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RESUMO - O cultivo de microalgas reduz a concentracdo de CO, atmosférico e pode
produzir metabolitos secundarios de interesse comercial. Aliado a este bioprocesso, a
utilizacdo de absorventes de CO, podem melhorar o sequestro deste gas de efeito estufa.
Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi comparar as respostas obtidas por Spirulina sp.
LEB 18 submetida a ensaios com NaOH e a ensaios com monoetanolamina (MEA) como
absorventes de CO,. Para isso, a microalga foi cultivada em modo descontinuo alimentado
com CO,, meio de cultivo Zarrouk sem NaHCOs, a 30 °C, 41,6 pmoliions.m>.s7,
fotoperiodo 12 h claro/escuro, por 13 d. As respostas obtidas mostraram que 0s ensaios
com adicdo de MEA praticamente dobraram as concentragdes de carbono no meio. Nesses
foram obtidos, em média, maiores velocidades especificas de crescimento (0,27 d*) e os
menores tempos de geracdo (2,57 d), assim como as maiores concentragdes de proteinas
(75,3 % m.m™). A concentracéo de lipidios foi maior que a encontrada na literatura para
esta cepa de microalga. Desta forma, constatou-se que os absorventes melhoram o
crescimento de Spirulina e aumentam a concentracdo de macromoléculas na biomassa.

1. INTRODUCAO

Toda e qualquer producdo de energia antropogénica tém implicacdes a nivel ambiental,
sendo o consumo dessa energia produzida responsavel por cerca de 80% das emissdes de gases
de efeito estufa (GEE). Entre estes gases estd o didxido de carbono (CO,), componente da
atmosfera, que armazena energia e a transforma em calor, aumentando a temperatura da
superficie terrestre. A medida que essa temperatura aumenta, a capacidade de armazenamento de
CO; pelas plantas e algas diminui, prejudicando os ecossistemas (REIS, 2013).

Algumas tecnologias para a captura do CO, a partir de centrais de producdo de energia de
combustiveis fosseis ja estdo disponiveis, incluindo a absor¢cdo quimica com monoetanolamina
(MEA) (REIS, 2013). O processo de absorcdo quimica ocorre com a dissolu¢do do CO, no
solvente, formando um composto que em sequéncia libera 0 CO, através da regeneracdo térmica.
Reagentes tipicos para esta aplicacdo sdo monoetanolamina (MEA), dietanolamina, e carbonato
de potéssio (SCOPARO, 2010). A reacdo de alcanolaminas, como o0 MEA, com CO; produz um
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carbamato intermediéario o qual é hidrolisado, resultando no ion bicarbonato (HCO3") que junto
com 0 COx,q) Sdo as formas de carbono inorganico dissolvido no meio aquoso preferenciais para
absorcéo por microalgas (KIM et. al., 2013).

A utilizacdo de micro-organismos fotossintéticos para fixacdo de CO, é uma tecnologia que
tem apresentado potencial como redutor da excessiva concentracdo deste gas da atmosfera. As
microalgas realizam a biofixacdo do CO, durante a fotossintese, onde a energia solar é convertida
em energia quimica via oxidacdo da agua, reduzindo CO; e liberando O,. O CO, atua como uma
fonte de carbono que é convertida em energia, utilizada tanto no crescimento celular, quanto na
construcdo de macromoléculas como proteinas, acidos nucleicos e lipidios (PICARDO, 2012;
REIS, 2013; SCOPARO, 2010). Logo, unir os atrativos das microalgas e da absor¢do quimica de
CO; pode ser uma meio promissor para aumentar a mitigacdo deste GEE.

Diante disso, este trabalho teve como objetivo comparar o cultivo, biofixacdo de CO, e a
composicao da biomassa de Spirulina cultivada com NaOH e MEA como absorventes de CO,.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Micro-organismo e meio de cultivo

A microalga utilizada foi Spirulina sp. LEB 18 (MORAIS et al., 2008) fornecida pela
Colecdo de Culturas do Laboratério de Engenharia Bioquimica da FURG, cultivada em meio
Zarrouk (ZARROUK, 1966) sem a fonte de carbono padrdo do meio (NaHCO3). A microalga foi
adaptada continuamente a nova fonte de carbono pela injecdo de CO, com vazédo especifica de
alimentacio de 0,12 mLcoz.MLmeio>.d ™, durante 1 min, a cada 1 h, no periodo claro.

2.2 Condigoes dos cultivos

Os cultivos foram realizados em fotobiorreatores tubulares verticais de 2 L, com volume
atil de 1,8 L, em estufa a 30 °C, fotoperiodo de 12 h claro/escuro, iluminancia 41,6 umolstons.m
25 e agitacdo promovida por ar comprimido estéril (RADMANN e COSTA, 2008). Os ensaios
foram realizados em duplicata sem adi¢cdo de NaOH (controle da batelada com NaOH), com
adicdo de NaOH (0,10, 0,20 e 0,41 mmol.L™), sem adic&o de monoetanolamina (MEA) (controle
da batelada com MEA) e com adicdo de MEA (0,10, 0,20 e 0,41 mmol.L™), por 13 d. O CO;
(0,36 MLcoz.MLimeio*.d™) foi adicionado diariamente por 2 min, a cada 1 h, durante o periodo
claro.

2.3 Determinacdes analiticas

A cada 24 h foram coletadas amostras dos ensaios para analise da concentracdao celular,
através da densidade Optica a 670 nm (COSTA et al., 2002) em espectrofotometro (QUIMIS
Q798DRM, Diadema - SP - Brasil) e a medida de pH em pHmetro digital (PH-221, LUTRON -
Taiwan). A cada 72 h a concentracdo de carbono inorganico dissolvido (CID) foi calculada a
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partir das fracbes de ionizagdo do carbono no meio, por meio da medida de alcalinidade total
(APHA, 1998) e pH (APHA, 1998) dos ensaios, de acordo com Carmouze (CARMOUZE, 1994).

2.4 Parametros de crescimento avaliados

A produtividade de biomassa (Py, mg.L™.d™) foi calculada segundo a Equagdo 1, onde X;
(mg.L™) representa a concentracéo celular no tempo t (d) e Xo (mg.L™) a concentracio celular no
tempo to (d). A velocidade especifica maxima de crescimento (Hmax, d7) foi o coeficiente angular
da reta obtida na fase logaritmica de cada perfil de concentracdo celular linearizado versus tempo
(d). O tempo de geragdo (tg, d) foi determinado pela Equagéo 2. A taxa de biofixagdo de CO,
(TB, mg.L™".d™) foi calculada segundo a Equacdo 3, a partir da produtividade de biomassa (Py,
mg.L™.d™), fragio massica de carbono na biomassa (Xcm) € das massas molares de dioxido de
carbono (Mcoz) e do carbono (Mc). A eficiéncia de utilizacdo do CO, (E, % m.m™) foi calculada
segundo a Equacdo 4, com os parametros de taxa de biofixacdo de CO, (TB, mg.L™.d™?), volume
atil de trabalho do fotobiorreator (Vg, L) € a vazdo massica de alimentagdo diaria de CO; (rh,
mMg.d™). Xmaxw Pmax TBmax € Ema foram os maximos valores encontrados dos pardmetros para
cada ensaio.
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C
e e 4)

2.5 Recuperacao da biomassa

Ao final dos experimentos a biomassa foi recuperada do meio liquido por centrifugacao
(15200 g; 20 °C; 15 min), ressuspendida em agua destilada para remocdo dos sais do meio de
cultivo e novamente centrifugada nas mesmas condic6es citadas. Posteriormente a biomassa foi
concentrada, congelada a -80°C, liofilizada e armazenada a -20°C até sua caracterizacao.

2.6 Caracterizacao da biomassa

Anélise elementar: a concentracdo elementar de carbono (C) na biomassa foi determinada
em analisador elementar CHNS/O Serie 2400 (Perkin Elmer), utilizando acetanilida como
padrdo.

Macromoléculas: a concentragdo de lipidios foi determinada pelo método de Folch
(FOLCH et al., 1957); A concentracdo de proteinas e carboidratos foi determinada a partir de
extratos (5 mg da microalga e 10 mL de agua destilada) sonicados em sonda ultrassénica, com

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos



19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

ciclos de 20 min (1 min ligado e 1 min desligado), sendo que o teor proteico da biomassa foi
determinada por método colorimétrico (LOWRY et al., 1951) e o teor de carboidratos pelo
meétodo fenol-sulfdrico (DUBOIS et al., 1956).

2.9 Analise estatistica

As respostas obtidas foram avaliadas através da analise de variancia (ANOVA), seguida
por teste de Tukey ao nivel de 95% de confianga.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta a concentracdo celular maxima (Xmax), produtividade maxima (Pmax),
velocidade especifica méaxima de crescimento (Mmax), tempo de geragdo (tg), concentragéo de
carbono elementar (C), taxa de biofixagdo maxima de CO, (TBmax) € eficiéncia méaxima de
utilizacdo de CO; (Emax). Todos os cultivos com NaOH apresentaram concentracdo celular
maxima superior aos outros ensaios com MEA (Xmax) com diferenca significativa (p<0,05).

Tabela 1 — Resultados médios + desvio padrdo dos parametros cinéticos de crescimento, carbono
elementar e dos parametros de biofixacdo de CO; obtidas com o cultivo de Spirulina adicionando
diferentes absorventes de CO,

MEA (mmol.L™?)

Parametro Controle

0,10 0,20 0,41
Xmax (9.1 1,40 + 0,05**  1,28+0,05"* 1,25+ 0,05"" 1,30 + 0,07°A
Pmax (Mg.L™%.d™) 110,2 + 4,0**  108,1 +7,9*" 108,2 +1,2*" 110,2 + 4,24
Hmax (d™) 0,25+ 0,00** 0,25 +0,02** 0, 27 +0,01°* 0,29 +0,01°4
ty (d) 2,80 +0,04** 2 ,77+0,17** 2,56 +0,05"" 2,39 +0,08°4
Carbono (Yom.m?) 47,200 499+01°"  497+03"" 48,8 + 0,5°"
TBmax (Mg.L1.d?)  190,7 +6,9** 1977 +14,0** 197,0 +1,6*" 197,3 + 6,14
Emax (Yom.m™) 28,9 +1,1%A 209+21*  298+0,2*" 29,8 + 0,9*

A NaOH (mmol.L™)

Parametro Controle 0.10 0.20 041
Xmax (9.L ") 1,40 £ 0,04** 1,37 £0,022°® 1,34 +0,05°® 1,46 +0,02°°
Pmax (Mg.L1.d?) 1132+ 754 1147 + 45" 109,9 + 10,7** 121,3 + 0,58
Hmax (d7) 0,18 +0,01*® 0,21 +0,01°® 0,20 +0,01"® 0,21 + 0,028
ty (d) 3,84 0,25  328+0,08"® 341+0,25"® 3,31 +0,04"8
Carbono (%m.m?)  47,1+01%  471+01*®  454+17*" 47,2 +0,1**
TBmax (Mg.L.d?) 1954 +12,6*°" 198,2 +7,6°"" 1827 +12,3** 209,7 + 0,98
Emax (Yom.m™) 206 +1,9°A  300+1,1*" 276+19" 31,7 +0,1%B
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Letras minusculas sobrescritas iguais na mesma linha, e letras maidsculas sobrescritas na mesma coluna para o
mesmo parametro, indicam que as médias ndo diferem estatisticamente ao nivel de 95 % de confianca (p>0,05).

As produtividades méaximas (Pmsx) apresentadas pelo cultivo controle, com adigédo de 0,10 e
0,20 mmol.L™ ndo foram diferentes significativamente entre as duas bateladas (com MEA e com
NaOH), mas com 0,41 mmol.L™ de NaOH foi obtido Pmax (121,3 + 0,5 mg.L™.d™) maior, com
diferenca significativa ao ensaio com MEA. A velocidade especifica maxima de crescimento
(Mmax) de Spirulina foi maior nos cultivos com MEA para todas as concentragdes testadas.
Consequentemente o tempo de geracao, para essas concentracdes foi menor nessa condicédo. Estes
resultados apontam para a influéncia positiva do MEA na velocidade de crescimento e duplicacdo
celular da microalga.

A taxa de biofixacdo de CO, foi maior, apresentando diferenca significativa, apenas nos
cultivos onde se adicionou 0,41 mmol.L™ de NaOH (209,7 + 0,9 mg.L™.d™) quando comparado
ao MEA. Da mesma forma ocorreu com a eficiéncia de utilizacdo de CO,, o melhor resultado foi
utilizando MEA (31,7% m.m™). Radmann et al. (2007) encontraram Xma (0,78 g.L™), cultivando
Spirulina sp. LEB 18 com gas de combustdo e meio Zarrouk, inferior a todos os resultados
encontrados para este parametro no presente trabalho. Os resultados dos parametros Pmax € TBmax
(Tabela 1) estdo de acordo com os encontrados no cultivo de Spirulina platensis em
fotobiorreatores tipo frascos convencionais por CHEN et al. (2013).

A Figura 1 mostra os perfis médios de concentracdo de carbono inorganico dissolvido
(CID) sem adicédo de absorvente de CO, (ensaio controle) e com adicdo de MEA e de NaOH nas
concentracdes de 0,10, 0,20 e 0,41 mmol.L™.
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Figura 1 - Perfis médios de concentracdo de carbono inorganico dissolvido (CID) sem adicéo de
absorvente de CO; (ensaio controle) (o), com adi¢do de 0,10 (e), 0,20 (o), 0,41 (w) mmol.L™ de
MEA (a) e de NaOH (b).
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Nos cultivos utilizando MEA como absorvente quimico foi verificado o maior valor de CID
quando comparado aos cultivos utilizando NaOH (Figura 1). Logo, a presenca de absorvente de
CO; no cultivo, tal como o MEA, pode melhorar a quantidade de CID além do limite de
solubilidade do CO; no meio liquido (CHOI et al., 2012). O aumento nos valores de CID na
presenca de MEA pode ter ocorrido pela absorcdo do CO, através da reacdo com o MEA e
posterior conversdo deste a bicarbonato através das seguintes reacdes em duas etapas (Equagdes 1
e 2).

2HO-CH,CH»>-NH» + CO, — HO-CH,CH,>-NHCOO™ + HO-CH2CH2-NH3+ (l)
HO-CH,CH,-NHCOO" + H,O — HO-CH>CH,-NH, + HCO3’ (2)

Na Reacdo 1 é formado o carbamato que € hidrolisado conforme mostra a Reagdo 2,
formando o ion bicarbonato (HCOj3). O bicarbonato é uma das formas de carbono inorganico
melhor absorvido pela microalga (KIM et. al., 2013).

Tabela 3 - Concentracdes de proteinas, carboidratos e lipidios obtidas em base seca com a
biomassa de Spirulina nos experimentos utilizando MEA e NaOH como absorvente quimico

MEA (mmol.L™?)

Macromolécula (% m.m™)

Controle 0,10 0,20 0,41

Proteinas 784+35*  746+12%"  747+44"  765+14%°
Carboidratos 9,5+1,1% 7.4 +0,3" 8,6 +0,3%%A 8,5+ 0,24
Lipidios 12,3+1,0**  11,0+02**A  87+01°*  94+0,0°"
. i NaOH (mmol.L™)
0 1

Macromolecula (%o m.m=) 0 ote 0,10 0,20 0,41
Proteinas 75,7 +2,4"  623+14°®  634+15°°F  67,0+24B
Carboidratos 7,9+ 1,9 8,7 +0,6%B 15,1 +5,3"8 11,0+ 1,1%"B
Lipidios 12,4 +1,2**  10,9+0,4*""  96+0,9°*  11,3+15"

Letras minusculas sobrescritas iguais na mesma linha, e letras maitsculas sobrescritas na mesma coluna, indicam que
as médias ndo diferem estatisticamente ao nivel de 95 % de confianc¢a (p>0,05).

A concentracdo de proteinas obtida na biomassa de Spirulina ndo teve diferenca
significativa entre os cultivos controle, mas para os cultivos onde houve adicdo de absorvente
quimico foi maior utilizando MEA em todas as concentracdes. Entre as diferentes concentracdes
de MEA ndo houve diferenca significativa nos resultados (p>0,05). Estes valores encontrados
situam-se entre os encontrados por Colla et al. (2007) (57,6 + 1,16 % m.m™) e Morais et al.
(2009) (86 % m.m™) com o mesmo género de microalga.

A concentracdo de carboidratos utilizando MEA foi menor que com NaOH em todos o0s
cultivos com adigéo de absorvente. A maior concentragédo de carboidratos encontrado no corrente
trabalho foi em média em 15,1 %, enquanto que Borges et al. (2013), também com Spirulina sp.
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LEB 18, encontraram em média 19,1 %. Desta forma, percebe-se que a adicdo de absorvente
pode provocar reducdo na producdo desta macromolécula.

Quanto a concentracdo de lipidios ndo houve diferenca significativa nem entre os cultivos
controle, nem entre os cultivos utilizando diferentes concentragdes de MEA e NaOH. Contudo,
com esta mesma cepa de Spirulina foi encontrado, por Borges et al. (2013), concentracdo de
lipidios (5,0 % m.m™) em torno de 60 % menores que do presente trabalho.

4. CONCLUSAO

As respostas obtidas mostraram que a adicdo de monoetanolamina no cultivo duplicou a
concentragdo de carbono disponivel no meio. Nesses cultivos se obtiveram a maior velocidade
especifica de crescimento (0,29 + 0,01 d™) e o menor tempo de geragdo (2,39 + 0,08 d), assim
como maior concentracdo de proteinas (76,5 £ 1,4 %) quando comparados aos cultivos com
NaOH. J4a a concentracdo celular méaxima (1,34 + 0,05 g.L™), a produtividade maxima (121,3
0,5 mg.L™.d") e a maior concentracdo de carboidratos (15,1 + 5,3 %) foram encontradas
utilizando NaOH. Comparando com a literatura a concentragéo de lipidios na biomassa foi maior
para ambos os absorventes, que nao apresentaram diferenca entre si. Os resultados demonstraram
que o absorvente quimico pode ser utilizado no cultivo da cianobactéria Spirulina sp. LEB 18,
melhorando parametros de crescimento e de composicéo da biomassa produzida.
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