estdo relacionados a diminuicdo dos niveis de colesteral,
trigliceridios, glicose e aumento do colesterol HDL. Ja os &cidos graxos poliinsaturados
tém um importante efeito na protecdo cardiovascular. Por sua vez, o acido oléico

(C18:1) variou de 8,04 a 21,81% para as microalgas estudadas.

Dentre os PUFA, o acido linolénico (C18:3) apresentou predominancia
variando de 3,12 a 25,73%. A fracdo de acido linolénico sobre os acidos oléico e
linoléico mostrou variacao entre 0,11 a 2,40%, indicando que as condi¢cdes de cultivo
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afetaram o grau de insaturacao dos acidos graxos presentes. Além da temperatura, os
nutrientes do meio de cultivo também sdo muito importantes na producao de acidos
graxos, como a fonte de carbono (TSUZUKI et al., 1990). Portanto, a concentracéo de
12% de CO,, 60 ppm de SO, e 100 ppm de NO, favoreceram a producdo de
determinados acidos graxos. COLLA et al. (2004) obtiveram 20,90% de acido
linolénico em ensaios a 30°C e 2,5 g.L™" de nitrato de sddio. Segundo WARD & SINGH
(2005), o &cido linolénico pode ser utilizado no tratamento de diversas doengas como
esclerose multipla e doencas cardiovasculares.

Foram encontrados tragos de &cido eicosapentaendico (C20:5) — EPA,
produzido pelas microalgas Synechococcus nidulans (0,10%) e Chlorella vulgaris
(0,13%). Este acido pode atuar na prevencdo de formacdo de blocos de

prostaglandinas prejudiciais, e também pode realcar e melhorar a fungdo imunolégica.

4 CONCLUSOES

O conteuddo lipidico encontrado foi 5,97% para Spirulina sp., 6,18% para
Scenedesmus obliquus, 5,00% para Synechococcus nidulans e 5,21% para Chlorella
vulgaris. A maior quantidade em acidos graxos essenciais foi 21,81% de acido oléico e
6,26% de acido linoléico, ambos para Chlorella vulgaris, e 25,73% de acido linolénico
para Spirulina sp. O perfil de acidos graxos obtido para todas microalgas, exceto para
Chlorella vulgaris, mostrou ser o acido palmitoléico (C16:1) o mais abundante,
alcancando concentragdo de 41,02% (Spirulina sp.). Para Chlorella vulgaris o acido
araquidico (C20:0) apresentou-se em maior concentracao (29,10%).

O cultivo de microalgas com os gases CO,, SO, e NO, apresentou
biomassa rica em &cidos graxos, podendo estes ser utilizados tanto para a
alimentacéo (acidos graxos insaturados), quanto para producdo de biocombustiveis
(acidos graxos saturados). Além disso, as microalgas estudadas podem contribuir na
redugdo do aquecimento global, com a fixacdo do diéxido de carbono, principal

componente dos gases do efeito estufa na atmosfera.
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6 CONCLUSOES GERAIS

Na selecdo de microalgas quanto a tolerancia a SO, a Spirulina sp.
alcancou as maiores respostas cinéticas de fixacdo, com produtividade maxima de
biomassa 0,19 g.L".d", concentracéo celular maxima 2,62 g.L”' e maxima biofixagéo

de CO, 19,80% quando submetida a injecdo de SO, depois de 4 d de inoculagao.

Os gases SO, e NO nao apresentaram influéncia significativa (p>0,10) nos
parametros cinéticos de fixacao estudados. A concentracdo celular maxima alcangada
para Spirulina sp. e S. obliquus foi 3,29 e 1,33 g.L", respectivamente, quando
submetidas a 12% de CO.. A fixacdo diaria maxima de CO. foi 35,87 e 28,11%,
respectivamente, para Spirulina sp. e S. obliquus, quando cultivadas a 6% de CO.. Os
cultivos realizados em FBRTSs ligados em série aumentaram a biofixagao de CO..

Foram isoladas duas espécies de microalgas S. nidulans e C. vulgaris da
Lagoa de Tratamento de Efluentes de uma Usina Termelétrica a carvdo. As microalgas
isoladas se desenvolveram quando expostas a 12% de CO,, 60 ppm de SO, e 100
ppm de NO. A fixacao diaria maxima (FD) alcancada pelas microalgas Spirulina sp. e
C. wulgaris, foram semelhantes (14,85 e 13,43%, respectivamente). Ja para S.
obliquus e S. nidulans foi obtido 8,60 e 3,46% de FD, respectivamente.

Através da analise elementar CNHS foram obtidos 40,19; 47,84; 29,62 e
45,52% de C; 4,54; 6,92; 4,78 e 6,41% de H; 7,30; 8,19; 7,87 e 8,15% de N; 1,21;
0,55; 1,38 € 0,45% de S, para as microalgas Spirulina sp., S. obliquus, S. nidulans e C.

vulgaris, respectivamente.

O conteudo lipidico encontrado foi 5,97% para Spirulina sp., 6,18% para S.
obliquus, 5,00% para S. nidulans e 5,21% para C. vulgaris. A maior quantidade em
acidos graxos essenciais foi 21,81% de acido oléico e 6,26% de &cido linoléico, ambos
para C. wulgaris, e 25,73% de acido linolénico para Spirulina sp. O perfil de acidos
graxos obtido para todas microalgas, exceto para C. vulgaris, mostrou ser o acido
palmitoléico (C16:1) o mais abundante, alcancando concentracao de 41,02% (Spirulina
sp.). Para C. wulgaris o &cido araquidico (C20:0) apresentou-se em maior
concentracao (29,10%).

Portanto, as microalgas que apresentaram maior capacidade de fixacédo
(Spirulina sp. e C. vulgaris), em meio contendo os gases SO, e NO podem ser
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cultivadas em plantas de energia elétrica a carvao para biofixar o CO, proveniente do
gas de combustao, contribuindo na reducdo do aquecimento global. Além disso, o
cultivo de microalgas com os gases CO,, SO, e NO, apresentou biomassa rica em
acidos graxos, podendo estes ser utilizados tanto para a alimentagdo (4cidos graxos

insaturados), quanto para producao de biocombustiveis (acidos graxos saturados).
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Determinar outras varidveis que possam influenciar na eficiéncia

fotossintética das microalgas;

Estudar a biofixagdo de CO, através de microalgas em cultivo
semicontinuo utilizando condigdes favoraveis para obtencédo de bioprodutos de valor
energético;

Realizar ensaios com gas de combustédo real na usina termelétrica; para

biofixacdo microalgal de COy;

Automatizar o controle do pH dos cultivos, onde a injecdo do gas de
combustao, simulado ou real, seja acionada de acordo com a variagcdo do pH dos

cultivos.

Avaliar parametros de cultivo, como por exemplo, concentracdo celular
6tima que deve ser mantida no biorreator e intensidade luminosa, para que se obtenha
biomassa microalgal rica em compostos energéticos, como acidos graxos que podem

ser transformados em biodiesel.
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9 ANEXOS
9.1 Figuras

9.1.1 Isolamento de microalgas

Figura A1 Amostras de agua da lagoa de estabilizagdo da Usina Termelétrica
Presidente Médici — UTPM/CGTEE, sul do Brasil; em meio Zarrouk e BG-11. (a) 2 dias
apés a inoculagao; (b) 15 dias apds a inoculagao.

Figura A2 Amostras de agua da lagoa de estabilizagdo da Usina Termelétrica
Presidente Médici — UTPM/CGTEE, sul do Brasil; em fotobiorreatores abertos do tipo
raceway de 6L.
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Figura A4 Amostras em fotobiorreatores fechados do tipo erlenmeyers de 6L e de
0,5L.

Figura A5 Amostras inoculadas em fotobiorreatores do tipo erlenmeyer.



Figura A6 Amostras encaminhadas para identificacdo

Figura A7 Vista geral de células de Synechococcus nidulans

113



114

Figura A8 Vista geral de células de Chlorella vulgaris

9.1.2 Cultivo de microalgas

Figura A9 Cultivos realizados em FBRT de 2L.



Figura A10 Cultivos realizados em FBRT de 2L em série.
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9.2 Metodologias

9.2.1 Metodologia para determinacao de lipidios em microalgas a partir do
método de FOLCH & LEES (1957).

» Pesar 0,5 g de amostra;
» Adicionar 5 mL de cloroférmio: metanol (2:1);

» Agitar em ultrassom durante 5 min e centrifugar a 10.000 rpm durante 10

min;

» Recolher o sobrenadante com uma pipeta e repetir os passos anteriores 3

vezes,;

» Filtrar os sobrenadantes em papel filtro, lavando o filtro com 10 mL da

mistura de reagentes;

» Em funil de separagao adicionar 1/4 do volume de KCI 0,88%. Misturar

cuidadosamente. Na separaracao de fases, utilizar a fase inferior;

» Adicionar "4 do volume de metanol agua (2:1), agitar cuidadosamente e na

separacao de fases, utilizar fase inferior;
» Filtrar em sulfato de s6dio anidro;

» O filirado colocar em um baldo de fundo chato previamente tarado e

pesado e evaporar o solvente em rotaevaporador;
> Levar a estufa a 50°C durante 2 h, pesar;

> Determinar o percentual de lipidios em g.100g™" de biomassa.
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9.2.2 Metodologia para esterificacao de lipidios segundo METCALFE & SCHIMITZ
(1966)

» Ao lipidio extraido adicionar em baldo de fundo chato 3mL de hexano BF;

8% e agitar;

» colocar no condensador a 100°C por 50 min, misturar ocasionalmente e
checar se nao ha perda. Esfrie a temperatura ambiente;

» passar para tubo de centrifuga de 10mL e adicionar 1mL de hexano e 2mL
de agua destilada. Agitar;

» centrifugue 5 min;

» com pipeta automatica remover a camada superior para outro tubo;
» repetir na camada inferior mais duas extragoes;

» adicionar 2mL de agua destilada, agitar e centrifugar 2 min,

» transferir a camada superior para outro tubo contendo sulfato de sodio

anidro, misturar e centrifugar;
» transferir para outro tubo e deixar o sulfato de sédio anidro no fundo;
» evaporar sob nitrogénio em banho Maria;

» injetar em cromatégrafo gasoso adicionando 1mL de hexano;
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9.3 Meios de cultivo

9.3.1 Meio Zarrouk (ZARROUK, 1966).

Tabela 9.3.1.1 Composicao do Meio Zarrouk

Reagentes Quantidade (g.L™)

NaHCO; 16,8
KoHPO, 0,50
NaNO, 2,50
K>SO, 1,00
NaCl 1,00
MgSOQO,. 7H.O 0,20
CaCl 0,04
FeSO,. 7H,0O 0,01
EDTA 0,08
Solugéao A5 1mL
Solugéao B6 1mL

Fonte: ZARROUK, 1966.

Solucao A5: (9.L"): HsBOs: 2,86; MnCl,. 4H,O: 1,81; ZnSO,. 7H,O: 0,222;
CuC0,4.5H,0:0,079; MnOs: 0,015.

Solucdo B6: (mg.L"): NH,VO;: 22,86; KCr(SO4).. 12 H,0O: 192; NiSO,. 6H,0: 44.8;
Na,WO,. 2H,0: 17,94; TiOSOs4. 8H,0: 61,1; CO(NQO3).. 6H.0: 43,98.
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9.3.2 Meio MC (WATANABE, 1960).

Tabela 9.3.2.1 Composigao do meio MC.

Reagente  Quantidade (gL")

KNO; 1,25
MgS0O4.7H.O 1,25
KH.PO4 1,25
FeS0O,.7H,O 0,02
Solucédo A5 1mL

Fonte: WATANABE, 1960.

Solucdo A5: (g.L'): HsBOs: 2,86; MnCl,. 4H,O: 1,81; ZnSO,. 7H,O: 0,222;
CuC0,4.5H,0:0,079; MnOs: 0,015.



9.3.3 Meio Bristol’s Modificado MBM (WATANABE, 1960).

Tabela 9.3.3.1 Composicao do meio MBM.

Reagente  Quantidade (gL")

KNO; 0,25
CaCl; 0,01
MgS0O4.7H.O 0,075
KoHPO, 0,075
KH.PO, 0,175
NaCl 0,025
FeS0O,.7H,0O 0,02
Solucédo A5 1mL

Fonte: WATANABE, 1960.
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9.3.4 Meio BG-11 (RIPKA et al., 1979).
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Tabela 9.3.4.1 Composigao do meio MBM.

Reagente

Quantidade (g.L™")

NaNO;
CaCl,.2H,0
MgSO..7H.0O
KoHPO,4.3H,0
Citrato férrico
EDTA
Na,CO4
Acido citrico
HsBO;
MnSQO,.H,0O
ZnS0,.7H,0
NaMo0O,.2H,0
CuSO;. 5H,0
CoCl,.6H,0O

1,50
0,036
0,075

0,04
0,006
0,001

0,02
0,006

2,86.10°
1,70.10°
0,222.10°
0,39.10°
0,079.10°°

0,04.10°%

Fonte: RIPKA et al. (1979)



