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RESUMO

O uso de microalgas para biofixacdo de emissdes poluentes tem sido objeto
de estudo de varios pesquisadores, principalmente em fungcdo da alta capacidade
fotossintética que estas possuem, contribuindo para fixacdo de CO2. Porém, grande
parte das emissdes provenientes da queima de combustiveis fosseis possuem, além
de COz2, outros poluentes como NOx, SOx e materiais particulados. Nesta pesquisa, a
eficiéncia de biofixagdo de 6xidos de nitrogénio (NOx) foi testada empregando cultivos
de microalgas em fotobiorreatores (FBR’s) utilizando uma corrente gasosa simulando
concentragdes encontradas no langamento de gases de combustéo para a atmosfera.
Contudo, sabe-se que o NO representa cerca de 95% das emissdes de NOx
provenientes de processos que fazem a queima de combustiveis e que este mesmo
NO é uma fonte pobre em nitrogénio para o cultivo de microalgas devido a sua baixa
solubilidade em meio aquoso. Com isto em mente, através dos experimentos
realizados, foi apresentado uma nova estratégia para aproveitamento do NO como
matéria-prima para a produgdo de microalgas combinando uma unidade de pré-
tratamento fotocatalitico com os FBR’s de microalgas. O acréscimo desta etapa
propicia a transformagéo de NO em NO2, aumentando a absor¢gdo de NOx no meio de
cultivo. Os experimentos foram divididos em 5 testes: To — selecdo de uma espécie de
microalga adequada aos testes de eficiéncia de biofixacdo de NOx; T1 — tratamento
controle com inje¢do de ar sintético e CO2 a 5%; T2 — tratamento fazendo uso de NO
como fonte de nitrogénio; Ts — tratamento fazendo uso de um pré-tratamento
fotocatalitico para oxidar NO a NOg2; T4 — tratamento fazendo uso de NO2 como fonte
de nitrogénio. Os testes de eficiéncia de biofixagcdo de NOx com a espécie selecionada
(Chlorella vulgaris) indicaram uma melhora na remocao deste poluente da corrente
gasosa quando foi feito o uso de pré-tratamento fotocatalitico. Neste tratamento, o
percentual de remocgao alcangou os 68%, enquanto os testes com injecéo direta de
NO aos FBR’s apresentaram uma remocao que nao ultrapossou os 14%. Os
resultados também demonstraram que a produtividade de biomassa nao foi
significativamente afetada. As diferengas encontradas em relacdo a um cultivo
convencional, deram-se principalmente em termos de crescimento celular. Em todos
os testes que se fez 0 uso de injecédo continua de NOx como unica fonte de nitrogénio,
o desenvolvimento celular foi inibido quando comparado aos testes controle.

Palavras-chave:  Microalgas. Biofixagdo. Emissdes Atmosféricas. Oxidos de
Nitrogénio.



ABSTRACT

The use of microalgae for the biofixation of pollutant emissions has been object
of study of several researchers, mainly due to their high photosynthetic capacity, which
contributes to COz2 fixation. However, in most emissions from the burning of fossil fuels
there are other pollutants, in addition to CO2, such as NOx, SOx and particulates. In
this research, the efficiency of nitrogen oxides (NOx) biofixation was tested by growing
microalgae cultures in phobioreactors (PBR’s) and by applying a gas stream that
simulated the concentrations found in the release of combustion gases into the
atmosphere. However, it is known tha NO representes about 95% of the NOx emissions
from the processes that burn fuels and that NO is a poor source of nitrogen for the
growing of microalgae due to its low solubility in aqueous médium. With this in mind,
through the experiments performed, a new strategy for the improvement of NO use as
raw material for microalgae production was presented, by combining a photocatalytic
pre-treatment unit with microalgae PBR’s. The addition of this step provides the
transformation of NO into NOz2, increasing the NOx absorption in the cultivation
médium. The experiments were divided in 5 tests: To — selection o fone microalgae
species suitable for the NOx biofixation efficiency tests; T1 — the control treatment with
synthetic air injection and COz2 at 5%; T2 — treatment using NO as a source of nitrogen;
Ts — treatment using a photocatalytic pre-treatment to oxidize NO into NO2; T4 —
treatment using NO2 as a source of nitrogen. The NOx biofixation efficiency tests with
the selected species (Chlorella vulgaris) indicated na improvement in the removal of
this pollutant from the gas stream when the photocatalytic pre-treatment was applied.
In this treatment, the percentage of removal reached 68%, while the tests with direct
injection of NO into the PBR’s showed a removal that did not exceed 14%. The results
also showed that the biomass productivity was not significantly affected. The main
diferences found in relation to a conventional cultive were on cell growth. The cell
growth was inhibited when compared to the control tests in all the tests made using
continuous injection of NOx as the only source of nitrogen.

Key-words: Microalgae. Biofixation. Atmospheric emissions. Nitrogen oxides.
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1 INTRODUCAO

A fixacdo de emissdes gasosas utilizando cultivos de microalgas € um
processo complexo, no qual ha a interagao de diversos fatores fisico-quimicos, como:
a concentragcédo dos gases, a presenca de poluentes no gas, a densidade inicial de
inoculacao, a temperatura de cultivo, a intensidade luminosa, o fotoperiodo escolhido,
os nutrientes, o pH e a forma de cultivo. Além destes parametros de cultivo, a espécie
de microalga escolhida é fundamental e influencia diretamente a capacidade de
biofixagdo e a producéo de biomassa.

Neste contexto, ha interesse no uso de microalgas para fixar, além de diéxido
de carbono (COz2) que é um composto fundamental para o processo de fotossintese,
oxidos de nitrogénio (NOx) como uma possivel alternativa aos processos
convencionais de captura e tratamento de emissbes poluentes. As potenciais
vantagens da utilizagdo de microalgas para a captura destes poluentes provenientes
dos gases de combustdo sdo: a biofixacdo ndo € comprometida por variagdes na
concentragdo de CO2 nos gases de exaustédo; os 6xidos de nitrogénio (NOx) podem
ser utilizados como fonte de nutrientes para microalgas; e o ciclo renovavel dos
microrganismos causa impactos minimos sobre o0 meio ambiente quando comparado
com outras tecnologias de fixagdo. No entanto, ainda existem diversas barreiras para
implantagcédo desta abordagem para biofixagado de emissdes, e uma dessas barreiras
€ o entendimento das interagdes das microalgas com os poluentes presentes nas
emissdes atmosféricas (EYNDE et al., 2016).

E com o objetivo de transpor estas barreiras que se insere a presente
pesquisa. Assim, esta dissertagdo tem o propésito de fundamentar as atividades e as
etapas iniciais para o entendimento do processo de biofixagcao de éxidos de nitrogénio

utilizando microalgas.
1.1 JUSTIFICATIVA

O crescimento acelerado dos processos industriais e das grandes metrépoles,
aliado a utilizagado de praticas incorretas do uso do solo e das florestas ocasionaram
um aumento significativo na emissédo de gases como CO2 e NOx na atmosfera. As
chamadas fontes fixas sdo grandes emissoras destes gases e, portanto, possuem

diversas restricbes perante 6rgdos ambientais para sua instalacdo e/ou ampliagdo. A
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Resolucdo CONAMA n° 491/18 de 19/11/2018 (BRASIL, 2018) prevé padrdes ainda
mais restritivos de qualidade do ar para os préximos anos. Assim, cada vez mais tém
se buscado métodos mais eficientes de tratamento destas emissdes, a fim de se
diminuir o impacto ambiental destes empreendimentos.

Dentre as técnicas disponiveis para o tratamento de emissdes, os métodos
bioldégicos tém chamado a atencédo de pesquisadores do mundo inteiro, sendo as
microalgas um dos mais estudados. Além de sua elevada capacidade de duplicagéo
e de fixagdo do COz, sua biomassa residual pode ser aproveitada na obtencgéo de
diferentes compostos de interesse industrial.

A utilizacdo em larga escala destes microrganismos ainda necessita de
diversos estudos, uma vez que grande parte dos géneros sao sensiveis a compostos
como NOx, presentes nas emissdes provenientes de processos de combustdo (YEN,
2015). Para tanto, faz-se necessario o entendimento a fundo da influéncia de todos os
gases emitidos nestas fontes, bem como o estudo de géneros de microalgas que
sejam naturais de biossistemas proximos das fontes emissoras de gases poluentes.

Ainda, os custos de producdo e de operacdo dos sistemas de cultivo de
microalgas s&o elevados. Assim, a combinagcdo da produgcdo de microalgas
simultaneamente a biofixagcdo de poluentes presentes nas emissdes se apresenta
como uma alternativa possivelmente viavel para o crescimento desses organismos,
reduzindo custos e abatendo a quantidade de poluentes emitidos a atmosfera,

tratando desta forma, dos passivos ambientais da empresa.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Minimizar as emissdes de 6xidos de nitrogénio (NOx) utilizando um sistema

associado de fotocatalise e biofixagdo por microalgas.

1.2.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos da pesquisa sao:
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a) Cultivar espécies de microalgas em laboratoério e selecionar a espécie mais
adequada para os testes de biofixacdo de 6xidos de nitrogénio;

b) Construir um reator de fotocatalise para o pré-tratamento do 6xido de
nitrogénio (NO) nos testes de injecao de gas em cultivo de microalgas;

c) Preparar o catalisador para a etapa de fotocatalise;

d) Montar sistema de controle e diluicdo adequado para obtencdo das
concentracdes de trabalho;

e) Avaliar a eficiéncia de biofixagdo de NOx pela espécie de microalga

selecionada.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Os topicos seguintes apresentam o contexto necessario para a compreensao

dos principais temas abordados nesta pesquisa.

2.1 MICROALGAS

Presentes em praticamente todos os ecossistemas existentes na Terra, as
microalgas estao entre as formas mais antigas de vida do planeta. Sao responsaveis
pela produgcéo de 60% de todo o oxigénio presente na biosfera, sendo assim, de
extrema importancia para o equilibrio e manutencdo da vida em todo o planeta
(RICHMOND, 2008).

As microalgas podem ser classificadas como microrganismos autotroficos
que, de forma analoga as plantas terrestres, realizam fotossintese. Elas sao
encontradas na natureza em sua forma unicelular ou em colénias multicelulares
(SONG et al., 2008), flageladas ou né&o, além das formas filamentosas planctonicas
ou fixas a um substrato. Devido a sua estrutura simples, as microalgas podem
facilmente converter a energia solar em energia quimica (RICHMOND, 2008). O
crescimento desses microrganismos chega a ser 100 vezes mais rapido do que as
plantas terrestres, podendo dobrar sua biomassa em menos de um dia (TREDICI,
2010). Pelo fato de ser encontrada uma grande diversidade de espécies, as
microalgas se caracterizam como fonte ilimitada de bioprodutos como por exemplo
lipideos, proteinas e pigmentos (NORTON et al., 1996; PULZ e GROSS, 2004).

Durante as ultimas décadas, as pesquisas relacionadas as microalgas se
desenvolveram rapidamente por todo o mundo. Projetos iniciados na Alemanha foram
estendidos aos Estados Unidos, Japéo, Israel e Italia (BURLEW, 1953). Na década
de 50, a ideia de utilizar microalgas para tratamento de efluentes comegou a ser
explorada. J4 em 1960, o foco das pesquisas se voltou para o desenvolvimento de
alimentos para astronautas, levando a produgéo de Chlorella no Japao e Taiwan ao
sucesso (SOONG, 1980). Em 1970, a produgéo de biomassa de microalgas comecgou
a ser estudada como fonte de fertilizantes e biocombustiveis. Na década de 80, uma
nova tendéncia surgiu, levando as microalgas ao patamar de fonte ilimitada de
produtos quimicos. Atualmente, diversos grupos espalhados pelo globo vém

desenvolvendo trabalhos relacionados as mais diferentes aplicagées das microalgas,
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demonstrando um interesse crescente da comunidade cientifica neste campo de
pesquisa.

A versatilidade dos sistemas de producdo de microalgas torna possivel a
integracéo de diversas aplica¢des dentro de um mesmo processo, como por exemplo,
o tratamento de efluentes agroindustriais e o desenvolvimento de racgdes. As
microalgas contém clorofila que pode ser extraida e utilizada para fins alimentares e
cosméticos (SPOLAORE et al., 2006). Elas também podem ser usadas nas industrias
farmacéuticas, como algumas espécies de microalgas que produzem compostos
bioativos, tais como antioxidantes e antibiéticos (GARCIA-CASAL et al., 2009). Além
disso, as microalgas sdo usadas como suplementos nutricionais para o0 consumo
humano, devido a presenca de proteinas, vitaminas e polissacarideos em sua
biomassa (CARBALLO-CARDENAS et al., 2003). O residuo da biomassa pode ser
convertido em diferentes tipos de biocombustiveis, como biometano (VERGARA-
FERNANDEZ et al., 2008), bioetanol (TSUKAHARA e SAWAYAMA, 2005), e
biohidrogénio (HANKAMER, 2007). Algumas espécies de microalgas contém altos
niveis de lipideos que podem ser extraidos e convertidos em biodiesel (CHISTI, 2007).

Contudo, apesar dos grandes esfor¢os dedicados a otimizagdo dos processos
de cultivo de microalgas, o desenvolvimento com baixo custo e alta eficiéncia ainda &
esperado principalmente quando se trata do custo de produgado. Dentre os géneros de
microalgas cultivadas para fins comerciais podem ser citadas: Chlorella beijerinck,
Arthrospira stizenberger e Spirulina turpin utilizadas como nutracéuticos; Dunaliella
teodoresco como fonte de caroteno; Haematococcus sanguineus para produgao
comercial de astaxantina e Scenedesmus meyen para tratamento de efluentes e
biorremediagdo (DENER et al., 2006; AZEREDO, 2012).

2.1.1 Classificagcéao

Apesar de comumente utilizado para designar algas microscopicas, o termo
“microalga” refere-se a um grupo biolodgico, ndo tendo valor ou representatividade
taxondmica (SCHMITZ et al., 2012). Este grupo inclui microrganismos taléfitos (n&o
apresentam corpo dividido em raiz, caule e folhas) e protistas, cujo pigmento
fotossintético principal é a clorofila a e cujas estruturas reprodutivas néo se encontram
envoltas por células estéreis (HOEK et al., 1995; BICUDO e MENEZES, 2006;

DERNER et al., 2006). De qualquer forma, a sistematica do grupo é complexa e sua
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caracterizacao deve considerar uma série de informagdes morfologicas, fisiolégicas e
filogenéticas.

As microalgas mais utilizadas para cultivo estao distribuidas basicamente em
dois grupos taxondmicos: as cianobactérias e as clorofitas.

O grupo das cianobactérias, também conhecidas como algas azuis, pertence
ao Reino Monera, que inclui também as bactérias. Em sistemas de classificacdo mais
recentes, o mesmo € designado como Eubacteria. Neste reino estédo os organismos
designados como procariontes. Caracterizam-se por n&o apresentar nucleo
organizado, com envoltério nuclear. Também nao apresentam cromossomos
complexos como o0s dos organismos eucariontes, nao apresentam reticulo
endoplasmatico, mitocdndrias, plastos (nem cloroplastos), bem como ndo apresentam
flagelos. A parede celular, presente em quase todos os organismos do grupo, € rigida.
Numa estrutura bastante incomum, estdo incorporados nesta estrutura os
aminoacidos, que servem como ligagdes entre unidades de polissacarideos,
evidenciando a ligacao estreita entre as cianobactérias e as bactérias. Também é
importante frisar que nenhum procarionte é verdadeiramente pluricelular. No caso das
algas azuis, podem ser formados arranjos tipicamente unicelulares, coloniais ou
filamentosos, no entanto, nos dois ultimos casos, as células s6 permanecem unidas
por que suas paredes celulares deixaram de se separar completamente depois da
divisdo celular, ficando mantidas pela presenga de bainha mucilaginosa (CURTIS,
1977).

Ainda caracterizando o grupo das cianobactérias, estas apresentam clorofila
a, bem como ficobilinas como pigmentos acessoérios (ficocianinas e ficoeritrinas), além
de carotenodides. N&o apresentam cloroplastos, somente tilacéides dispostos,
normalmente, na periferia de suas células (RAVEN et al., 2001). Sua parede celular
ndao é celulésica, mas normalmente composta por peptidoglicanos (HOICZYK e
HANSEL, 2000).

No sistema proposto por Van den Hoek et al. (1995), a divisdo Cyanophyta
(também conhecida como Cyanobacteria) € composta por apenas uma classe,
Cyanophyceae (Nostocophyceae). Com relacédo a classificagdo taxonémica dos

géneros mais cultivados, esta pode ser observada na TABELA 1.
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TABELA 1 — SISTEMATICA DE GENEROS DE ALGAS AZUIS MAIS CULTIVADOS

Categoria taxondmica Designacao Designacao
Reino Eubacteria Eubacteria
Divisao (Filo) Cyanophyta (Cyanobacteria) Cyanophyta (Cyanobacteria)
Classe Cyanophyceae Cyanophyceae
Ordem Spirulinales Oscilatoriales
Familia Spirulinaceae Microcoleaceae
Género Spirulina Arthrospira

FONTE: GUIRY (2018)

As cloroficeas, também conhecidas como algas verdes, pertencem ao Reino
Plantae, em sistemas de classificagdo anteriores. Em sistemas mais recentes, estéao
incluidas, juntamente com as plantas superiores, no grupo Archaeplastida. Séo
organismos eucariontes, que apresentam parede celular celulbica, clorofila a e b, bem
como carotenos e xantofilas como pigmentos acessérios. Os talos sdo dos mais
variados tipos, partindo de formas unicelulares, coloniais e filamentosas, aos
complexos talos macroscépicos sifonaceos e parenquimatosos. No grupo das
cloroficeas estao, possivelmente, os ancentrais das plantas terrestres (BAUDAUF,
2008). A posicao taxondmica dos principais géneros de algas verdes cultivados esta
listada na TABELA 2.

TABELA 2 - SISTEMATICA DE GENEROS DE ALGAS VERDES MAIS CULTIVADOS

Categoria Designacao Designacao Designacao Designacao
Taxondmica
Reino Plantae Plantae Plantae Plantae
Divisdo (Filo) Chlorophyta Chlorophyta Chlorophyta Chlorophyta
Classe Clorophyceae Trebouxiophyceae  Chlorophyceae Chlorophyceae
Ordem Sphaeropleales Chlorellales Chlamydomonadales Chlamydomonadales
Familia Scenedesmiaceae Chlorellaceae Haematococcaceae  Dunaliellaceae
Género Scenedesmus Chlorella Haematococcus Dunaliella

FONTE: GUIRY (2018)

2.1.2 Géneros de microalgas

a) Scenedesmus

O género Scenedesmus (FIGURA 1) caracteriza-se por apresentar individuos
coloniais formando cendbios (colénias imdveis, com numero fixo de células) de 2, 4,
8 ou 16, e raramente, 32 células por coldnia. As colénias, formadas por células
elipsoides, ovoides, fusiformes ou lunadas, sdo planas, sendo a disposicao mais
comum a de células em linha (BICUDO e MENEZES, 2006). Em termos de

composigcéo celular, assim como as demais clordfitas, apresentam clorofila a e b
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encerrada em cloroplastos de dupla membrana, e armazenam energia na forma de

te. e

amido.

FIGURA 1 - MICROALGA Scelnedesmus

<
6980

FONTE: ILLUSTRATIONS OF THE JAPANESE FRESH-WATER ALGAE (1977).

Trata-se de um género cosmopolita, sendo seus individuos extremamente
comuns em qualquer coleta de agua doce que seja realizada, seja em ambientes ricos
ou pobres em nutrientes (BICUDO e MENEZES, 2006). Sdo mais frequentes em
aguas continentais eutréficas, sendo raramente encontradas em aguas salobras. Seu
crescimento 6timo ocorre em aguas levemente acidas, mas de baixa salinidade
(GUIRY e GUIRY, 2018). Esta espécie tem demonstrado extraordinaria vitalidade nas
aguas residuais urbanas, registrando taxas de crescimento semelhantes as relatadas
por meio sintético completo. Tolera diferentes niveis de temperatura e de pH,
tornando-se versatil para a purificacdo de aguas residuais (KESSLER, 1991). A
temperatura 6tima de crescimento esta entre 28°C e 30°C, sendo que algumas
espécies se desenvolvem melhor acima de 36°C (GUIRY e GUIRY, 2018).

Dentre as microalgas, este género apresenta diversas caracteristicas
desejaveis para a combinacéao eficiente e econémica da fixacado de COz2, tratamento
de efluentes e sintese de lipideos para a producao de biocombustiveis (TANG et al.,
2011).

As espécies conhecidamente utilizadas para producdo de proteinas e
conteudos minerais, ou ainda por usos na industria bioquimica sdo Scenedesmus
obliquous e, eventualmente, S. obtusus (GUIRY e GUIRY, 2018).
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b) Chlorella

Pertencentes a classe de microalgas verdes Chlorophyceae, este género de
algas plancténicas apresenta individuos unicelulares, solitarios e de vida livre. A célula
€ esférica, elipsoidal ou ovdide, e em alguns casos, uma certa assimetria pode ser
observada, com morfologia reniformes (BICUDO e MENEZES, 2006). Os individuos,
assim como os demais pertencentes a divisdo Chlorophyta, apresentam clorofila a e
b, bem como reservam energia na forma de amido (FIGURA 2).

Apresentam alto desempenho em ecossistemas aquaticos, podendo ser
encontradas em agua doce, ambientes salinos, aguas de lagoas e lagos, em solos
umidos ou até mesmo na superficie de troncos de arvores ou no interior de
protozoarios, tendo, no entanto, preferéncia por ambientes pouco turbulentos
(CHAPMAN et al., 1973; BICUDO e MENEZES, 2006).

FIGURA 2 - MICROALGA Chlorella
10 pm @ UT-Austin

1000X

UTEX #26
Chlorella vulgaris

FONTE: UTEX SCIENTIFIC (2018)

Sua versatiidade em sistemas de cultivo em massa faz desses
microrganismos candidatos proeminentes para diversas aplicagdes biotecnologicas.
Em alguns paises, os extratos de Chlorella sao utilizados para tratamento médico
devido a suas propriedades imunomoduladoras e anticancerigenas (SAFI et al., 2014).

Conforme citado anteriormente, a principal reserva de energia deste género
de microalgas é o amido, porém sob certas condigcbes de “stress” estas podem

armazenar maior quantidade de lipideos ou proteinas. Sao utilizadas como fonte
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nutricional para peixes, aditivos e suplementacéo alimentar para humanos, matéria-
prima para biodiesel e para tratamento de residuos (HOEK et al., 1995).

Podem crescer de forma eficiente sob diferentes condigcbes ambientais, ou
seja, sao resistentes as oscilacbes de temperaturas que vao de 4°C a 35°C, e
intensidade luminosa de 1.000 até 70.000 lux. Estas caracteristicas tornam esta
microalga uma das cepas mais versateis da industria de cultura de microalgas. Além
disso, a microalga Chlorella também pode ser produzida sob diferentes condi¢cbes de
crescimento com foco na acumulagcdo de componentes especificos de interesse.

As aplicagdes destas microalgas vdo desde a alimentacdo humana para
aplicagbes em viagens espaciais até a geracédo de bioenergia. lliman et al. (2000)
estudaram a composicéo de cepas de Chlorella sp. cultivadas em meio com baixa
concentragcédo de nitrogénio e concluiram que esta espécie pode ser utilizada como
fonte de matéria-prima para producao de biodiesel. Xu et al. (2006) também obtiveram
sucesso na producao de biodiesel a partir de cultivos de Chlorella sp.

Devido ao rapido crescimento, a Chlorella tem sido utilizada em varias
aplicacdes industriais sendo capaz de fixar CO2 provenientes de gases de combustao
(VAN DEN HENDE et al., 2012). Além disso, contém altas quantidades de proteina
(51 - 58%), carboidratos (12 - 17%) e lipideos (14 - 22%) que podem ser utilizados
para varias aplicagcbes comerciais e industriais (BECKER , 1994 e CHEAH et al.,
2015).

¢) Haematococcus

Organismos unicelulares e biflagelados, os individuos deste género
apresentam células ovdides, elipsdides ou globosas. Assim como as demais clordfitas,
apresentam clorofila a e b, e a reserva de amido. Apresentam de um a dois pirenoides
por célula, bem como um grande estigma, associado a presenca de flagelos na célula.
A cor verde da clorofila é geralmente mascarada pela alta concentracdo de
hematocromo (astaxantina) (GUIRY e GUIRY, 2018).

O génereo Haematococcus & cosmopolita, sendo reportado em todos os
continentes, exceto na Antartica. Isolados de Haematococcus podem utilizar
nitrogénio orgénico e acetato, além de crescerem heterotroficamente no escuro
(GUIRY e GUIRY, 2018).
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A espécie mais comum é Haematococcus pluvialis (FIGURA 3), que sob
condigdes de “stress” acumula astaxantina e lipideos em grandes concentragdes
(GRUNEWALD et al., 2001; DAMIANI et al., 2006). A capacidade desta microalga de
sobreviver em uma ampla gama de condi¢gbes ambientais, juntamente com a sua
capacidade de modificar de maneira eficaz o seu metabolismo lipidico em resposta a
diferentes condi¢bes de “stress”, a torna um organismo interessante quando o foco é
a producao de biomassa. Diversos estudos sobre a producdo de acidos graxos e de
astaxantina a partir de H. pluvialis ja foram realizados (YUAN e CHEN, 2000;
ZHEKISHEVA et al., 2002).

FIGURA 3 - MICROALGA Haematococcus pluvialis

12 um m
F—rrra— © UT-Austin

2.1.3 Interagéo de microalgas e elementos limitantes

Consideradas produtores primarios em ecossistemas aquaticos, as
microalgas produzem suas reservas através do processo de fotossintese, fixando o
carbono e gerando matéria organica. Mesmo sendo responsaveis pela producao da
energia que consomem, os produtores primarios, assim como os demais seres vivos,
requerem elementos quimicos essenciais ao seu crescimento e desenvolvimento.

Os elementos quimicos circulam na biosfera através de vias caracteristicas
para cada elemento. Estes, inclusive os essenciais a manutencéo da vida, passam do

ambiente aos organismos e destes novamente para o ambiente, em caminhos mais
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ou menos circulares, denominados ciclos biogeoquimicos (ODUM, 1988). Em seguida
seréo ilustradas as principais vias de obtencdo destes elementos, bem como a

atuacao das microalgas na ciclagem de nutrientes na biosfera.
a) Ciclo do nitrogénio

O crescimento de todos os organismos depende da disponibilidade de
nutrientes minerais, em especial, o nitrogénio, requerido para a composicédo de
peptideos, proteinas, enzimas, ATP (adenosina trifosfato), ADP (adenosina difosfato),
acidos nucleicos (DNA, RNA), além da clorofila (anel de porfirina) (BARSANTI e
GUALTIERI, 2006).

No caso das espécies de cianobactérias, quase todas sao fotossintetizantes,
sendo algumas capazes de fixar nitrogénio (N2). No caso das fixadoras de N2, estas
tém requisitos nutricionais mais simples que os demais seres vivos, precisam somente
de N2 e CO2, bem como alguns minerais e agua. Em fungéo de sua independéncia
nutricional, as cianobactérias apresentam alta capacidade de colonizagdo de novos
substratos, como rochas nuas e solo (CURTIS, 1977).

Segundo Barsanti e Gualtieri (2006), os principais caminhos da fixagéo
biologica de nitrogénio s&o regidos por complexas relacbes microbiologicas,
realizadas exclusivamente por bactérias e algumas espécies de cianobactérias. Estes

processos estéo listados abaixo:

¢ Reducéo do nitrogénio atmosférico (N2) em aménia (NH3) — Fixacéo;

e Converséao de nitrato (NO3) e amonio (NHF ) em nitrogénio organico — Assimilagao;
e Conversdo do nitrogénio organico em NH; — Mineralizac&o;

e Conversdo do NHJ para nitrito (NO3) e sucessivamente para NO3 — Nitrificacéo;
e Conversdo do NO3 para formas gasosas de nitrogénio como NO, éxido nitroso

(N20) e N2 — Denitrificagéo;

No caso especifico de microalgas que tem a capacidade de fixar nitrogénio,
sua atividade é restrita aos processos de fixagdo e assimilagdo. Algumas espécies de
cianobactérias convertem nitrogénio molecular (atmosférico) em compostos como a
amobnia. Estes sado convertidos em aminoacidos, proteinas e outros compostos

celulares nitrogenados. Outra parte deste nitrogénio fixado € excretado para o meio



27

ambiente. No caso de cianobactérias, a fixagdo de nitrogénio € um processo induzido
pela baixa concentragdo do gas no ambiente (BARSANTI e GUALTIERI, 2006).

O processo de fixagdo de nitrogénio em algumas espécies de cianobactérias
€ possivel pela acao da enzima nitrogenase. Na maioria dos organismos, esta enzima
representa mais de 10% do total de proteinas celulares. Segundo Stal (2001), a
nitrogenase é uma enzima altamente sensivel a presenca de oxigénio (a enzima se
inativa na presengca de Og2). Desta forma, as cianobactérias desenvolveram
mecanismos de separacao do processo de fixagdo de N2 e da fotossintese (onde o O2
€ liberado). Estes mecanismos podem ser de heterogeneidade espacial
(semitemporal), caso das cianobactérias marinhas Trichodesmus e Katagnymene, ou
uma separacao temporal completa, com fixacdo de nitrogénio somente a noite (caso
da Oscillatoria e Plectonema). Também ha as situa¢des de separagao espacial, com
a ocorréncia de células especificas para a fixagao de nitrogénio, os heterocistos, como
no caso das cianobactérias filamentosas dulcicolas Nostoc e Anabaena (BARSANTI
e GUALTIERI, 2006). Estas células ndo apresentam o fotossistema que libera
oxigénio e apresentam uma parede celular de glicolipideos que impede que a
concentragdo de oxigénio interna se eleve, tornando possivel a fixacao de nitrogénio
(STAL, 2001).

Diferentemente das cianobactérias, algas eucariéticas sdo incapazes de
realizar a fixagao de nitrogénio e incorporam nitrogénio a partir de formas como nitrato,
nitrito e amoénio, transformando-os em formas organicas por assimilacdo. Nestas
algas, o N2 ndo pode ser fixado em fung¢do da ligacéao tripla entre os dois atomos de
nitrogénio, que tornam a molécula praticamente inerte. Para que o nitrogénio
atmosférico possa ser utilizado para o crescimento celular, o gas precisa ser fixado

em formas inorganicas como amoénio e ions nitrato (BARSANTI e GUALTIERI, 2006).

b) Ciclo do carbono e do oxigénio

Os ciclos do carbono e do oxigénio s&o intimamente ligados em funcao da
relacdo destes elementos com processos fotossintéticos (BARSANTI e GUALTIERI,
2006).

De acordo com MADIGAN et al. (2016), o maior reservatorio de carbono na
superficie terrestre esta relacionado a rochas e sedimentos, no entanto, a

disponibilidade deste elemento a partir destes reservatorios € insignificante em uma
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escala humana de tempo. E na atmosfera que a ciclagem de carbono ocorre de forma

mais rapida, onde sao realizadas transferéncias globais deste elemento (FIGURA 4).

FIGURA 4 - CICLO DO CARBONO E SUAS RELAGOES COM O CICLO DO OXIGENIO

COy
Atividades O'
humanas
Principais reservatorios de % 1
carbono na Terra Plantas Animais e

terrestres ™ microrganismos

Reservatoério Porcentagem |
do carbono
total na Terra®

Rochas e 99,58 Animais

sedimentos i
Metano hidratado permanece

Oceanos 0,05 no subsolo congelado

Hidratos de metanao 0,014 :

Tt Sty Himus
Combustiveis fosseis 0,006 Metano hidratado
Biosfera terrestre 0,003 Formacao permanece abaixo

de rochas ~ de300m

Biosfera aquatica 0,000002

aCarbono total, 76 % 10'° tons
B80% inorganico

FONTE: MADIGAN et al. (2016).

O carbono, na forma de COz, torna-se disponivel na atmosfera a partir das
atividades antropicas (queima de combustiveis fbsseis, principalmente),
decomposi¢céo microbiana e pela respiracao dos organismos. Na presenca de agua e
luz solar, através do processo de fotossintese, organismos autotroficos retiram o CO2
da atmosfera, fixando-o em compostos organicos, biologicamente sintetizados

(MADIGAN et al., 2016). Este processo pode ser compreendido pela Equacao (1).
COZ+H20 - CH20+02 (1)

Conforme comentado anteriormente, o ciclo do oxigénio é intimamente ligado
ao do carbono, pois ambos estédo relacionados ao processo de fotossintese. Desta
forma, na presenca da luz solar, ao fixar o dioxido de carbono, os vegetais liberam o
oxigénio molecular, como bioproduto do processo (BARSANTI e GUALTIERI, 2006).

Com o encerramento do fotoperiodo, as plantas e algas passam a respirar,
consumindo oxigénio e liberando novamente o CO2. A Equagéo (2) é inversa a

Equacao (1).

CH,0 + 0, - CO, + H,0 (2)
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Com relagdo as microalgas, apesar de oxidarem matéria organica e
consumirem oxigénio a noite, ha uma diferenga significativamente superior na
quantidade de carbono fixada no processo de fotossintese, durante o dia. Desta
forma, € nos oceanos que ocorre grande parte da fixagédo bioldgica de CO2. Segundo
Madigan et al. (2016), & pelo processo de fotossintese que organismos autotrofos
constroem biomassa a partir do COz2 disponivel, seja na atmosfera ou na agua. Esta
biomassa torna-se disponivel para outros niveis troficos, tornando-se novamente
disponivel com a morte dos organimos. E desta forma que o carbono que,
originalmente foi removido da atmosfera, volta a ciclar no ecossistema.

Com relagédo aos ambientes marinhos, o CO2 entra nos oceanos através da
atmosfera, por ser altamente soluvel em agua. Na agua do mar, o COz2 dissolvido
combina-se com a agua e forma ions bicarbonato (HCO3) e carbonatos (CO37),
conforme a Equacéo (3) de equilibrio abaixo. Estes ions representam a maior por¢ao
do CO2 dissolvido na agua do mar (BARSANTI e GUALTIERI, 2006).

€O, + H,0 & H,CO5 & HCO; + H* & CO2™ + HY & HCO; & CO,+ OH™  (3)

Com a remocao do COz2 livre, dissolvido na agua, para o processo de
fotossintese, esta equacéao tende para a esquerda, e as formas iénicas ligadas liberam
mais COz. Desta forma, mesmo que haja uma demanda elevada por CO2 para a
fotossintese, 0 mesmo nunca se torna limitante (BARSANTI e GUALTIERI, 2006).

Ainda sobre o equilibrio do CO2 na agua do mar, alguns organismos marinhos
combinam o célcio com o bicarbonato, na producao de conchas, onde o carbonato de
célcio é a matriz estruturante. Com a morte destes organismos, seu esqueleto calcario
se dissolve, liberando CO2 novamente, ou afunda, sendo incorporado no sedimento
(BARSANTI e GUALTIERI, 2006).

2.2 CULTIVO DE MICROALGAS

2.2.1 Condigdes de cultivo

Segundo Raven et al. (2001), o crescimento de uma populagéo de microalgas
resulta de fatores biolégicos, quimicos e fisicos e suas interagbes. Os fatores

biol6gicos estdo associados ao metabolismo celular e a presenga de contaminantes
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no sistema, como bactérias e outras espécies de microalgas invasoras. Os fatores
fisicos e quimicos estao relacionados aos efeitos provocados pela luminosidade,
controle de temperatura, pH e disponibilidade de fontes de carbono e nutrientes como
nitrogénio, fésforo e metais (OLIVEIRA, 2015).

a) pH

Um dos fatores biolégicos que pode afetar o pH da agua de cultivo é a
fotossintese. Com a remocé&o de CO2 da 4gua durante o processo, ha elevacao do pH
e consequente consumo de ions H* (SILVA, 2014). O consumo de nitrato pelas
microalgas também causa um aumento deste parametro no meio (ANDERSEN, 2005).

O pH do cultivo deve ser controlado e mantido dentro da faixa 6tima para a
espécie cultivada e permitir a assimilacdo do carbono na forma de CO2 e HCOs
(BECKER, 1994). A insercéo de CO2 no meio de cultivo € uma alternativa utilizada
para diminuir o pH do meio e prevenir mudangas bruscas no mesmo (BARSANTI e
GUALTIERI, 2006).

Somando o baixo poder tamponante dos meios tipicamente utilizados ao
metabolismo fotossintético de cultivos com alta densidade celular, a auséncia de um
sistema de controle do pH pode resultar num aumento deste para valores maiores que
9, limitando o crescimento microalgal (BECKER, 1994; BARSANTI e GUALTIERI,
2006). A faixa de pH das culturas de algas pode variar de 7 a 9, com a faixa 6tima de
8,2 a 8,7 unidades (LAVENS e SORGELOOQOS, 1996).

b) Temperatura

A temperatura 6tima para as culturas de fitoplancton esta situada entre 20 e
24°C, embora possa variar de acordo com a composi¢cdo do meio de cultura e das
espéecies cultivadas. Em geral as espécies de microalgas em microculturas toleram
temperaturas entre 16 e 27°C (LAVENS e SORGELOOS, 1996). Enquanto
temperaturas abaixo do ponto 6timo geralmente ndo causam morte celular, exceto em
condigbes de congelamento, temperaturas acima do ponto 6timo geralmente
ocasionam a morte celular (ALABI et al., 2009). O controle da temperatura € um
desafio importante para os cultivos expostos diretamente as condicbes

metereoldgicas, como os cultivos realizados em ambiente externo. A temperatura
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desses cultivos é influenciada pelas condi¢gdes atmosféricas, podendo variar mais de
20°C em um dia (PEREIRA, 2013).

Segundo Lourenco (2006), este parametro pode afetar a taxa metabdlica das
microalgas, e desta forma merece atencao redobrada, devendo ser escolhida em
funcdo das necessidades das espécies presentes e da finalidade dos cultivos. Os
efeitos da temperatura podem ser minimizados com aeragdo nos cultivos,
aumentando assim a taxa de crescimento da microalga.

A composicao quimica da biomassa de microalgas € influenciada pelas
condigdes ambientais em que é cultivada, incluindo a temperatura e a luminosidade.
Cultivos em temperaturas altas tém sido relacionados ao decréscimo na concentragdo
de proteinas na biomassa, e aumento em lipideos e carboidratos (TOMASELLI et al.,
1988). Contudo, diferentes estudos tém demonstrado que a composi¢céo quimica da
biomassa de microalgas em resposta a variagdo de baixas ou altas temperaturas
varia de acordo com a espécie cultivada (THOMPSON et al., 1992).

A temperatura tem um efeito importante sobre os tipos de acidos graxos
produzidos por microalgas (SATU e MURATA, 1980 e THOMPSON et al., 1992).
Muitas espécies de microalgas respondem a baixas temperaturas de cultivo,
aumentando a propor¢éo de acidos graxos insaturados para acidos graxos saturados.
No entanto, a resposta a temperatura de crescimento varia de espécie para espécie,
sem qualquer relacao consistente entre a temperatura global.

E interessante que a temperatura seja constante nos cultivos de microalgas,
para que proporcione melhor estabilidade, reprodutibilidade e previsibilidade nos
experimentos. As salas climatizadas proporcionam o controle de temperatura com
maior facilidade, porém para cultivos em escala comercial € mais dificil manter a
temperatura constante (LOURENCO, 2006). Para cultivo de microalgas em alguns
tipos de fotobiorreatores € interesssante o uso de trocadores de calor interno para

controlar a temperatura da cultura.
c) lluminagéo

Microalgas sao microrganismos autotréficos fotossintetizantes, ou seja, que
transformam agua, CO2 e minerais em biomassa e oxigénio, através de uma reacéo
mediada pela energia luminosa (MONTEIRO, 2015). Desta forma, a disponibilidade e

intensidade de luz afetam diretamente o crescimento microalgal. A velocidade de
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fotossintese e de crescimento das células aumenta com o aumento da intensidade
luminosa até que seja alcangado o ponto de saturagéo. A partir desse ponto, néo ha
aumento da velocidade de crescimento e pode ocorrer danos aos receptores de luz
das células, causando a diminuigdo das velocidades de fotossintese e de crescimento
(ALABI et al, 2009). A intensidade da luz tem efeito diferente sobre as espécies de
microalgas, por isso algumas espécies necessitam de mais ou menos energia da luz
para conduzir o processo da fotossintese (SUALI et al, 2012).

A luminosidade recebida pelas células nos cultivos microalgais esta
diretamente ligada a taxa de fixagcao de carbono pelas células, influenciando a taxa de
crescimento celular (DERNER et al., 2006).

Por outro lado, o excesso de energia luminosa pode desencadear o processo
de fotoinibi¢c&o, definido pela alteragcéo e eventual inativagao do fotossistema Il (PSlI),
afetando o transporte de elétrons na cadeia de reac¢des de reducao NADP+ a NADPH.
Segundo Taiz e Zeiger (2006), a fotoinibicdo € um complexo conjunto de processos
moleculares, definidos como a inibicao da fotossintese pelo excesso de luz, que pode
ser classificado como moderado ou intenso, o que determina se a fotoinibicdo é
dinamica ou cronica.

Tal como as plantas, as microalgas realizam fotossintese e assimilam carbono
inorganico para a conversdo em matéria organica, sendo a luz a fonte de energia que
aciona esta reacdo. A intensidade da luz desempenha um papel importante neste
processo, em que parametros como a profundidade da cultura e a densidade celular
dos cultivos podem variar e interferir na eficiéncia de captacao de luz. Em sistemas
que apresentam grandes profundidades e concentracdes de células altas, a
intensidade da luz deve ser aumentada para penetrar nas culturas (por exemplo, 1.000
lux € apropriado para frascos de Erlenmeyer de 2 litros, por outro lado, para volumes
maiores sao necessarios de 5.000 a 10.000 lux).

A fonte luminosa nos cultivos de microalgas pode ser natural ou fornecida por
lampadas fluorescentes. Segundo Lourengo (2006), a iluminag&o € um dos pilares do
cultivo de microalgas, e desta forma, demanda atencéo especial para o sucesso das
atividades. Os melhores resultados em cultivos laboratoriais de microalgas sao
alcangados com iluminacgao artificial fluorescente. Assim, cada prateleira ou bancada
em que se colocam cultivos deve ser iluminada por lampadas fluorescentes,
fornecendo mais energia aos frascos experimentais do que apenas a luz difusa do

ambiente que é insuficiente para proporcionar crescimento adequado as microalgas.
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Tanto em sistemas de cultivos externos (“outdoor”) como nos cultivos internos
e laboratoriais (“indoor”), a fonte e a intensidade luminosa sao fatores criticos que
afetam o desempenho do crescimento fotoautotréfico das microalgas (MATA et al.,
2010). Para cultivos externos, a luz solar € a principal fonte de luminosidade, por outro
lado, quando se trata de cultivos “indoor”, fontes de luz artificial sdo mais utilizadas,
podendo ser citadas algumas experiéncias inovadoras como por exemplo, LED e fibra
oOptica.

Além disso, € possivel transmitir a energia solar exterior para iluminar
fotobiorreatores fechados, tal como é feito em sistemas de fibra éptica solar de energia
(Of-SOLAR).

Estudos tém demonstrado que microalgas verdes crescem melhor no
espectro de luz azul e vermelho, devido a presenca de clorofila a e b, que sédo os
principais pigmentos de captagao de luz e que s&o sensiveis a estes comprimentos
de onda. Yun e Park (2001) demonstraram que para varias concentracdes de células
de Chlorella vulgaris a absorgéo da luz permaneceu em 400 - 500 nm (azul) e 625 -
675 nm (vermelho).

Em outro estudo, a microalga Scenedesmus obliquous aumentou
significativamente a concentracéo celular e a divisdo de nucleos ocorreu mais cedo
quando cultivada com luz vermelha (625 - 675 nm) (CEPAK et al., 2006).

d) Aeracéao

Nos cultivos fotoautotréficos, as microalgas necessitam de uma fonte de
carbono inorganico para realizacdo da fotossintese (ANDERSEN, 2005). A
concentragédo de CO2 no ar € muito baixa (0,04%) (PEREIRA, 2013), originando uma
concentragédo de COz2 dissolvido no meio também baixa, e que frequentemente limita
o crescimento. Portanto, para alcangar uma alta produtividade de biomassa, € comum
suplementar CO2 ao meio através do fornecimento de ar enriquecido com CO:2 a
concentragdes entre 0,2 e 5% (v/v) (BECKER, 1994; ANDERSEN, 2005; ALABI et al.,
2009).

Quando ar enriquecido com CO2 é utilizado, devem ser tomados alguns
cuidados para que a dissolu¢ao de CO2 na agua e consequente liberagao de ions H*
nao abaixe o pH do cultivo a ponto de alcangar valores que prejudiquem o crescimento
das microalgas (ANDERSEN, 2005; ALABI et al., 2009).
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As condi¢gbes hidrodindmicas nos biorreatores influencia diretamente a
produtividade das culturas. O rendimento da produgdo aumenta inicialmente com a
turbuléncia do sistema, devido principalmente a melhoria do fornecimento de CO:2 e
luz. Contudo, ao atingir um nivel 6timo, o rendimento diminui rapidamente com o
aumento na turbuléncia. Bronnenmeier e Méarkl (1982) investigaram o crescimento de
microalgas e cianobactérias como uma fungéo da tensdo hidromecanica do sistema.
A fragilidade das células da microalga Porphyridium cruentum em fotobiorreactores
fechados bombeados mecanicamente foi demonstrada qualitativamente, juntamente
com a fragilidade celular. No geral, poucos estudos quantitativos que abordam os
efeitos hidrodindmicos de aeracgéo e agitagdo sobre microalgas fotoautotréficas foram
publicados. O relatorio mais completo pertence aos autores Yang e Wang (1992),
muito embora a microalga Ochromonas malhamensis tenha sido cultivada

heterotroficamente em seu estudo.

2.2.2 Crescimento microalgal

O crescimento de uma cultura celular pode ser determinado através da sua
curva de crescimento e expresso em numero de células por mililitro de cultivo
(células.mL""). Ao ser determinada a curva de crescimento para uma dada estirpe de
microrganismo e as relativas condi¢gdes de cultura, se faz possivel determinar a
densidade 6tima, ou ponto de densidade celular que a cultura deve estar antes de ser
realizada a transferéncia para um novo meio ou para ser realizada a coleta da
biomassa microalgal.

Basicamente, existem cinco fases definidas para o crescimento de microalgas
em meio liquido: fase lag, fase exponencial, fase de diminuicdo do crescimento

relativo, fase estacionaria e fase de morte da cultura (FIGURA 5).
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FIGURA 5 - GRAFICO DE CRESCIMENTO DE MICROALGAS. 1 - FASE LAG; 2 - FASE
EXPONENCIAL; 3 - FASE DE DIMINUICAO DO CRESCIMENTO RELATIVO; 4 - FASE
ESTACIONARIA; 5 - FASE DE MORTE DA CULTURA.
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FONTE: Lourencgo (2006).

a) Fase de Inducéo ou Fase Lag

A fase de indugédo ou fase lag é o estagio em que se segue a inoculagao das
células ao novo meio de cultura, e na qual pode ser observada uma baixa taxa de
crescimento especifico. Esta fase é relativamente curta, caracterizada por ndo ocorrer
crescimento da cultura. A demora no crescimento pode estar ligada a presencga de
células nao viaveis, ou simplesmente pela adaptacao fisiologica das células ao meio
de cultivo que apresenta mudancgas nas condi¢gdes de nutrientes.

As condi¢gdes em que se encontra o indculo inicial utilizado na repicacao
apresenta forte influéncia na duragédo desta fase. Por exemplo, uma cultura iniciada a
partir de um in6culo em fase exponencial de crescimento tera uma fase de laténcia
mais curta, ou até mesmo podera nem se observar demora no crescimento celular, se
a transferéncia para o novo meio ocorrer nas mesmas condigdes de luminosidade,
temperatura, concentragao de nutrientes e salinidade. Por outro lado, quando utilizado
in6culos com tempo de cultivo avangado em que a cultura se encontra em fase de
declinio e morte celular, podera ser observado uma demora relativamente grande para
o inicio da divisédo celular (LOURENCO, 2006).

b) Fase Exponencial ou Fase Log

Ao final da fase de adaptacgéo, a taxa de crescimento celular torna-se maior e

constante durante um curto periodo de tempo. Diferentes variaveis influenciam a taxa
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de crescimento alcancada nesta fase, como por exemplo, a concentracdo de
nutrientes, a luminosidade, o pH, a temperatura e a densidade celular do inéculo
utilizado.

Esta fase é caracterizada, por ocorrer um aumento constante do numero de
organismos na cultura, podendo ser observada a duplicagdo do numero total de
células em menos de uma hora. As células se dividem como uma fung¢ao exponencial
de tempo, ao mesmo tempo em que os substratos minerais e a energia luminosa sao
saturados. No momento em que algum componente do cultivo se torna limitante a fase
exponencial termina e observa-se a redugéo na taxa de crescimento (LOURENCO,
2006).

c) Fase de Diminui¢do do Crescimento Relativo

Nesta fase ocorre o declinio do crescimento da cultura, influenciada pela
reducao na concentragdo de nutrientes no cultivo e pelo auto-sombreamento celular
no interior dos cultivos com alta densidade de células. Normalmente este declinio
acontece quando um requisito para a divisdo celular se torna limitante ou algum fator
inibe a reproducao celular. Nesta fase a biomassa é alta, sendo a exaustédo em termos
de nutrientes, limitacdo de didéxido de carbono e luz as principais causas no declinio
de crescimento (LOURENCO, 2006).

d) Fase Estacionaria

Fase em que se observa o rendimento celular maximo de acordo com as
caracteristicas experimentais aplicadas. Caracterizada pela estabilidade ou auséncia
no crescimento celular, a duragado desta fase também depende de fatores individuais
como espécie utilizada e das condigdes de cultura empregadas.

Representacbes graficas das fases de crescimento de microalgas exibem a
fase estacionaria como um platd, sugerindo crescimento nulo nesta fase, contudo as
células podem ainda apresentar crescimento discreto nesta fase. Neste momento,
diversos nutrientes sdo completamente exauridos no cultivo tornando o crescimento
celular pleno impossivel, culminando assim, com o inicio da fase de declinio celular
(LOURENCO, 2006).
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e) Fase de Morte da Cultura

Esta fase € marcada pela morte e lise celular, observando-se a presenca de
substancias inibidoras no cultivo. A taxa de crescimento & negativa, devido a diferencga
no numero de individuos capazes de se reproduzir em relacdo ao numero de
individuos que morrem. Em culturas ndo axénicas, ou seja, contaminadas por outros
organismos, observa-se o aumento da densidade bacteriana, atingindo o numero
maximo ao longo do desenvolvimento do cultivo. A duragéo desta fase € altamente
variavel, podendo ser tdo curta quanto a fase exponencial de crescimento, ocorrendo
a reducgdo total do numero de individuos em cultivo num curto espaco de tempo
(LOURENCO, 2006).

2.3 BIOFIXACAO DE EMISSOES

O aquecimento global e a gestao sustentavel dos recursos naturais do planeta
sdo questdes de grande relevancia para nossa sociedade atual e se apresentam como
uma grande oportunidade para a biotecnologia de microalgas.

Os cultivos de microalgas devem apresentar baixo custo de produgéo quando
se pensa em aplicagdes como a biotecnologia ambiental, bionergia, suplementacao
nutricional e quimica fina (BECKER, 1994). Dentre os requisitos basicos na produgéo
das microalgas, o carbono é um recurso fundamental para se atingir uma produgao
bem sucedida, uma vez que este € o principal elemento consumido pelas microalgas
(36 a 65% da matéria seca) (CHAE et al., 2006; SYDNEY et al., 2010). Dentro deste
cenario, os gases de combustdo sdo um recurso que devem ser explorados nos
cultivos de microalgas, n&o sé para moderar os efeitos antropogénicos ligados as
alteracdes climaticas, mas também para melhorar a eficiéncia da gestao dos recursos
na producao de biomassa de microalgas.

A utilizacdo apenas do CO2 presente no ar ambiente nas culturas de
microalgas néao é eficaz para obter uma elevada produtividade de biomassa, devido a
baixa concentragao deste elemento no ar (380 ppmv de CO2) (MCGINN et al., 2011).
Considerando que em média é requerido 1,8 kg de CO2 para cada 1 kg de biomassa
seca de microalgas, a adicéo de carbono inorganico como sais de bicarbonato ou CO2
comprimido envolve um custo relativamente grande (CHISTI, 2007). O fornecimento

de CO2 comprimido nos cultivos de microalgas equivale a 41% dos custos totais de
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matéria-prima. Além disso, quando se trata de cultivos abertos de microalgas, que sao
os sistemas mais utilizados atualmente, estes apresentam perdas significativas de
COz2 devido a baixa eficiéncia em trocas gasosas (RICHMOND, 2004). A utilizagéo
direta de gases de combustdo contendo CO2 é economicamente e ambientalmente
uma opgao a ser considerada, especialmente quando as plantas de combustao e
geracéo de emissdes se encontram perto dos locais em que se produzem microalgas.

Além do CO2, o gas de combustao pode conter até 142 compostos diferentes,
tais como H20, O2, N2, 6xidos de nitrogénio (NOx), 6xidos de enxofre (SOx),
hidrocarbonetos (CxHy), CO, metais pesados e material particulado (MP). Gases como
diéxido de enxofre (SO2) podem ser toxicos para as microalgas, enquanto outros
podem ser metabolizados pelas mesmas como é o caso do éxido de nitrogénio (NO)
(NAGASE et al, 2001; LEE et al, 2000). Nota-se que grande parte das pesquisas atuais
focadas na injecdo de emissbes em culturas de microalgas concentram-se
especificamente no processo de biofixacdo de CO2, apresentando grande
oportunidade para pesquisas relacionadas a outros gases de combustdao como por
exemplo NOx e SOx (LEE et al., 2000; JACOB- LOPES et al., 2010 e HO et al., 2011).

2.3.1 Dibxido de carbono (CO2)

Dentre as alternativas para a mitigagcao de CO2 existentes, a fixagao biologica
tem atraido muito a atencédo pois leva a produgdo de biomassa por meio da
fotossintese, podendo ser realizada por plantas e microorganismos fotossintéticos
como as microalgas (KONDILI e KALDELLIS, 2007). Uma parte consideravel do
carbono presente na Terra estda na forma inorganica como CO2. As microalgas
apresentam cerca de 50% de carbono na sua constituicdo celular, e grande parte
deste carbono é proveniente do ar (MATA et al., 2010).

As microalgas tém a capacidade de remover de 10 a 50 vezes mais CO2, a
partir de fontes tais como gases de combustao, do que as plantas terrestres (WANG,
2008). Estudos de reviséo sobre a tolerancia das microalgas a gases de combustao
indicam que niveis elevados de CO2 foram tolerados por muitas espécies de
microalgas e que niveis moderados de SOx e NOx (até 150 ppm) também foram
suportadas (MATSUMOTO et al., 1997). Chlorococcum littorale, uma alga marinha,
mostrou tolerancia excepcional a elevada concentragcéo de COz2 de até 40% (IWASAKI
et al.,1998; MURAKAMI e IKENOUCHI, 1997).
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A tolerancia das microalgas a altas temperaturas € um fator muito importante
para reduzir os custos de arrefecimento da alimentacédo dos gases de combustéo
liberados das instalagdes industriais com alta temperatura. Varias cepas de
microalgas verdes unicelulares, identificadas como espécies de Chlorella, foram
isoladas de fontes termais no Japao (SAKAI et al., 1995). Estas espécies cresceram
a temperaturas de até 42°C e com injecao de gases com mais de 40% de CO2. A
TABELA 3 apresenta algumas espécies de microalgas que tém sido estudadas para

biofixacdo de COa.

TABELA 3 - ESPECIES DE MICROALGAS ESTUDADAS PARA A BIOFIXACAO DE COs..

MICROALGA CO2 (%) T (°C) REFERENCIA
Chlorococcum littorale 40 30 Murakami e Ikenouchi, 1997
Chlorella kessleri 18 30 Morais e Costa, 2007a

Chilorella sp. UK001 15 35 Murakami e Ikenouchi, 1997
Chlorella vulgaris 15 - Yun et al., 1997
Chlorella vulgaris Ar (0,04) 25 Scragg et al., 2002
Chlorella vulgaris Ar (0,04) 25 Scragg et al., 2002

Chlorella sp. 40 42 Sakai et al., 1995
Haematococcus pluvialis 16 — 34 20 Huntley e Redalje, 2007
Scenedesmus obliquus Ar (0,04) - Gomez-Villa et al., 2005
Scenedesmus obliquus 18 30 Morais e Costa, 2007b

FONTE: Adaptado de CHISTI (2007)

Algumas destas espécies podem tolerar altas temperaturas e elevadas
concentragdes de CO2 na corrente de gas. O COz2 fixado através da fotossintese é
convertido para diferentes componentes celulares, incluindo hidrocarbonetos,
lipideos, proteinas, e acidos nucleicos (SPOLAORE et al., 2006).

2.3.2 Oxido de nitrogénio (NOx)

A alternativa mais atraente para limitar os problemas de poluicdo decorrente
de 6xidos de nitrogénio se encontra na redugcédo das emissbes de NOx na fonte
geradora. No entanto, este processo nem sempre é possivel e vantajoso. Por
exemplo, diminuindo a quantidade de ar utilizado nos processos de combustao ocorre
também a reducdo na concentragdo de NOx no gas residual. Contudo, esta manobra
também afeta a eficiéncia da combustdo. Uma vez que a redugédo dos niveis de
emissao de NOx durante a combustdo nem sempre é possivel, tecnologias de

tratamento geralmente precisam ser aplicadas.
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Diante deste cenario, a remocéo biolégica de NOx presente em emissdes
poluentes &€ uma tecnologia emergente que pode ser aplicada para o controle da
poluicdo do ar por fontes estacionarias. O principio de funcionamento consiste
basicamente pela passagem das emissdes poluentes através de um sistema no qual
culturas sdo armazenadas. Sobre condigbes ideais, os poluentes podem ser
convertidos biologicamente em produtos finais como biomassa de alto valor.

Em geral, as espécies de NOx emitidas a partir de processos de combustao
consistem de 95% de NO e 5% de NO2 (WANG et al., 2008).

A absorcao dos NOx, em presenca de oxigénio (O2), em uma solugéo aquosa

se traduz nas seguintes equacdes reacionais (CANTELLI, 2003):

2NO(g) + 02 (g) < 2N0z g (4)
ZNO; (g) © N204 (g (5)
NOGg) +2N0z (g) < N20s (g) (6)
NOgy + NOz (g) + Hy0¢y « 2HNO; (g (7)
N0y (g) + Hy0qy & HNO, gy + HNO; (1 (8)
2NO, (4 + Hy0y < HNO, gy + HNO5 9)
N,03 (5 + Ha0qy © 2HNO, (1 (10)

Grande parte do trioxido de dinitrogénio (N203) e o tetroxido de dinitrogénio
(N204) produzidos sao consumidos em reagdes paralelas, gerando outros compostos.
Os acidos nitroso (HNO2) e nitrico (HNO3) dissociam-se em agua, reduzindo o pH do

meio, originando os ions nitrito (NO3 ) e nitrato (NO3):

HNOz (4qy © NOZ (gqy + H' (ag) (11)

HN03(aq) © N03_(aq) + H+(aq) (12)

Depois do carbono, o nitrogénio é o nutriente mais importante para a produgéo
de microalgas. Considerando que a relagédo C:N da biomassa de microalgas é 6,66
(molar), de um modo geral esta propor¢ao varia entre as espécies de 3 a 17 (GEIDER
e LA ROCHE, 2002). As microalgas sao capazes de utilizar o nitrogénio nas células
de varias formas: NH;, NO3, NO;, NO e N2 (GRAHAM e WILCOX, 2000).
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Em 1997, Nagase et al. verificaram que a presenca de células de microalgas
e de oxigénio aumentavam a biofixacdo de NO em reatores de microalgas. Por outro
lado, na auséncia de oxigénio e luz ndo ocorria a biofixagcdo de NO nas culturas de
microalgas. Os autores concluiram que na presenca da luz, o NO primeiramente era

dissolvido na agua, e na sequéncia oxidado e assimilado pelas células:

NO(g) > NO(qg) (13)
NO(aq) +050, > NO(Z) (14)

Contudo, em 2001, Nagase et al. observaram que apenas uma pequena
fracdo de NO era oxidado no meio antes da sua absorcdo pelas células das
microalgas. Uma vez que o NO € uma molécula apolar pequena, os autores sugeriram
que o NO se difundi através das membranas celulares. Na FIGURA 6 é possivel ver
0 modelo proposto para a captagédo e armazenamento de nitrogénio por microalgas e
cianobactérias, podendo ser observadas as diferentes rotas de utilizagédo de nitrogénio
nas células de microalgas. As linhas pontilhadas indicam caminhos que precisam de

uma investigagcdo mais aprofundada.

FIGURA 6 - MODELO PROPOSTO PARA A CAPTACAO E ARMAZENAMENTO DE NITROGENIO
POR MICROALGAS E CIANOBACTERIAS.

i i MO M
air i

heterocyst * microalga or cyanobacteria

~ flue gas

* only in certain cyancbacteria

FONTE: STUMM e MORGAN (1981); GRAHAM e WILCOX (2000); NAGASE et al. (2001).
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Analisando a figura é possivel observar que apds a absor¢ao pelo sistema de
transporte de membrana (T), a amébnia & convertida diretamente em nitrogénio
organico que é utilizado na produgcédo de aminoacidos. Em contraste, o nitrato tem de
ser reduzido a nitrito e posteriormente para amoénia pela enzima nitrato redutase. O
NO pode se difundir livremente através da membrana da célula para ser assimilado.
O NO também pode ser produzido por microalgas a partir de nitrito. Certas espécies
de cianobactérias podem fixar N2 num heterocisto adjacente.

A tolerancia das microalgas com relagdo a concentragcdo de NOx no meio
depende da densidade de células de microalgas (YOSHIHARA et al., 1996), da
concentragdo de NOx (DOUCHA et al., 2005), do fluxo de gas (LI et al., 2011), do tipo
de reator utilizado (NAGASE et al., 1997) e das espécies cultivadas (RADMANN e
COSTA, 2008).

2.4 FOTOCATALISE

Fotocatalisadores convertem energia luminosa em energia quimica, utilizada
para oxidar ou reduzir determinados materiais. Podem ser usados para diversas
aplicacbes que incluem a producao de materiais e o tratamento de emissdes
ambientais (FUJISHIMA, 1999).

Estudos com fotocatdlise tém sido desenvolvidos desde a descoberta do
fendmeno em 1972, pela reacéo da fotdlise da agua em eletrodos de platina e di6xido
de titdnio (FUJISHIMA e HONDA, 1972), quando se notaram as evolugbes de
hidrogénio e oxigénio em cada um dos respectivos eletrodos ao submeter o sistema
a uma iluminacdo com comprimento de onda de aproximadamente 415 nm. A
formacgédo de hidrogénio e oxigénio provam que ha uma transformacéo da energia
luminosa em energia quimica (OHTA, 2013).

Desde entéo foram realizados muitos estudos com fotocatalise e uma grande
quantidade de informacéo experimental e tebrica a respeito do fendmeno tem sido
desenvolvida, construindo os fundamentos da fotocatalise, variando de superficies
ativadas, producao de cargas e as aplicagbes da técnica (LINSEBIGLER, LU, YATES,
1995).

A poluicéo do ar é reconhecida como causadora de diversos problemas de
saude ao redor do globo, onde os poluentes s&o geralmente separados em duas

categorias principais: materiais particulados e poluentes gasosos (BRUNEKREEF e
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HOLGATE, 2002). Os materiais particulados geralmente podem ser tratados com
meétodos fisicos tradicionais, que ndo requerem mecanismos muito complexos. No
entanto, a fotocatalise tem se provado um método promissor para o tratamento dos
poluentes gasosos, majoritariamente fazendo uso do processo de oxidacao
fotocatalitica (PCO) para remover NOx, SOx, VOC’s e odores (PERAL et al., 1997;
MO, et al, 2009; LASEK et al., 2013; SUN et al, 2016).

2.4.1 Processo de fotocatalise para tratamento de poluentes gasosos

Um dos processos com fotocatalise em maior desenvolvimento para a
purificacdo de emissbes gasosas € a oxidacao fotocatalitica (PCO). Na oxidagéo
fotocatalitica, os poluentes s&o oxidados em substancias mais estaveis e geralmente
soluveis em agua, que podem ser adsorvidas, consumidas por um sistema bioldgico,
ou as vezes até mesmo diretamente recicladas (ex: HNO3s e NO2 na oxidagao de NOx).
As principais vantagens do processo de PCO s&o: custo-beneficio, possibilidade de
uso de energia solar, economia energética, oxidagcdo de poluentes em temperatura e
pressao ambientes, auséncia de reagentes adicionais e recuperagédo de NOx como
HNO3, matéria-prima para diversos processos (ROY e MADRAS, 2015).

Nestes processos, a fotocatalise € mediada pela irradiacédo de luminosidade
de alta energia em materiais semicondutores. Quando o material semicondutor &
atingido pela radiagéo, ocorre a formagao de um par elétron-buraco (e-h*), que ataca
a agua ou o oxigénio adsorvidos na superficie do catalisador, formando radicais
hidroxila e oxigénio ativado, agentes responsaveis pelo ataque oxidativo ao poluente,
formando espécies oxidadas anibnicas (ex: o NO é transformado em NO; e NO3)
(DALTON et al., 2002).

O PCO pode ser aplicado para a oxidagdo de NO em HNOs3 pelas reagbes em
série: NO — HNO2 — NO2 — HNOs, a partir do mecanismo a seguir (LASEK et al.,
2013):

NO + OH — HNO:2

HNO2 + OHads — NO2 + H20
NO2 + OHads — HNOs3

NO + O2ads" — NO3

2NO + Oz,ads” + 3e” —»2NO2
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3NO2 + 20H" — 2NOj3 + NO + H20

2.4.2 Catalisadores utilizados

Os processos de PCO geralmente fazem uso de materiais semicondutores na
forma de 6xidos como fotocatalisadores, por exemplo: trioxido de tungsténio (WOs3),
sulfeto de cadmio (CdS), sulfeto de zinco (ZnS), 6xido de zinco (ZnO) e dioxido de
titdnio (TiO2) (DEVAHASDIN et al., 2003). Os mais utilizados séo o TiO2 e o0 ZnO por
conta de sua alta capacidade fotocatalitica, baixo custo e estabilidade quando em
contato com os outros compostos quimicos do sistema fotocatalitico (WANG, et al,
2007).

Dentre os fotocatalisadores, TiO2 € o mais estudado e usado em diversas
aplicacdes, majoritariamente por conta de seu forte potencial oxidativo, sua super
hidrofilicidade, estabilidade quimica, baixo custo, transparéncia a luz visivel e a ndo
apresentacao de toxicidade (NAKATA et al., 2012).

A estrutura cristalina do didxido de titanio se apresenta principalmente em trés
fases: rutilo, anatase, e brookita. A baixa taxa de recombinacdo dos pares elétron-
buraco da fase de anatase faz com que este seja um catalisador melhor se comparado
com o rutilo (NEGISHI et al.,, 1998). Um experimento feito com TiO2 comercial
apresentou boa performance do catalisador ao oxidar baixas concentragdes (sub-
ppm) de NOx. A pratica consistiu em misturar didxido de titanio fisicamente com carvéao
ativado, onde os autores propuseram que o NO se aproxima da superficie do
catalisador e rapidamente produz HNOs3 e o subproduto NO2, tal que o carvao ativado
captura o subproduto e o retém, fornecendo ao TiO2 tempo suficiente para terminar a
oxidacao, gerando acido nitrico (IBUSUKI et al., 1994).

O mecanismo basico da fotocatalise por didéxido de titanio segue da seguinte
forma: radiagdo UV incide no material e causa a formagao de pares elétron — buraco,
cujas cargas fazem com que reajam com espécies quimicas como agua e oxigénio no
ar para produzir radicais hidroxila (OH) e anions superoéxido (03) respectivamente
(FUJISHIMA et al., 1999).

Na TABELA 4 estdo listados os fotocatalisadores a base de TiO2 mais
apropriados para a aplicacdo de PCO’s a poluentes inorganicos como o NOx
(BOYJOO, et al, 2017).
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TABELA 4 - FOTOCATALISADORES A BASE DE TiO2 PARA A OXIDACAO FOTOCATALITICA DE

POLUENTES INORGANICOS

Fotocatalisador  Poluente Fqnte Reator Condigdo do Performance
luminosa reator
::Jopé ﬁggga:?n UV365 com Reator 1 ppm de NOem  Aproximadamente
nanofibras NOx 1.0 mW/cm? continuo ar com 50% 16% de
poliméricas ' tubular umidade relativa conversado do NO
400 ppm de NO
o]
TiO2 deficiente NO Luz visivela  Reator C°md5g % lati Cerca de 75% de
em oxigénio 35,8 mW/cm? continuo umicade refativa a remocéo de NO
’ um fluxo de 1,2
L/min
Luz visivel Reator 400 ppb de NO a  Maior conversao
Fe/TiO NO (420 - 700 continuo um fluxo de 1,2 de NOx (38%) na
2 * nm) com de leito L/min e 55% amostra contendo
35,8 mW/cm? fixo umidade relativa 0,1% Fe
Nanotubos de NO a 400 mL/min o -
TiO2 dopado NO:2 %J\Z/Q?r)w?\?V/acmz cl:?oer?tti(r)Lo e 55% umidade ZZ ﬁge remogao
com molibdénio ’ relativa X
UVA365 com NO em Nz e ar 0,4% Pt
1.6 mW/cm? Uumido a apresentou cerca
TiO» dopado e,luz visivel Reator aproximadamente de 30% de
con12 Pt P NOx 2420 nm retangular 40 ppm e 70% conversédo do NO
com 0.7 de quartzo umidade relativa em comparagéao a
mW/cr"nz com uma vazéo 5% do P25 em luz
de 200 mL/min visivel
500 ppb de NO 83% de
UV ou luz Reator com 83% conversao do NO
Au/CeO2-TiO2 NO L . umidade relativa e em comparagéo
visivel continuo
uma vazao de 4,0 com 48% com
L/min TiOz2 puro
o
1000 ppm do NO, (002 4o o
TiO2 modificado NO Lampadade Reatorde 1000 ppm de NHs, com 99% de
em tinta Xea300W [eito fixo e O2a 500 letivid °d
mL/min seletividade para
o N2
Taxa de
Filme de TiO deterioracdo do
2 1ppm NOxe 50  NOxde 51% e
suportado em NOx e UV com 3,0 Reator em m CO com 40%  46% para o CO
complexo de co mW/cm? batelada PP dade relati 0 o P do
cobalto imidazol umidade relativa maior que a do
filme de TiO2 sem
modificagdes
Cu/TiO2
Reator 73 ppm NO, 155 o ~
f]:;r)]glttasoosedn; SOz e UV365 com continuo ppm SO2 em 8% Sf, ége ;642?/932
. NO 0,65 mW/m?  de leito 02e5% H0a2 2 °
carbono multi fixo L/min remocéo do NO

lamelares

FONTE: BOYJOO et al., 2017

2.4.3 Métodos de preparo de fotocatalisadores

Os principais métodos de imobilizagado de um catalisador em um suporte séo:

sol-gel, térmico, deposi¢cdo de vapor quimico, camada-por-camada, e deposi¢céo
eletroforética (BOYJOO et al., 2017).
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O método sol-gel € um método simples onde o suporte do catalisador &
mergulhado em uma solugédo coloidal do catalisador, e em seguida submetido a
calcinagdes em alta temperatura (> 450°C). Este método é muito empregado por conta
de seu baixo custo e flexibilidade com varios formatos (SHAN et al., 2010).
Recentemente, um método de suspensdo a baixa temperatura (< 150°C) foi
desenvolvido para poder ser aplicado a diversos substratos, como o aluminio, ago
inox, fibras de vidro e mondlitos de Al203. O método pode ser usado para preparar
particulas estaveis e com camadas fotocataliticas espessas e altamente ativas de
diferentes particulas de catalisador (KETE, et al, 2014).

No método térmico, o catalisador é borrifado diretamente no suporte e
submetido a um tratamento térmico. A performance do catalisador, de qualquer forma,
€ dependente da temperatura de calcinacao, a qual influencia as propriedades fisicas
do semicondutor: fase cristalina, estrutura, area de superficie e capacidade de
adsorcgéao do oxigénio (YU, et al, 2000).

Na deposig¢ao de vapor quimico, o suporte é exposto a uma atmosfera gasosa
do precursor do catalisador a uma alta temperatura, que se decompde na superficie
do suporte (SHAN et al., 2010). Este método foi aplicado para a produgéo de TiO2
dopado com nitrogénio (DUNNIL et al., 2009).

O método de deposicdo camada por camada utiliza solugdes coloidais do
catalisador precursor para se mergulhar ou borrifar algumas vezes sobre o suporte
até que uma camada de espessura desejada é obtida. O catalisador se prende ao
suporte eletrostaticamente. Neste método, a espessura do catalisador pode ser
facilmente controlada e as particulas do mesmo estdo bem dispersas na matriz
porosa, providenciando uma alta area de superficie e desprezando a necessidade de
uma alta temperatura de calcinagdo (SHAN et al., 2010).

A técnica de deposicao eletroforética utiliza o movimento de particulas
carregadas em uma suspensao estavel através da aplicagdo de um campo elétrico.
Este método é ambientalmente compativel, possibilita o controle da espessura do

filme de catalisador e pode ser usado em formas complexas (BOYJOO, et al, 2017).
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3 MATERIAL E METODOS

Este item contempla os materiais e métodos utilizados para verificar a
viabilidade da utilizagao de éxidos de nitrogénio (NOx) como fonte de nitrogénio para
o crescimento de microalgas e a eficiéncia de biofixacdo de NOx pela espécie de
microalga selecionada, associada ou nao a um sistema de fotocatalise.

Primeiramente, um teste preliminar (To) foi realizado para selecionar a espécie
de microalga mais adequada para os testes de eficiéncia de biofixagdo de NOx em
fotobiorreatores (FBR’s) sob diferentes configuracdes (T1,T2, Tz e Ta).

Em paralelo, um sistema associado de fotocatélise e de biofixacdo foi
desenvolvido para a execugéo dos testes em que a mistura gasosa foi submetida a
um pré-tratamento por fotocatalise em um reator de fotocatalise usando diéxido de
titdnio (TiO2) suportado em microesferas de vidro como catalisador.

Apds a definicdo da espécie de microalga, a construgdo do reator de
fotocatalise e o preparo do catalisador, os testes em diferentes configuragdes para

avaliagao da eficiéncia de remocgéao de NOx por microalga foram executados.

3.1 MONTAGEM DO REATOR DE FOTOCATALISE

Um sistema associado de fotocatalise e de biofixacdo de emissdes através do
cultivo de microalgas foi desenvolvido com o intuito de avaliar a eficiéncia de
biofixacdo de 6xidos de nitrogénio fazendo uso de um pré-tratamento catalitico das
emissdes de NOx antes da entrada nos FBR’s. Os leitos contendo catalisador foram
montados dentro de uma caixa de MDF conforme FIGURA 7. Dentro da caixa foram
instaladas seis |admpadas ultravioletas (modelo: Philips TL-K 40W/10R) com
comprimento de onda entre 350 e 400 nm. O didmetro de cada lampada utilizada era
de 39 mm e o comprimento das mesmas era de 603 mm. Entre as lampadas, com a
ajuda de suportes, foram fixados seis tubos de quartzo com 290 mm de comprimento
e didmetros externos e internos, respectivamente, de 21 mm e 18 mm (FIGURA 8),

que serviram como leito para o catalisador utilizado.
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FIGURA 7 - DIMENSOES DA CAIXA QUE COMPORTOU OS LEITOS DE FOTOCATALISE (EM
MILIMETROS).
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FONTE: O autor (2018)

FIGURA 8 - VISTAS FRONTAL E LATERAL DO REATOR DE FOTOCATALISE
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Os leitos foram ligados em série para a passagem da mistura gasosa, como
pode ser visto no detalhe da vista lateral da FIGURA 8. A ligacéo entre um leito e outro
foi feito utilizando tubos de teflon de 6 mm conectando as entradas e saidas dos leitos.

O reator obtido comportou seis leitos de quartzo contendo cerca de 500 g ao
todo de catalisador suportado em microesferas de vidro. A caixa em MDF foi produzida
sob medida e fornecida com tampo e dobradicas que facilitaram o acesso aos
componentes instalados no interior do reator. Na FIGURA 9 estao descritas as etapas

de montagem do reator de fotocatalise.

FIGURA 9 - ETAPAS DE MONTAGEM DO REATOR DE FOTOCATALISE.

A) Confecgao da caixa em
MDF;

B) Montagem dos suportes
e reatores das l|ampadas
ultravioletas;

C) Instalagao das lampadas;
D) Preenchimento dos leitos
de quartzo;

E) Instalacdo dos leitos nos
suportes centrais.

FONTE: O autor (2018)

Para a montagem dos suportes das lampadas e dos leitos foi utilizado tarugos
rosqueados que foram fixados com porca e arruela em furagdes feitas na parte
superior e inferior da caixa em MDF.

Nas ligagbes das lampadas ultravioletas foram utilizados 3 reatores
eletrbnicos 2x40W bivolt e cabeamentos para as ligagdes elétricas. Todo o
cabeamento foi fixado nas paredes da caixa em MDF e o cabo de alimentagéo
repassado para o lado de fora da caixa. As lampadas foram fixadas aos suportes com

a ajuda de abracgadeiras e fita de nylon.
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Os leitos de quartzo foram fechados e vedados com rolha de borracha e fita
“silver tape®. A fixagdo nos suportes também foi realizada com a ajuda de fita de

nylon.

3.1.1 Preparo do catalisador

O catalisador utilizado para os experimentos foi o diéxido de titénio (TiO2) em
sua forma comercial, P25 Degussa, fornecida pela empressa Evonik (Aeroxide® TiO2
P25). Este catalisador consiste de um pé fino branco de carater hidrofilico e com
particulas primarias de diametro médio em torno de 21 nm. Este tamanho de particula
e uma densidade de 4 g/cm?® levam a uma superficie especifica de aproximadamente
50 m?/g.

Este catalisador foi fixado sobre microesferas de vidro de precisdo com 2 mm
de diametro. As esferas foram fornecidas em vidro soda-cal inerte com 80% de
esfericidade.

O preparo do catalisador sobre o suporte seguiu as etapas descritas abaixo.

l. Preparo das solugdes de limpeza da superficie das microesferas: uma solugao
de acido cloridrico (HCI) a 2 mol/L e uma solugcéo de hidroxido de sbddio

(NaOH) a 4 mol/L foram preparadas.

Il. Limpeza quimica do suporte: foram pesados aproximadamente 500 g de
microesferas de vidro que entdo foram submetidas a um banho ultrassénico

com a solugado de HCI, seguido de outro banho com a solu¢cdo de NaOH. A

quantidade das solugbes utilizadas foi o suficiente para submergir as esferas

completamente. O tempo de cada banho foi de 30 minutos.

. Preparo da solucao de catalisador: pesou-se aproximadamente 8 g de diéxido
de titdnio P25 Degussa em p6 e diluido em 300 mL de alcool etilico a 98%. A
solucéo foi deixada em agitagédo magnética por 30 minutos.

V. Deposicéo e secagem do suporte: os suportes foram removidos do banho de
ultrassom e entdo dispostos em uma placa de Petri, onde a solu¢do de
catalisador foi despejada sobre as esferas de forma que toda a superficie das
esferas fossem cobertas. A placa de Petri foi levada para a estufaa 110°C por
60 minutos para a evaporacéo do etanol.

V. Calcinacao do catalisador: as esferas foram transferidas da placa de Petri

para uma capsula de porcelana e entéo calcinadas em um forno mufla a 450°C



51

durante duas horas, sendo que a primeira hora foi utilizada para elevar a
temperatura do forno até os 450°C gradativamente (aproximadamente 7°C
por minuto).

VI. Repeticdes: apds a calcinacao as esferas eram pesadas para que se tivesse
controle da quantidade de catalisador depositado sobre o suporte e 0s passos
lIlla V eram repetidos até que a massa desejada de catalisador fosse

depositada sobre a superficie do suporte.

Esta metodologia de preparo do catalisador proporcionou a imobilizagdo de
10,221 g de TiO2 na superficie das microesferas de vidro. Com essa massa e
considerando a area especifica de 50 m?/g, a area disponivel para as reacdes de
fotocatalise ficou proxima de 511 m?2.

O uso de hidroxido de sddio e do acido cloridrico para a lavagem dos suportes
(microesferas de vidro) proporcionou uma superficie neutra e levemente rugosa que
melhorou o processo de adesao do TiO2. Apesar disso, percebeu-se que houve um
pouco de perda do catalisador aderido entre os processos de transferéncia da capsula
de porcelana para os tubos de quartzo. Estas perdas nao foram contabilizadas, mas
estima-se que, por se tratar de um p6 extremamente fino e de baixa densidade, ndo
houve comprometimento significante da massa final obtida. As etapas seguidas até a
obtencao do produto final podem ser visualizadas na FIGURA 10. As etapas “b” e “c”
mostradas na FIGURA 10 foram repetidas por 5 vezes no periodo de uma semana até

se obter a massa mencionada.
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FIGURA 10 - ETAPAS DE PREPARO DO CATALISADOR SUPORTADO EM MICROESFERAS
a) Lavagm com HCI 2 moI/Le NaOH 4 mol/L

FONTE: O autor (2018)

3.2 CONFIGURACAO E OPERACAO DOS FOTOBIORREATORES (TESTES To,
T4, T2, T3 E T4)

Os sistemas de alimentacao de gases utilizados para os testes preliminares
(To) sao diferentes do sistema usado para os testes principais (T1, T2, T3 e T4) de
avaliagdo da eficiéncia de biofixacdo de 6xidos de nitrogénio. As condigbes de
operacao para os diferentes testes séo descritos a seguir.

Os arranjos experimentais foram configurados da seguinte forma:
= Teste preliminar (To) — selecéo, dentre trés espécies, da microalga mais adequada

para utilizagdo nos testes de andlise da eficiéncia de biofixagdo de Oxidos de
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nitrogénio. Nestes testes, utilizou-se testes controles (fonte comum de nitrogénio —
NaNO3) e testes com injegdes intermitentes de 20 ppm de NO e 5% de COxz;

»Teste controle (T1) — fonte comum de nitrogénio (NaNOs) fornecida através do
preparo do meio de cultivo e concentracdo de 5% de CO:2 fornecido através da
injecéo de gas;

»Teste com injecédo de NO (T2) — analise experimental de fixacéo e eficiéncia de
biofixagdo de 6xidos de nitrogénio pela espécie selecionada numa concentracao de
50 ppm de NO e 5% de COg;

»Teste com fotocatélise (T3) — analise experimental de fixagdo e eficiéncia de
biofixacao de 6xidos de nitrogénio pela espécie selecionada numa concentracao de
50 ppm de NO e 5% de COs2. Neste teste, a corrente contendo a mistura gasosa com
os 50 ppm de NO foi inicialmente injetada no sistema de fotocatalise com o intuito de
converter, por oxidagao, o NO em NO2 para em seguida seguir para os FBR’s;

» Teste com injecdo de NO2 (T4) — andlise experimental de fixacdo e eficiéncia de
biofixagdo de 6xidos de nitrogénio pela espécie selecionada numa concentragao de
50 ppm de NO2 e 5% de CO:a.

A TABELA 5 resume as condi¢des iniciais para cada um dos testes realizados.

Toda injegcdo de gas foi realizada, fazendo-se uso de cilindros comercias com

concentragcdes conhecidas e, a partir destes, através do sistema de diluicdo montado,

obteve-se as concentragdes desejadas para cada um dos testes.

TABELA 5 - CONDICOES INICIAIS PARA OS TESTES REALIZADOS

Teste Meio BBM [;lpcr)r);] [B'Om;iia]'m"" Cg?it'??x1°5;) pHinici
C.vulgaris modificado 20 0,100 147 7,5
To S. subspicatus modificado 20 0,100 199 7,5
H. pluvialis modificado 20 0,050 4,0 7.5
T1 Controle padrao - 0,127 200 6,96
T2 NO modificado 50 0,098 130 6,47
Ts Fotocatalise modificado 50 0,098 140 6,52
T4 NO2 modificado 50 0,114 210 6,97

FONTE: O autor (2018)

3.2.1 Teste preliminar (To) — sele¢do da espécie de microalga

Antes de iniciar o teste preliminar (To), as culturas de Chlorella vulgaris (CV),

Haematococcus pluvialis (HP) e Scenedesmus subspicatus (SS) foram propagadas e
mantidas em meio sintético BBM (Bold's Basal Medium) padrao. Na TABELA 6 esta
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descrita a composicdo do meio sintético BBM padrdo. As condicdes ambientais
utilizadas foram 22°C, fotoperiodo de 24h e 1000 lux de luminosidade. As amostras
de microalgas preservadas podem ser visualizadas na FIGURA 11. Estas cepas foram

adquiridas junto ao banco de cepas da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar).

TABELA 6 - CONCENTRACOES DOS COMPONENTES DO MEIO BBM.

COMPONENTES CONCENTRACOES

(mol.L")
NaNOs 2,94.103
MgS0a4.7H20 3,04.10+
NaCl 4,28.10*
K2HPO4 4,31.10*
KH2PO4 1,29.103
CaCl2.2H20 1,70.10*
ZnS04.7H20 3,07.10°%
MnCl2.4H20 7,28.10°
MoOs 4,93.10¢
CuS04.5H20 6,29.10°
Co(NOs3)2.6H20 1,68.10
H3BOs 1,85.10
EDTA.Naz 1,71.10+
FeS04.7H20 1,79.10%

FONTE: O autor (2018)

FIGURA 11 - PLACAS DE PETRI CONTENDO AS CEPAS DE MICROALGAS: (1) Chlorella vulgaris;
(2) Haematococcus pluvialis; (3) Sc

FONTE: O autor (2018)

Os experimentos com injecédo de gas sintético do teste preliminar (To) foram
realizados em frascos reagentes com injecdo de gas no seu interior utilizando pedras
porosas de aquario de 3 cm posicionadas no fundo de cada frasco. Estes frascos
reagentes sdo construidos em vidro borossilicato, com didametro externo de 136 mm e
uma altura de 265 mm, perfazendo um volume util de 2000 mL. Os frascos utilizados
para os experimentos controle foram frascos Erlenmeyer de vidro borossilicato, com

didmetro externo da base de 165 mm e uma altura de 284 mm, perfazendo um volume



55

util de 2000 mL. Todos os frascos foram selados com tampdes de borracha com duas
portas (uma para entrada da corrente gasosa e outra para saida).

Todas as prateleiras contendo os FBR’s foram montadas com duas lampadas
fluorescentes tubulares (modelo: Ourolux T8 32W) com comprimento de 121,4 cm.

O meio de crescimento para os testes com injegao de gas sintético (ar sintético
+ NO + CO2) foi modificado para assegurar que todo nitrogénio assimilado pelas
células de algas fosse fornecido através do NO da corrente gasosa. Para tanto, os
componentes com nitrato presentes na TABELA 6 ndo foram incluidos na forma
modificada dos meios usados nos FBR’s. Os sistemas de cultivo de injecao de gas e

os controles podem ser visualizados na FIGURA 12.

A O TESTE PRELIMINAR (To).

T

FONTE: O autor (2018)

O sistema de injecao de ar foi realizado através de uma linha de ar comprimido
alimentada por um compressor de pistao, isento de 6leo, com poténcia do motor de 5
Hp, pressédo maxima de operacéo de 120 psi e volume do reservatorio de 250 L. O
NO e o CO2 foram fornecidos através de cilindros comerciais e levados até o
laboratorio através de uma linha de gas. O gas injetado nos cultivos foi composto por
uma mistura do ar comprimido e das duas linhas de gas sintético (NO e CO2) numa
proporcao que gerou as concentragcdes de 20 ppm de NO e 5% de CO2. A
concentragdo dos gases NO e CO:2 nos cilindros eram, respectivamente, de 200 ppm
e 50%. A FIGURA 13 apresenta o esquema montado para a distribuicdo dos gases

nos cultivos de microalgas.
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FIGURA 13 - DIAGRAMA ESQUEMATICO TESTE To.
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FONTE: O autor (2018)

Os testes com injecdo de gas sintético (ar sintético + NO + CO2) foram
realizados em triplicatas para cada espécie de microalga, totalizando um total de nove
experimentos. A temperatura ambiente da sala de cultivo foi mantida em 22°C. O
volume de trabalho dos frascos foi de 1,8 L de meio sintético BBM modificado, com
injecdo continua de 1 L.min-' de ar comprimido e injecéo de gas sintético na vazdo de
0,1 L.min"', com pulsos de 1 minuto de injecdo de gas sintético a cada 19 minutos de
injecdo de ar atmosférico para cada fotobiorreator. Os pulsos de NO e CO2 foram
controlados por valvulas solendides e um temporizador pré-programado com os
tempos de injec&o e intervalos.

Os testes de controle, ou seja, experimentos realizados apenas com a injecéo
de ar atmosférico, também foram realizados em triplicatas para cada espécie de
microalgas, totalizando um total de nove experimentos. As condi¢cdes do experimento
foram as mesmas das realizadas com inje¢do de gas sintético.

Todas as vidrarias, tubos e meios de cultivo utilizados foram previamente
autoclavados a 125°C por 90 minutos antes do inicio dos experimentos

Diariamente foram coletadas amostras dos cultivos para analise da
absorbancia, crescimento celular, comportamento do pH e produgdo de biomassa

Seca.
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a) Analise de absorbancia

Uma amostra liquida foi retirada diariamente de cada fotobiorreator,
homogeneizada e transferida para a cubeta de um espectrofotdbmetro (modelo:
Kasuaki, IL 226) previamente ajustado no comprimento de onda de 670 nm. Uma
curva de calibragcdo foi previamente gerada com concentragdes conhecidas das
microalgas. Todas as leituras foram realizadas em triplicata para posterior obtengéo

da média e dos desvios padroes.

b) Analise de crescimento celular

As contagens de células foram feitas uma vez ao dia utilizando uma camara
de Neubauer. Uma amostra liquida foi retirada de cada fotobiorreator,
homogeneizada, e, com a ajuda de uma pipeta, uma pequena aliquota dessa amostra
era adicionada sob uma laminula previamente colocada sobre a camara de contagem.
Apds as células sedimentarem, focalizava-se a area demarcada da cémara de
contagem e iniciava-se a contagem das células nas quatro areas da camara, seguindo
o esquema da FIGURA 14.

Para se inferir a concentracao celular pelo método da camara de Neubauer,

foi utilizada a Equacgéo (15):

células N
= — 15
(44) - 000 =

onde N é igual as células contadas nos quatro quadrantes da camara.
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FIGURA 14 - DESENHO ESQUEMATICO DA CAMARA DE NEUBAUER.
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FONTE: Adaptado de Protocolo3 (2018)

Caso houvesse necessidade de diluigdo da amostra em funcéo da alta
concentragéo de células, o numero de células contadas era igualmente multiplicado

pelo fator de diluicao utilizado.
c) Analise de pH

Na mesmas amostras retiradas diariamente de cada fotobiorreator para
medida de absorbancia e contagem celular, o pH foi medido fazendo uso de um
pHmetro digital (modelo: Hanna, HI 2221). Trés medidas foram feitas para obter uma
média e o desvio das leituras. Antes do uso, o pHmetro foi calibrado com solug¢des
tampdes 4,0, 7,0 e 10,0.

d) Analise de produc¢do de biomassa seca

Para a determinagédo da biomassa seca (g.L"), diariamente foi coletado um
volume util dos FBR’s para a quantificagéo em triplicata. Foram utilizados microfiltros
de fibra de vidro (Macherey-Nagel GF-1), didmetro de 47 mm para filtragem utilizando
bomba a vacuo. Primeiramente, os microfiltros foram mantidos em estufa a 60 °C por
24h. Em seguida a massa dos microfiltros secos era aferida. Para aferir a massa dos
microfiltros foi utilizada uma balanga analitica com precisdo de 0,1 mg. Trés amostras
de 10 mL dos cultivos foram filtradas separadamente. Os microfiltros com as amostras

eram levados a estufa a temperatura de 60 °C até atingirem massa constante. Apos
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atingirem o peso constante (aproximadamente 24h), os papéis eram cuidadosamente
retirados da estufa e colocados no dessecador. Com auxilio de uma bomba a vacuo,
o ar presente era removido do dessecador, para que os resultados nao fossem
influenciados pela umidade. Ao retirar as amostras do dessecador, as massas dos
microfiltros com a biomassa eram aferidas e a determinagdo da biomassa seca em
g.L"" era determinada de acordo com a Equac&o (16), por meio da diferenca da massa

dos microfiltros antes e depois da filtragem.

ps (9) =224 (16)

em que:

BS = biomassa seca da amostra (g.L");
F1 = massa do microfiltro seco (g);
F2 = massa do microfiltro com biomassa seca (g);

V = volume de cultivo filtrado (L).

Além disso, a produtividade média diaria foi calculada a partir dos valores de
biomassa seca obtidos por gravimetria. Para tanto, utilizou-se a Equacao (17)
(Radmann et al., 2011).

Xe — Xo

P(g.L"td™Y) =
(g-L7.d™") r—

(17)

em que:

P = produtividade média diaria (g.L'.d"");
Xt = concentragédo de biomassa no dia t (g.L");
Xo = concentragdo de biomassa no dia to (g.L™");

t — to = intervalo considerado para obtencéo da produtividade (dias)
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3.2.2 Testes para analise da eficiéncia de biofixacdo de NOx - T1, T2, Ts e T4

Os testes T1, T2, T3 e T4 foram realizados em frascos reagentes com injecao
de gas no seu interior utilizando pedras porosas de aquario de 3 cm no fundo de cada
frasco. Estes frascos reagentes sdo os mesmos utilizados no teste To, perfazendo um
volume util de 2000 mL. Todos os frascos foram selados com tampdes de borracha
com duas portas (uma para entrada da corrente gasosa e outra para saida).

Todas as vidrarias, tubos e meios de cultivo utilizados, assim como no teste
To, foram previamente autoclavados a 125°C por 90 minutos antes do inicio dos
experimentos.

Os frascos reagentes foram acomodados em uma capela com exaustor, para
assegurar o escape dos gases para fora do ambiente de trabalho. A capela foi
adaptada com duas lampadas LED tubulares T8, 18W e 6500 K (branca) com
comprimento de 1,20 m.

Os meios de crescimento para estes testes foram feitos com meio sintético
BBM modificado, ou seja, sem a presenca da fonte de nitrogénio comum (NaNO3),
com excecgdo para o teste T1, em que foi utilizado o meio sintético BBM padrao
conforme descrito na TABELA 6, ou seja, com a fonte de nitrogénio proveniente do
sal nitrato de so6dio (NaNOs). A fonte de nitrogénio para os testes T2 e T3 foi o 6xido
de nitrogénio (NO) e para o teste T4 foi o dioxido de nitrogénio (NO2), fornecidos
através da mistura gasosa.

O sistema de injecédo de gases para o teste T+ (ar sintético + CO2) foi composto
por uma linha de gas alimentada por um cilindro de ar sintético zero 99,999% com
composicéo de 20 £ 5% Vol. O2 + N2 de balanco e uma linha de diéxido de carbono
alimentada por um cilindro de CO2 a 20 * 0,2% Vol. CO2. Cada uma das linhas
estavam ligadas a um controlador de vazdo massico (Brooks Instrument; modelo:
SLA5850S1HCF1C2A1) onde foram ajustadas as vazdes de interesse para se
alcangar uma concentragéo de 5% de CO2. A vazé&o total de mistura a 5% de COz2
produzida foi de 150 mL/min. A corrente contendo esta mistura foi entdo direcionada
para um “manifold” provido de valvulas que ajustaram a vazdo em 50 mL/min para
cada frasco reagente da triplicata. O periodo de teste foi de 15 dias com injecdo da
mistura, na vazado mencionada, 24h por dia e a temperatura foi mantida em 22 °C. A
FIGURA 15 apresenta o esquema montado para a distribuicdo dos gases nos cultivos

de microalgas.
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FIGURA 15 - FLUXOGRAMA DE PROCESSO (TESTE T+1)
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Fonte: O autor (2018)

Para o teste T2 o sistema de inje¢do de gases (ar sintético + NO + COz2) foi
composto pelas mesmas linhas de gases e controladores de vazdo massicos
utilizados no teste T+1, acrescentada de uma linha de gas padréo primario de NO a 400
+ 12 ppm, que era entdo diluida com as outras correntes gasosas para obter uma
concentracdo de 50 ppm. A FIGURA 16 apresenta o esquema montado para a

distribuicdo dos gases nos cultivos de microalgas.
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FIGURA 16 - FLUXOGRAMA DE PROCESSO (TESTE T2)
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Para o teste T3 o sistema de injecdo de gases (ar sintético + NO + COz2) foi
composto pelas mesmas linhas de gases e controladores de vazéo utilizados no teste
T2. Neste teste, parte do fluxo de ar sintético era desviado para um umidificador, para
entdo se juntar ao fluxo de NO que era direcionado para o sistema de fotocatalise
provido do leito catalitico e lAmpadas UV ja descritos, com o intuito de converter por
oxidagdo o NO a NOz. A corrente de saida da fotocatalise e a corrente de CO2 eram
conduzidas ao homogeneizador. A FIGURA 17 apresenta o esquema montado para a

distribuicdo dos gases nos cultivos de microalgas.
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FIGURA 17 - FLUXOGRAMA DE PROCESSO (TESTE Ts)
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Para o teste T4 o sistema de injecdo de gases (ar sintético + NO2 + CO2) foi
composto pelas mesmas linhas de gases e controladores de vazdo utilizados nos
testes T2e T3, com a diferenca que a linha de gas padrao primario era composta por
NO2 a 400 + 12 ppm, que era entao diluida com as outras correntes gasosas para
obter uma concentracdo de 50 ppm. A FIGURA 18 apresenta o esquema montado

para a distribuigdo dos gases nos cultivos de microalgas.



64

FIGURA 18 - FLUXOGRAMA DE PROCESSO (TESTE T4)
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Como mencionado, os experimentos foram realizados em triplicata. A espécie
utilizada para todos os testes foi a microalga C. vulgaris.

Diariamente foram coletadas amostras dos cultivos para analise da
absorbancia, crescimento celular, monitoramento do pH e producdo de biomassa
seca. Além disso, foi retirado diariamente 5 L de amostra de gas na entrada do
“manifold” e na saida de cada um dos fotobiorreatores com a ajuda de bolsas Tedlar®.
Em seguida essas bolsas eram levadas até um analisador de gases para a medida
das concentragbes de CO2, NO e NO2. Adicionalmente, no teste Ts (com uso de
fotocatalise), também foi coletado amostras de gas na saida do reator de fotocatalise,
com o intuito de verificar a conversao de NO em NOz..

Para se chegar aos resultados de conversédo de NO no teste T3, foi utilizada a

Equacao (18).
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NOJons — [NOlss
Conversaoyg (%) = [ ]eYEEVO][ Jsaida x100 (18)
ent

em que:

[NOJent = concentragéo de NO na entrada do reator de fotocatalise (ppm);

[NOJsaida = concentragdo de NO na saida do reator de fotocatalise (ppm);

A mesma logica foi utilizada para os calculos de eficiéncia de biofixagdo de
oxidos de nitrogénio (NOx) nos testes T2, T3 e T4, como pode ser visto na Equacao
(19).

NOylent — [NOylsai
Eficiéncia de Biofixacio de NO,(%) = [ x]e’[“;/ 5 5 xlsataa x100  (19)
xlent

em que:

[NOxlent = concentragao de NOx na entrada dos FBR'’s (ppm);
[NOx]saida = concentragéo de NOx na saida dos FBR’s (ppm);

As medidas de concentragao dos gases foram realizadas com o analisador de
gases modelo TESTO 350 do fabricante TESTO, que mede di6xido de carbono
através de infravermelho e NOx pelo principio de células eletroquimicas. O analisador
foi programado para 5 minutos de leitura, com succao de 1 L/min. Os 2 primeiros
minutos foram usados para estabilizacdo da leitura, enquanto as ultimas 3 leituras
foram usadas para tirar uma média da concentracdo. O analisador também foi
verificado periodicamente, utilizando gases de calibragcao para garantir a preciséo dos
dados coletados.

As analises da absorbancia, crescimento celular e comportamento do pH
foram feitas conforme procedimentos ja descritos no subitem referente ao teste
preliminar (To), com exceg¢ao do modelo do espectrofotdbmetro utilizado, que nestes
testes foi o0 modelo SpectraMax® M2 Molecular Devices. A analise de biomassa seca
também foi feita conforme o mesmo procedimento utilizado no teste preliminar (To),

porém, a cada 2 dias.
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3.3 ANALISE ESTATISTICA

As condi¢bes experimentais avaliadas foram executadas em triplicata, de forma
que, dos resultados obtidos, pudessem ser retirados valores médios e desvios
padrdaos. Com isso foi possivel verificar as diferencas estatisticas entre os grupos
experimentais através de uma analise de variancia e comparagdes multiplas de postos
para todos os grupos pelo modelo de Kruskal-Wallis ANOVA. Ainda, nos testes
preliminares (To), foi usado o Teste-t para grupos independentes para verificar a
diferenga entre os grupos controle e os testes com inje¢cao para a mesma espécie. Os
testes de igualdade de variancia que validaram o uso do Teste-t foram feitos pelo teste
de Levene. Para o ajuste destes modelos foi utilizado o software TIBCO Statistica®
versao 13.3.

Todos os testes foram realizados considerando-se um nivel de significancia de
95%. Nos testes em que p > 0,05, considerou-se ndo haver diferenga significativa
entre as médias das amostras. Do contrario, quando p < 0,05, havia diferenca

significativa entre as médias.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este item contempla os resultados obtidos nos testes realizados para avaliar
a viabilidade da utilizagdo de emissdes de NOx como fonte de nitrogénio para o
crescimento de microalgas e a eficiéncia de biofixagdo de NOx pela espécie

selecionada, associada ou ndo a um sistema de fotocatalise.
41 TESTE To- SELE(;AO DA ESPECIE DE MICROALGA

Com o objetivo de determinar a espécie de microalga que melhor se adaptava
a presenca de NO, as espécies Chlorella vulgaris, Scenedesmus subspicatus e
Haematococcus pluvialis foram avaliadas em relagdo a absorbancia, crescimento

celular, pH do meio e producgéo de biomassa seca.

4.1.1 Absorbancia e Crescimento Celular

As medidas de concentragéo de células por absorbancia (DOs7onm), indicando
de forma indireta o crescimento das trés espécies quando expostas as concentra¢des
de 20 ppm de NO e 5% de CO2, demonstraram que as espécies C. vulgaris e S.
subspicatus apresentaram as maiores concentragcdes de células (FIGURA 19A,
FIGURA 19B, FIGURA 19C e FIGURA 19D).
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FIGURA 19 — ANALISE DE ABSORBANCIA (670 NM): (A) C. vulgaris; (B) H. pluvialis; (C) S.
subspicatus; E (D) COMPARATIVO ENTRE AS TRES ESPECIES (TESTE To).
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O mesmo foi observado quando se analisou diretamente o numero de células

por contagem (n° de células.mL') (FIGURA 20A, FIGURA 20B, FIGURA 20C e

FIGURA 20D). Os testes estatisticos de comparacdes multiplas entre espécies,

indicaram significativa diferenga (p < 0,05) para os crescimentos das espécies C.

vulgaris e S. subspicatus quando comparado ao crescimento da espécie H. pluvialis,

sugerindo melhor adaptacao das espécies C. vulgaris e S. subspicatus as condi¢des

do teste. Comparando-se C. vulgaris com S. subspicatus o teste ndo indicou nenhuma

diferenca significativa (p > 0,05), apontando n&o haver diferenca na escolha entre

essas duas espécies no que diz respeito ao crescimento celular.
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FIGURA 20 - CRESCIMENTO CELULAR: (A) C. vulgaris; (B) H. pluvialis; (C) S. subspicatus; E (D)
COMPARATIVO ENTRE AS TRES ESPECIES (TESTE To).
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Os testes estatisticos realizados com o intuito de verificar diferengas entre os
cultivos controle e os cultivos com injecdo de gases para uma mesma espeécie,
indicaram haver diferenca significativa (p < 0,05) para as espécies S. supspicatus e
H. pluvialis (FIGURA 20B e FIGURA 20C). Para estas espécies o crescimento celular
foi maior nos testes com injecdo de gases do que no controle. Para a espécie C.
vulgaris, mesmo havendo um maior crescimento no teste com injecdo de gases
(FIGURA 20A), o teste estatistico ndo indicou uma diferenga significativa com o
controle (p > 0,05). Isso corrobora com a hipétese de que as espécies estudadas sao
capazes de se desenvolver quando cultivadas na presenca de CO2 e NO como fontes
de carbono e nitrogénio.

Chekanov et al. (2017) afirmam que a concentragdo moderada de CO2 (5%)
beneficia o cultivo de H. pluvialis favorecendo o acumulo de carbono e a produgéo de
biomassa, porém, fornecimento de CO2 a concentragbes maiores do que 10% sé&o
prejudiciais e acabam por diminuir o seu crescimento. Tal fato respalda os resultados
obtidos ao verificarmos que o crescimento com a injecado de gases foi maior quando
comparado ao controle. Isso ainda € confirmado por Cheng et al. (2016) que

demonstraram a toleréncia de H. pluvialis quando exposta a uma concentragdo de
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15% de COg, relatando que esta concentragao propiciou um aumento do rendimento
do cultivo quando comparado com a inje¢cao de ar. Segundo estes autores, essa
resposta esta relacionada com o aumento da atividade fotossintética e a competicéo
por COz2.

4.1.2 pH do meio

Com relacao a variagao do pH dos meios de cultivo, verifica-se que o tempo
de injecao proposto nesta etapa (1 minuto de inje¢do de gas simulado - ar sintético +
NO + CO:z2 - a cada 19 minutos de injecao de ar) e a faixa de pH em que se trabalhou,
nao prejudicaram o crescimento das microalgas. O pH dos cultivos foram analisados
diariamente, e em todos os tratamentos com injecao de gas, o pH se manteve na faixa
entre 7,1 e 10,0 durante os 15 dias de cultivo (FIGURA 21). Na TABELA 7 é possivel
ver os valores médios de pH para os diferentes cultivos. Os modelos estatisticos
empregados, comparando os testes controle com testes fazendo uso de injecéo de
gases, ndo mostraram diferenca significativa nos valores de pH (p > 0,05). O mesmo
aconteceu quando foram feitas comparagdes multiplas entre as espécies. Isso indica
que o arranjo de inje¢cdes proposto para os testes, ndo afetou de forma significativa o

pH do sistema.

FIGURA 21 - VARIACAO DO pH NOS CULTIVOS (TESTE To).
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FONTE: O autor (2018)
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TABELA 7 — VALORES MEDIOS DE pH PARA OS FOTOBIORREATORES DE C. vulgaris, H.
pluvialis E S. subspicatus DURANTE OS 15 DIAS DE CULTIVO (TESTE To).
CULTIVOS C. vulgaris H. pluvialis S. Subspicatus
Controle ar 9,4+0,3 8,6+0,2 9,3+0,4

Tratamentos com 8.8+0.1 83+02 87 +0,1
injecao de gas
FONTE: O autor (2018)

Ao avaliar a tolerancia de Spirulina sp., Scenedesmus obliquos, S. nidulans e
Chlorella vulgaris a exposi¢cao de 12% de CO2, 60 ppm de SO2 e 100 ppm de NOx,
Radmann et al. (2011) relataram um intervalo de pH entre 6,0 e 10,0. Os autores
concluem que a maior producéo de biomassa foi relacionada a uma faixa de pH entre
8,0 e 9,0, o que respalda os resultados aqui obtidos.

Ainda, os autores afirmam que a inje¢cdo de gases como CO2 e NOx no meio
de cultivo altera o pH, interferindo no desenvolvimento das microalgas por diminuir a
biodisponibilidade de alguns nutrientes como o fésforo e o carbono inorganico. Porém,
os dados obtidos para C. vulgaris, H. pluvialis e S. subspicatus indicaram que a injecéo
de gases, nos intervalos de tempo em que se desenvolveram os testes, nao
interferiram nos valores de pH de forma a impossibilitar o crescimento das microalgas.
Isto indica a possibilidade de realizar novos experimentos aumentando a

concentragcdo dos gases, assim como o tempo de injecdo das emissdes nos cultivos.

4.1.3 Biomassa seca

Ao analisar a produtividade de biomassa entre o primeiro dia de cultivo e o
ultimo dia, verificou-se que cada espécie apresentou um comportamento ligeiramente
diferente (FIGURA 22A, FIGURA 22B, FIGURA 22C e FIGURA 22D). Entretanto, os
testes estatisticos ndo indicam diferenca significativa entre os testes controle e os
testes com injecdo de gases para uma mesma espécie (p > 0,05). O mesmo

aconteceu quando a comparacao foi feita entre as diferentes espécies.
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FIGURA 22 — PRODUGAO DE BIOMASSA SECA: (A) C. vulgaris; (B) H. pluvialis; (C) S. subspicatus;
E (D) COMPARATIVO ENTRE AS TRES ESPECIES (TESTE To).
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Apesar disso, percentualmente, ao final dos 15 dias, os fotobiorreatores com

injegdo de gases na C. vulgaris produziram 37% a mais que o controle com injegc&o

de ar.

respectivamente, 35% e 22% a

H. pluvialis e S. subspicatus produziram, em

mais.

relacdo ao

controle,

Ao analisar as produtividades médias diarias, a C. vulgaris e a S. subspicatus

apresentaram os mesmos valores (0,07 g.L-'.d""), enquanto a H. pluvialis apresentou

um valor de 0,05 g.L-".d"' (TABELA 8). Li et al. (2017) quando avaliaram o crescimento

de H. pluvialis sob uma exposi¢cdo de 15% de COg2, obtiveram uma produtividade

maxima de 0,66 g.L"".d"!, indicando que a concentragdo de 5% de CO: utilizada pode

ser aumentada para melhorar a assimilagdo de carbono.

TABELA 8 — PRODUTIVIDADE DE BIOMASSA POR C. vulgaris, H. pluvialis E S. subspicatus
ENTRE O PRIMEIRO E O ULTIMO DIA DE EXPERIMENTO (TESTE To).

CULTIVOS C. vulgaris H. pluvialis S. subspicatus (g.L'.d")
(g.L".d") (g.L".d")
Controle ar 0,04 0,03 0,05
Tratamentos com injecao 0,07 0,05 0,07

de gas

FONTE: O autor (2018)
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De acordo com Vaz et al. (2016) a exposicdo das microalgas a gases
contendo moléculas como 6xidos de nitrogénio (NOx) podem inibir o crescimento
microalgal. Contudo, na metodologia trabalhada, constatou-se que as microalgas
avaliadas nédo foram totalmente inibidas por essa exposigcdo. Pelo contrario, as
mesmas apresentaram crescimentos maiores nos tratamentos com a injecdo de gases
simulados do que nos tratamentos controle, apenas com injegédo de ar.

Pelo exposto, as espécies Chlorella vulgaris e Scenedesmus subspicatus
foram as que apresentaram a melhor adaptagdo em termos de crescimento celular e
producéo de biomassa seca. Portanto, a espécie H. pluvialis foi descartada para o uso
nos testes seguintes. E ndo havendo diferenga significativa entre as duas outras
espécies testadas, a C. vulgaris foi a espécie selecionada para as analises seguintes
de fixagdo e eficiéncia de biofixagdo de NOx fazendo o uso associado do pré-

tratamento fotocatalitico.
4.2 TESTES T4, T2, T3 E T4 — ANALISE DA EFICIENCIA DE BIOFIXAQAO DE NOx

A TABELA 9 resume a eficiéncia de biofixagdo de NOx para os testes T2, Ts e
T4, que foram os testes que se utilizaram do NOx proveniente de uma corrente gasosa
como fonte de nitrogénio. Os resultados representam o acumulado para os 15 dias de
testes e sao apresentados em termos de NOx. Mais detalhes sobre os resultados s&o

apresentados nas se¢des subsequentes.

TABELA 9 —- CONCENTRACOES MEDIAS DE NOx NA ENTRADA E SAIDA DOS FBR'S

TESTE [NOx]entrada [NOx]saida Média de Abatimento
(ppm) (ppm) (%)
T2 58,3+0,9 50,3+1,7 13,8
T3 46,7 £ 0,9 15,0+ 2,2 68,0
T4 61,9+04 16,8 + 3,3 72,8

FONTE: O autor (2018)

4.2.1 Teste controle (T1)

Os FBR'’s do teste T1 foram alimentados com uma corrente gasosa livre da
presenca de NOx. A fonte de nitrogénio utilizada foi o NaNOs dissolvido no meio de
cultivo. A corrente gasosa era composta apenas por ar sintético e CO2 na
concentracdo de 5%. Algumas dificuldades com o controle das perdas de carga no

percurso da corrente gasosa alteraram os ajustes de vazao realizados para cada um
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dos FBR’s. Contudo, logo que verificado estes desvios, as valvulas eram reajustadas
afim de fornecer a mesma vazéao para toda a triplicata.

A FIGURA 23 mostra a curva de crescimento celular para a alga nos FBR’s do
teste T1 (controle) durante os 15 dias. A quantidade média inicial de células na
triplicata foi de 200.10* células.mL™". A maxima densidade de células para o teste foi
de 734.10* células.mL, alcangada no 14° dia. A curva de crescimento apresentou
claramente, nos primeiros 3 dias de teste, uma fase de indugdo (fase lag),
caracterizada por um nivel baixo na taxa de crescimento e justificada pela
necessidade de adaptacéo fisiolégica das células ao meio de cultivo que apresenta
mudancas nas condigbes de nutrientes. Verificou-se, também, entre 0 4° e 0 10° dia,
uma fase exponencial em que a taxa de crescimento se tornou maior e constante,
motivado pela concentragao ideal de nutrientes presentes no meio de cultivo. Por fim,
entre o 11° e o 15° dia, observou-se uma fase estacionaria, caracterizada pela

estabilidade no crescimento celular.

FIGURA 23 - CURVA DE CRESCIMENTO - TESTE T1 (CONTROLE)
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FONTE: O autor (2018)

A anadlise de biomassa seca evidencia um aumento gradativo durante todo o
periodo de teste, como pode ser visto na FIGURA 24. A concentragédo inicial média na
triplicata foi de 0,127 g.L"", alcangando um valor maximo no 15° dia de 0,887 g.L™".
Quando analisada a produtividade média diaria incluindo todos os dias de teste, o

valor encontrado foi de 0,05 g.L-1.d"".
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FIGURA 24 - ANALISE DE BIOMASSA SECA - TESTE T1 (CONTROLE)
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FONTE: O autor (2018)

Na TABELA 10 estdo os valores encontrados para produtividade média a cada
2 dias. Observando-se estes dados, percebe-se um aumento da produtividade entre
os dias 9 e 15. Este periodo coincide com a fase de diminui¢ao da taxa de crescimento
celular, que resulta da escassez de nutrientes disponiveis. Nestes periodos nos quais
as algas ja se encontram sob certas condi¢cbes de “stress”, segundo HOEK et al.
(1995), elas podem armazenar uma maior quantidade de lipideos e carboidratos, que

em partes pode explicar esse aumento na produtividade média.

TABELA 10 - PRODUTIVIDADE MEDIA A CADA 2 DIAS - TESTE Ty

Dia Produtividade Média (g.L-'.d"")
1°ao 3° 0,04
3°ao 5° 0,04
5%ao 7° 0,05
7°ao 9° 0,04
9°ao 11° 0,06
11°ao0 13° 0,07
13° ao 15° 0,08

FONTE: O autor (2018)

A analise de absorbancia evidenciou a redug&o da transmissé&o de luz no meio
causada pela presenga das células de algas. Os resultados obtidos (FIGURA 25),
mostram uma curva com perfil similar a curva obtida para analise do crescimento
celular, mostrando que nestas condicdbes de teste os dados podem ser

correlacionados afim de se obter um monitoramento do crescimento.
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FIGURA 25 - ANALISE DE ABSORBANCIA - TESTE T+ (CONTROLE)
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FONTE: O autor (2018)

No que diz respeito a variacdo do pH nos meios de cultivo (FIGURA 26),
verificou-se que a injecao continua de CO:2 alterou o valor de pH comumente
encontrado em tratamentos com injecdo intermitente ou com uso de apenas ar
sintético. Nos testes preliminares, por exemplo, em que se trabalhou com injecbes
intermitentes, o pH médio durante o periodo de teste com a espécie C. vulgaris foi de
8,8 £ 0,1. Para o teste T1, o valor médio de pH obtido foi de 6,74 + 0,05. Esta
diminuicao ja era esperada visto que, segundo BARSANTI e GUALTIERI (2006), a
injecdo continua de CO2 na presenga de H20, proporciona a formag¢do de acido
carbénico (H2COs3) e, consequentemente, maior disponibilizagdo de ions H*, causando
uma tendéncia de acidificacdo do meio. Neste ponto, fazendo-se um paralelo com os
resultados obtidos nos testes preliminares para a espécie C. vulgaris, 0s menores
valores de pH parecem, de fato, ter favorecido a obtencao de menores valores de
densidade celular. No teste To, no qual nao se trabalhou com injegc&o continua de COz,
o maior valor encontrado se aproximou das 3000.10% células.mL-!, enquanto no teste

T1 se chegou a um valor na ordem de 700.10% células.mL™".
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FIGURA 26 - VARIACAO DO pH - TESTE T1 (CONTROLE)
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4.2.2 Testes da analise de biofixagdo de NOx (T2, Ts e Ta)

Na TABELA 11 estdo os dados obtidos para a biofixacado de NOx com os FBR’s

dos testes T2, T3 e T4 durante os 15 dias de experimento.
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Nos testes T2 e Tz os FBR’s foram alimentados com uma corrente gasosa
composta por NO, CO:2 e ar sintético, com a diferengca que no teste T3 a corrente
gasosa era antes alimentada ao reator de fotocatalise com o objetivo de oxidar o NO
a NO:2 antes da alimentacéo dos FBR’s. A porcentagem de conversao conseguida
neste teste € mostrado na TABELA 12. Os 4 primeiros dias de teste nao
proporcionaram nenhuma conversdo de NO em NO2. Mesmo tendo leituras na entrada
do reator de fotocatalise que comprovam a carga de NO sendo alimentada ao sistema
fotocatalitico, nenhuma concentragédo de NO ou NO:2 foi observada na saida do reator.
As explicagbes possiveis sao a formagéo de outras espécies de nitrogénio diferentes
do NOz2 que n&o puderam ser identificadas pelo analisador ou, entdo, mesmo havendo
a formacéo de NO2, este permaneceu aderido a superficie catalitica e comecgou a ser
liberado ap6s sua saturacdo. Para transpor este problema e para proceder com
comparagdes mais realistas, realizou-se o teste T4, com injecao direta de NO2 em
outra triplicata de FBR'’s. Neste teste foi possivel manter uma alimentag¢ao constante

e controlada de NO2 durante todo o periodo de teste.

TABELA 12 - CONVERSAO DE NO NA ETAPA DE FOTOCATALISE
Dia [NO]entrada fotocatalise [NO]saida fotocatalise ([NO]entrada - [NO]saida)/[NO]entrada
0,

(ppm) (ppm) (%)
1 39+0 0 0
2 51+0 0 0
3 51+0 0 0
4 52 + 1 0 0
5 49 + 1 10 + 1 80
6 52+ 1 10 + 1 81
7 52+ 1 11+ 1 78
8 53 + 1 12 +1 77
9 52 + 1 15 + 1 72
10 48 + 1 15 + 1 70
11 52+ 1 17 £ 1 68
12 52+ 1 15 + 1 72
13 52+0 12+0 77
14 49 + 1 14 + 1 72
15 52+ 1 15 + 1 72

FONTE: O autor (2018)

Devido as dificuldades com as perdas de carga do sistema, as concentragdes
alvo para entrada dos FBR’s de 50 ppm de NO (teste T2), 50 ppm de NOz2 (teste T4) e
5% de COg2, tiveram variagdes ao longo do experimento. As concentragbes reais
obtidas na corrente de entrada e de saida dos FBR’s de todos os testes sdo também
mostradas na TABELA 11. Nos testes Tz e T4 as concentragbes que aparecem em

termos de [NOxent € [NOx]saida S0 predominantemente NO2, enquanto no teste T2



80

prevalece o NO. Como o estudo focou na eficacia da biofixagao total de NOx (NO +
NO2), e ndo qualquer componente particular do NOx, apenas a porcentagem de
biofixagdo do NOx total foi considerada na analise. A maior eficacia da biofixagdo se
deu para os testes Tz e T4, 68,0% e 72,8%, respectivamente. Comparando com o teste
em que se fez uso de uma mistura contendo apenas NO (teste T2), o abatimento de
NOx foi aproximadamente 5 vezes maior. Os modelos estatisticos de comparacdes
multiplas entre os diferentes tratamentos, indicaram diferencas significativas (p < 0,05)
entre os tratamentos T2 x T3 e T2 x T4. Execuntado-se o mesmo modelo para comparar
T3 x T4, ndo foi observado diferenga significativa (p > 0,05). Estes resultados sugerem
uma melhor efetividade dos tratamentos T3 e T4 no que diz respeito a biofixacao de
oxidos de nitrogénio. Eynde et al. (2016) ao investigarem os efeitos benéficos do uso
de um pré-tratamento fotocatalitico, cultivando a espécie marinha Thalassiosira
weissflogii em fotobiorreatores de placas e com injegdo de uma corrente gasosa de
1% de CO2 e 50 ppm de NO, obtiveram uma remocéao de 84% do NOx presente na
corrente gasosa. Este resultado corrobora com os resultados obtidos neste estudo,
indicando que uma melhora na configuracao dos FBR’s utilizados pode melhorar ainda
mais as taxas de remogao de éxidos nitrogénio do efluente gasoso.

A FIGURA 27 mostra de forma mais clara a média de abatimento conseguido
ao longo dos 15 dias de teste para cada um dos experimentos realizados. As
remocgodes de NOx pelos testes Ts e T4, ou seja, com a presenca de NO2 nos FBR’s,
se mostraram evidentemente mais efetivas quando comparadas com o teste T2, em
que havia a presenga de apenas NO. Segundo Dora et al. (2009), o NO2 é 6 mil vezes
mais soluvel em meio aquoso do que o NO e assim aumenta a absorgdo de NOx no
meio de cultivo, fazendo com que as microalgas utilizem essa fonte de nitrogénio com
mais efetividade. Os resultados obtidos fortalecem o que foi colocado pelo autor, pois
0 uso combinado do sistema de cultivo de algas com o pré-tratamento fotocatalitico,
fazendo uso de luz UV e TiO2 como catalisador para transformar o NO em NOz,
proporcionou um efeito positivo na melhora da biodisponibilidade do nitrogénio nos
FBR’s.
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FIGURA 27 - BIOFIXACAO DE OXIDOS DE NITROGENIO ACUMULADO AO LONGO DOS 15 DIAS
PARA OS TESTES T2, Ts E T4
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FONTE: O autor (2018)

Ao observar os dados de biofixagao diarios (FIGURA 28) e focando a atencéo
para os abatimentos conseguidos a partir do 4° dia de experimento para os testes T3
e Ta, é possivel perceber uma aproximacado maior ainda entre estes tratamentos.
Fazendo-se o mesmo calculo a partir deste dia, os valores percentuais médios para
ambos os testes ficam em 68% de eficiéncia de biofixa¢do. Isso indica que, mesmo
nao havendo 100% de conversédo pelo processo de fotocatalise no teste T3, a

eficiéncia de biofixagao parece néo ter sido afetada.
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FIGURA 28 - BIOFIXACAO DE OXIDOS DE NITROGENIO DIARIO PARA OS 15 DIAS DOS TESTES
T2, T3E T4
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FONTE: O autor (2018)

Ao confrontar as curvas de crescimento celular dos testes T2, Tz e T4 com a
curva do crescimento do teste T1 (tratamento controle), verificou-se uma perceptivel
diferenca (FIGURA 29). O uso de injecao continua de gases provocou diminuicdes
significativas do crescimento nos trés tratamentos que fizeram uso do NOx como fonte
de nitrogénio (p < 0,05). Os testes T2 (tratamento com NO) e T3 (tratamento com
fotocatalise) nao demonstraram nenhuma tendéncia de aumento em relacédo a
quantidade inicial de células presente nos FBR’s. O teste T4 (tratamento com NOz2)
exibiu um ligeiro aumento em relagdo a condigdo inicial, alcangando 412.10*
células.mL" no 10° dia de experimento. Este comportamento ja era o esperado dada
a mudanga nas condi¢cbes ideais de disponibilidade de nutrientes, no caso o
nitrogénio. O nitrogénio é um nutriente limitante para o desenvolvimento das
microalgas. Segundo OHSE et al. (2007), apesar do carbono ser considerado o
macronutriente mais importante, o nitrogénio desempenha papel fundamental na
indugdo do crescimento. Ainda, segundo Deng et al. (2011), a deficiéncia deste
nutriente no meio é especialmente eficiente para estimular a producao de lipideos nas
células, porém, estas mesmas condicbes de “stress” também corroboram

drasticamente na redug¢ao do crescimento celular.



FIGURA 29 - CRESCIMENTO CELULAR PARA OS TESTES T+, T2, T3 E Ta.
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Em relag&o a analise de biomassa seca, assim como no teste T+1, os testes Tz,

T3 e T4, mostraram um aumento gradativo durante todo o periodo de teste, como pode

ser visto na FIGURA 30. Porém, de maneira oposta ao que foi observado para o

crescimento celular, o uso de injecdo continua do gas simulado n&o provocou

reducdes significativas na producéo de biomassa (p > 0,05). As concentragdes iniciais

médias para os testes T2 e T3 foram de 0,098 g.L-! e para o teste T4 foi de 0,114 g.L-

. Os melhores valores alcangados, excluindo-se o teste controle (T+1), foram obtidos

nos testes em que o NO:2 estava presente, ou seja, nos testes Tz e T4. Para estes

testes, o valor obtido ao final dos 15 dias foi de 0,781 g.L™". No teste T2, onde se fez

uso apenas de NO como fonte de nitrogénio, o valor maximo alcancado foi de 0,658

g.L".
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FIGURA 30 - ANALISE DE BIOMASSA SECA - TESTES T1, T2, TsE T4
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Uma pequena diferenga também foi notada em termos de produtividade média
diaria. Calculando-se a média para todos os dias de testes, o valor encontrado em T3
e T4 coincide com o valor encontrado no teste controle (T+), de 0,05 g.L-'.d"", enquanto
no teste T2 o valor médio foi de 0,04 g.L-'.d'. Na TABELA 13 estdo os valores

encontrados para produtividade média a cada 2 dias.

TABELA 13 - PRODUTIVIDADE MEDIA A CADA 2 DIAS - TESTE T+, T2, TsE T4

Produtividade Média (g.L-'.d"")
Dia T4 T T3 Ta
1° ao 3° 0,04 0,06 0,08 0,04
3%ao0 5° 0,04 0,06 0,04 0,06
5°ao 7° 0,05 0,03 0,04 0,01
7°ao 9° 0,04 0,03 0,03 0,09
9°ao 11° 0,06 0,03 0,08 0,03
11° a0 13° 0,07 0,03 0,05 0,06
13° a0 15° 0,08 0,04 0,04 0,05

FONTE: O autor (2018)

Ao contrario do encontrado no teste controle (T1), a maior produtividade
ocorreu na primeira metade dos testes. Nos testes T2, T3 e T4, as microalgas ja se
encontravam sob situagao de “stress” desde o primeiro dia de testes, enquanto no
teste controle (T1) esta mesma condi¢céo s6 € notada a partir do 9° dia de teste. Nestes
periodos, apesar da retragdo no aumento do numero de células novas, as células ja

presentes passam a armazenar uma maior quantidade de lipideos e carboidratos,
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explicando o aumento na produtividade. Neste ponto, torna-se importante um niumero
maior de estudos sobre a composicao lipidica das células que crescem sobre tais
condigdes. Pesquisas e trabalhos de prospeccédo e caracterizacédo, de diferentes
espécies de microalgas que sejam cultivadas sob condigbes de “stress”, podem
propiciar o entendimento de quais s&o as melhores condigbes de cultivo de
determinada espécie em fungdo do produto que se pretende obter da biomassa
produzida. Dependendo da forma de lipideos formados, por exemplo, pode ocorrer o
favorecimento da utilizacdo para a producédo de biodiesel. Estudos de White et al.
(2011) ja mostram que muitas microalgas aumentam sensivelmente sua produgéo de
lipideos quando submetidas a condigbes n&do favoraveis, como baixa
biodisponibilidade de nitrogénio. O mesmo autor ainda afirma que o acumulo de
lipideos acontece principalmente sob a forma de lipideos neutros, sendo estes mais
adequados para a produc&o de biocombustiveis.

Os resultados obtidos pela analise de absorbancia para os testes T1, T2, Tz e
T4 (FIGURA 31) evidenciam a mesma tendéncia dos resultados encontrados para o
crescimento celular, ou seja, houve diferenca significativa entre os resultados
encontrados para o controle e o tratamentos com o uso de NOx como fonte de

nitrogénio (p < 0,05).

FIGURA 31 - ANALISE DE ABSORBANCIA (670 nm) - TESTES T4, T2, T3E T4
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Nestes testes foi possivel perceber que a coloragéo encontrada nos testes To,
Ts e T4 diferiram consideravelmente em relagéo ao teste controle (T1). Na FIGURA 32
€ possivel observar a diferenga entre o controle (T1) e o teste T4, por exemplo. Para
inferir algo a respeito do crescimento das algas, utilizando-se dos resultados de
absorbancia obtidos, seria necessario montar uma curva de calibragdo para cada
condigao trabalhada. Portanto, apesar da correlagcdo parecer notavel, sugere-se que
os dados obtidos a partir da metodologia de contagem de células prevaleca para

efeitos de comparacéo.

FIGURA 32 - TESTES T4 MAIS ESCURO) COM 10 DIAS DE EXPERIMENTO

FONTE: O autor (2018)

Em relagdo a variagdo do pH nos meios de cultivo, assim como no teste
controle (T+1), os testes T2, T3 e T4 apresentaram redugéo no valor médio de pH, que
se manteve constante ao longo do experimento. Na FIGURA 33 é possivel observar
um desvio de comportamento no 9° dia para os testes com injecdo de NO e com o uso
de fotocatalise (T2 e T3, respectivamente). Tal comportamento ocorreu devido a um
problema na inje¢éo de COz2 neste dia. Como o CO2 nado estava sendo alimentado aos
FBR’s, naturalmente o pH esbog¢ou uma tendéncia de aumento. Assim que percebido,

o problema foi corrigido.
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FIGURA 33 - VARIACAO DO PH — TESTES T4, T2, T3 E T4
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Os valores médios encontrados para o pH podem ser vistos na TABELA 14.

TABELA 14 — VALORES MEDIOS DE pH PARA OS TESTES T1, T2, Ts E T4
TESTES T4 T T T4
pH médio | 6,74 £ 0,05 6,32+ 0,06 6,31%0,05 6,47 £ 0,04
FONTE: O autor (2018)

Ao comparar os valores dos testes que fizeram uso da fonte de nitrogénio
gasosa (T2, Tz e T4), com o valor do teste controle (T1), percebe-se uma ligeira queda.
Esta redugédo se mostrou significativa a partir dos testes estatisticos realizados (p <
0,05). Isso se explica, visto que além da inje¢do continua de CO2 na presenca de H20,
havia também a presenca de NO e NO2 que proporcionam a formacgé&o de acido nitroso
(HNO2) e acido nitrico (HNOs) e, consequentemente, maior disponibilizacdo de ions
H*, causando uma maior tendéncia de acidificacdo do meio. Estas faixas de pH n&o
foram limitantes para o desenvolvimento das microalgas em termos de produtividade
de biomassa, visto que tais dados apresentaram valores parecidos com o teste
controle (T1).

Outros autores, como Radmann et al. (2011), que trabalharam com a
exposicao da espécie C. vulgaris a 12% de COz2, 60 ppm de SOz e 100 ppm de NOx,
relataram um intervalo de pH entre 6,0 e 10,0, sem ocorréncia de inibicdo no
desenvolvimento das microalgas em termos de produtividade de biomassa,

corroborando com os resultados aqui encontrados. Um fato que os mesmo autores
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afirmam é que a inje¢ao continua de gases, como CO2 e NOx, acaba por alterar o pH
do sistema de cultivo, interferindo no desenvolvimento das microalgas em termos de
densidade celular, justamente em funcdo da diminuicdo da biodisponibilidade de
alguns nutrientes. Este fato, novamente corrobora com os efeitos observados sobre o
crescimento celular neste estudo. Realmente houve uma queda significativa da
densidade celular em todos os tratamentos que fizeram o uso da inje¢ao continuo de
gases. Em alguns casos, como ja mencionado, estas situagbes de “stress” podem ser
bem vindas, pois podem alterar a composi¢ao celular dos organismos para uma
condigao almejada como, por exemplo, maior percentual de lipideos.

Por fim, o uso combinado de fotocatalise com o objetivo de oxidar o NO a NO2
demostrou ser uma rota promissora para o aproveitamento das emissées de NOx
como fonte de nitrogénio. As menores taxas de biofixagao no teste que fez uso de NO
como unica fonte de nitrogénio (teste T1) parece encontrar seu fator limitante no
coeficiente de solubilidade do NO em meio aquoso. A baixa solubilidade deste
composto nao favoreceu a biodisponibilidade de nitrogénio para as algas. Pode-se
inferir que, assim que alcangado o ponto de saturagcdo do NO no meio aquoso, todo o
excesso de NO injetado no sistema pela corrente de entrada transpassou pelo meio
de cultivo sem ficar biodisponivel para as microalgas. Em contraste, quando usado o
NO2 como fonte de nitrogénio (testes Ts e T4) parte desta barreira de solubilidade foi
transposta e a eficiéncia de biofixagdo foi melhorada mesmo sem nenhum
aprimoramento na configuragdo dos FBR’s que tivesse como objetivo um aumento

nas taxas de transferéncia de massa.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Uma nova estratégia para aproveitamento de Oxidos de nitrogénio (NOx)
proveniente de processos de combustdo como matéria prima para a producao de
microalgas foi apresentada. Uma etapa de pré-tratamento fotocatalitico, antes da
entrada nos meios de cultivo, transformou o gas NO em NO2 melhorando a
biodisponibilidade do nitrogénio. Deste modo, essa estratégia de tratamento pode
otimizar o fornecimento de nitrogénio adicional para a cultura de microalgas e,
consequentemente, minimizar os efeitos nocivos que o langamento de NOx causa
quando langado na atmosfera.

Neste estudo, a espécie C. vulgaris se desenvolveu relativamente bem
utiizando o nitrogénio proveniente da dissolugdo de NOx, alcangando uma
produtividade média diaria de 0,05 g.L-'.d"". Apesar disso, a redugdo do pH causado
pela injecao constante dos gases CO2 e NOx aos FBR’s, parece ter causado certa
inibicdo em relagédo ao crescimento celular. Os valores de pH, que ficaram entre 6,30
e 6,80 nos testes com injecao continua de gases, ndo propiciaram um meio favoravel.
Os baixos valores encontrados nestes testes com injecdo continua de 6xidos de
nitrogénio (T2, Ts e T4), juntamente com uma menor disponibilidade de nitrogénio
quando comparado a cultivos convencionais, parecem ter corroborado pelo nao
aumento na densidade celular dos cultivos. Testes futuros fazendo uso de um controle
de pH durante o experimento, poderéo elucidar esta questéo.

Este aproveitamento do nitrogénio permitiu a dissolu¢ao constante de NOx em
solugdo, resultando em taxas de biofixacdo da ordem de 70% quando o cultivo das
microalgas foi combinado com o uso de pré-tratamento fotocatalitico para promover a
oxidacao de NO a NOz.

Ainda, embora os testes com NOx demostrem um decréscimo na densidade
celular quando comparado ao teste controle (T1) ou com injegdes intermitentes (To), a
produtividade de biomassa né&o foi consideravelmente afetada, demostrando que as
algas permaneceram em atividade. Estes resultados eliminam a possibilidade de
toxicidade do NOx para as microalgas, pelo menos na concentracdo trabalhada.
Estudos futuros devem otimizar a transferéncia de massa para validar o efeito de

diferentes concentragdes na biofixacao de NOx.
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5.1 RECOMENDAGOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Mais estudos precisam ser desenvolvidos para estabelecer as limitagdes da
biofixagdo de NOx provenientes de emissdes gasosas, utilizando microalgas e para
compreender as condi¢gdes 6timas do processo de biofixagdo. Estes estudos devem
considerar também a otimizacdo da geometria do reator a ser utilizado, condigbes
ambientais aprimoradas para o crescimento celular, além de testes de
reprodutibilidade em larga escala. Qualquer estudo complementar deve focar na
diminuicao da influéncia dos fatores limitantes para que o processo seja mais eficiente.

O aperfeicoamento da geometria dos fotobiorreatores possibilitara uma
melhora nas taxas de transferéncia de massa de NOx da fase gasosa para a fase
aquosa. Esta melhora podera ser obtida também, aprimorando o tamanho da bolha
de aspersdo dos gases na fase liquida e aumentando o tempo de residéncia destas
bolhas no fotobiorreator. Ao se assegurar que a quantidade de NOx que esta sendo
dissolvida no sistema esteja maximizada, outros fatores limitantes da estratégia de
tratamento poderao ser melhor estabelecidos.

Ademais, o melhoramento das condi¢des de crescimento de algas
possibilitara a delimitacdo dos fatores limitantes. Considerando que as condi¢des de
pH, temperatura e luminosidade sejam as ideais para espécie a ser estudada,
qualquer limitagdo biologica podera ser minimizada e eventuais alteragbes no
desenvolvimento tera origem, teoricamente, de fontes externas.

Estudos futuros devem, também, buscar a determinagéo da densidade celular
minima necessaria para superar as inibicées causadas no desenvolvimento do cultivo
pelo uso de NOx como fonte de nitrogénio. Isso diminuirda o tempo e 0s recursos
exigidos para alcancar um abatimento eficiente.

Outro ponto importante para estudos futuros é fazer uso de mistura reais de
gases de combustdo, contendo outros gases provenientes de processos de
combustéao. Este tipo de estudo deve visar se quaisquer constituintes adicionais (por
exemplo, SOx) presentes nos gases de combustdo terdo efeitos adversos sobre o
desenvolvimento das espécies de interesse.

Por fim, uma ampliacdo dos modelos ja estudados e uma analise econémica
para determinar se um processo em maior escala & viavel economicamente também
€ um passo que deve ser dado em estudos futuros. O volume de cultivo necessario

para o tratamento de emissdes atmosféricas provenientes de processos de
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combusté&o reais pode ser extremamente elevado, dependendo das vazdes de gases
de combustao geradas em determinados processos industriais. Portanto, os estudos
nesse sentido devem englogar o teste de todas as variaveis que afetam o abatimento
de NOx, afim de precisar o volume minimo necessario para tratar um fluxo real de

gases de combus&do com o menor custo possivel.
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