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RESUMO

O diéxido de carbono (CO2) € um dos principais gases de efeito estufa. As
microalgas podem utilizar o CO2 para produzir biomassa rica em proteinas, lipidios e
carboidratos. A consolidagao dessa tecnologia na captura do COz2 necessita de maior
eficiéncia de uso do carbono. Os métodos fisicos (adsorcdo por membranas) e
quimicos (absor¢do com aminas) ja utilizados na captura do CO2 podem ser
associados a biofixagao. Além disso, conhecer como as condigdes ambientais afetam
a transferéncia de carbono para o meio liquido € fundamental para reduzir perdas de
CO:s2. O objetivo desse estudo foi avaliar como a adigado de nanofibras adsorventes no
cultivo da microalga Spirulina sp. LEB 18 em reatores tubulares em escala laboratorial,
e, como a injecdo de CO2 sob demanda do pH em cultivos de Scenedesmus
almeriensis em reatores raceway e thin-layer em escala piloto, alteram a transferéncia
de CO2 no meio, a biofixacdo de CO:2 e a producdo de biomassa. O efeito das
nanofibras na biofixacdo de CO:2 e crescimento da microalga Spirulina sp. LEB 18 foi
avaliado em fotobiorreatores tubulares (1,8 L), em condi¢des indoor. As nanofibras de
poliacrilonitrila foram desenvolvidas sem e com adicdo de 1% v v' de
monoetanolamina pela técnica de electrospinning. Os cultivos outdoor em reator
raceway (11850 L) foram realizados com a microalga Scenedesmus almeriensis. Foi
avaliada a influéncia da temperatura, radiacao solar e pH na transferéncia de carbono.
Além disso, o controle do pH por demanda de CO: durante o dia (tradicional) foi
comparado com o controle do pH dia e noite (proposto). Scenedesmus almeriensis foi
cultivada em reator thin-layer de 2400 L para avaliar a taxa (2, 5, 10 e 15 L min') e
local de injecédo do CO:2 (coluna de dessor¢do e bomba de recirculagédo do cultivo)
para controle do pH. As nanofibras aumentaram 17% a biofixagdo de CO:2 da
microalga Spirulina com produtividade de proteinas 1,7 vezes maior que o cultivo sem
adsorvente. Os cultivos de Scenedesmus mostraram mais de 80% de transferéncia
do CO2 para o cultivo durante todo o ano, com taxa de biofixacdo de até 69%.
Controlando o pH apenas durante o dia, a demanda experimental de CO2 pode ser
até 13 vezes maior que a demanda tedrica em funcdo de radiacdo solar, pH e
temperatura do cultivo. No controle de pH operado dia e noite, obteve-se produtividade
de biomassa mais elevada (23,2 g m2 d') que no controle de pH realizado apenas
durante o dia. Nesse controle proposto, o aproveitamento de CO2 chegou a 58%,
sendo uma alternativa para reduzir as perdas de carbono e as flutuagdes do pH ao
longo do dia. No reator thin-layer, independentemente do local de injecao do gas, a
produtividade de biomassa mais elevada (até 29,5 g m2 d') e menor consumo de CO>
ocorreram com 10 Lco2 min™'. A injegdo de CO2 na bomba de recirculagdo do cultivo
€ mais viavel quando o reator ndo possui coluna de dessorgdo. As estratégias
estudadas sao adaptacgdes que podem ser realizadas em cultivos ja existentes e que
contribuem com a captura do COz2, além de aumentar a produgdo de matéria-prima
renovavel para commodities como os biocombustiveis.

Palavras-chave: Absorcdo quimica. Nanofibras. Scenedesmus. Spirulina.

Transferéncia de COa.



ABSTRACT

Carbon dioxide (COz2) is one of the main greenhouse gases. Microalgae can
use CO2 to produce biomass rich in proteins, lipids, and carbohydrates. The
consolidation of this technology in capturing COz2 requires greater efficiency in the use
of carbon. Physical (absorption by membranes) and chemical methods (absorption
with amines) have been used to CO2 capture and can be associated with biofixation.
In addition, knowledge of how environmental conditions affect the carbon transfer to
the liquid medium is essential to reduce CO: losses. Therefore, this study aimed to
evaluate how the addition of adsorbent nanofibers in cultures of Spirulina sp. LEB 18
at laboratory scale, and, how the injection of CO2 under pH demand in Scenedesmus
almeriensis cultures in raceway and thin-layer reactors at pilot scale alter the CO:
transfer in the medium, CO2 biofixation and biomass production. The effect of the
nanofibers on CO2 biofixation and growth of the microalgae Spirulina sp. LEB 18 was
evaluated in indoor tubular photobioreactors (1.8 L). The polyacrylonitrile nanofibers
was developed without and with addition of 1% v v' of monoethanolamine by
electrospinning technique. Cultures in outdoor raceway reactors (11,850 L) were
carried out with the microalgae Scenedesmus almeriensis. The influence of
temperature, solar radiation and pH on CO2 mass transfer was evaluated. In addition,
pH control on CO2 demand at daytime (traditional) was compared with day and
nighttime control (proposed). Scenedesmus almeriensis was cultivated in 2,400 L thin-
layer reactors to evaluate pH control by varying the rate (2, 5, 10 and 15 L min-') and
COz2 injection site (desorption column and medium recirculation pump). The nanofibers
increased 17% of the CO:2 biofixation of the Spirulina microalgae, with protein
productivity 1.7 times higher than the cultivation without adsorbent. Scenedesmus
cultures showed transfer of CO2 greater than 80% to the culture throughout the year,
with a biofixation rate of up to 69%. In the day and nighttime pH control, greater
biomass productivity was obtained (23.2 g m d') using 58% of the incoming COz, an
alternative to reduce carbon losses and pH fluctuations throughout the day. In thin-
layer reactors, the highest biomass productivity (up to 29.5 g m2 d') and lower CO2
injection occurred with 10 Lco2 min™' at both gas injection sites. Medium recirculation
pump injection is more feasible in cases where the reactor does not have the
desorption column attached. The strategies studied are adaptations can be carried out
in existing cultures and contribute to CO2 capture, in addition to the production of
renewable raw materials for commodities such as biofuels.

Keywords: Adsorption. Chemical absorption. Nanofiber. Scenedesmus. Spirulina.
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1 INTRODUGAO

A fixagao biolégica pode auxiliar na redugao do diéxido de carbono (CO2)
atmosférico quando este bioprocesso é realizado junto a grandes emissoras de gases
de efeito estufa, como o setor de geracao de energia e o siderurgico. O processo de
captura de CO:2 a partir de microalgas € promissor e pode se tornar sustentavel (ZHOU
et al., 2017). Quanto a eficiéncia de biofixagdo do CO2 e formas de cultivo, as
microalgas apresentam melhor desempenho que as plantas terrestres (KUO et al.,
2017). A biomassa produzida na fixagdo de carbono, pode ser utilizada na obtencao
de biocombustiveis como biodiesel (MARTINEZ et al., 2017) e bioetanol (FREITAS et
al., 2017), componentes especificos com alto valor como pigmentos (HYNSTOVA et
al., 2018; PRATES et al., 2018), na alimentagdo animal (SOUZA et al., 2021),
biopesticidas (COSTA et al., 2019a), além do tratamento de efluentes (GONCALVES
et al., 2016).

Essa tecnologia vem sendo aplicada industrialmente e apresenta-se
promissora. No entanto, os pesquisadores continuam buscando melhorias no
processo para aumentar a eficiéncia de utilizacdo do carbono e de producdo de
biomassa aliada a redugao de custos. Isso pode ser realizado a partir de alteracdes
no design do fotobiorreator, nas condi¢des de cultivo, adigao de tecnologias de fixacao
do COg2, entre outras, variando as espécies microalgais. O principal objetivo por tras
dessas metodologias é aumentar a transferéncia de massa do CO2 no meio liquido,
visando minimizar as perdas do gas para a atmosfera e possibilitar melhor uso do
carbono pelas microalgas (ACIEN et al., 2017a; MORAIS, M.G. et al., 2019; ZHOU et
al., 2017).

As possibilidades de aumentar a transferéncia de massa em qualquer tipo de
reator sao diversas. Alguns estudos tém associados a fixacdo quimica e biolégica do
CO2, obtendo-se respostas positivas, como incremento de carboidratos ou lipidios na
biomassa e elevada eficiéncia de biofixacdo do CO2 (CARDIAS et al., 2018; ROSA, et
al., 2022; 2018; 2016; 2015). Comparados aos absorventes liquidos, a aplicagao de
adsorventes solidos na captura de CO:2 é considerada como de facil manuseio, com
potencial aumento de escala, além de custo de regeneragéao baixo (BELTZUNG et al.,
2018). A aplicagdo de nanomateriais como adsorventes de CO2 em cultivos de
microalgas tem ganhado espaco e apresenta resultados promissores (VAZ et al.,

2020). Modificagdes nas nanoestruturas, como a adigdo de compostos, s&o
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estratégias que visam o aumento do numero de sitios de adsorgéo e formagéo de
ligacbes quimicas, além da interacéo fisica, entre o adsorvente e o0 gas adsorvido (KIM
et al., 2017). Dessa forma, a adsorgao fisica pode ser acrescentada aos processos de
mitigagao bioldgica e quimica, de forma a se obter resultados ainda mais promissores
de fixagdo do CO..

Em cultivos de grande escala, o controle do pH € muito importante para
alcancar os melhores valores de transferéncia de massa e aumentar a produtividade.
A manutencdo do pH ideal permite que a microalga mantenha suas atividades
essenciais, utilize os nutrientes disponiveis no meio de forma efetiva, mantém a saude
celular e reduz o risco de contaminagdes por outros microrganismos. O controle do
pH pode ser realizado sob demanda de CO2, que vai se adequar as necessidades do
cultivo, dependendo de variaveis a que esta exposto, como luz e temperatura
(RODRIGUEZ-MIRANDA et al., 2020). A taxa de injecdo do gas deve ser suficiente
para manter o pH controlado, mas ndo elevada ao ponto de ser perdido para a
atmosfera (LE GOUIC et al., 2021).

Mesmo tecnologias ja consolidadas, como o cultivo microalgal para
mitigacao do COz2, ainda apresentam lacunas que permitem a otimizagéo do processo.
Dessa forma, o objetivo desse estudo foi avaliar a biofixagdo de CO:2 e produgéo de
biomassa em cultivos das microalgas Spirulina sp. LEB 18 e Scenedesmus

almeriensis, em diferentes reatores, sistemas de cultivo e condicdes ambientais.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O objetivo desse estudo foi avaliar como a adicdo de nanofibras
adsorventes no cultivo da microalga Spirulina sp. LEB 18 em reatores tubulares em
escala laboratorial, e, a injecdo de CO2 sob demanda do pH em cultivos de
Scenedesmus almeriensis em reatores raceway e thin-layer em escala piloto, alteram

a transferéncia de CO2 no meio, a biofixacdo de CO: e a producgdo de biomassa.
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1.1.2 Objetivos Especificos

° Desenvolver nanofibras adsorventes a partir de solugcdo polimérica de
poliacrilonitrila (PAN) com o absorvente quimico monoetanolamina (MEA) e,
avaliar a biofixagdo de CO2, o crescimento e composicao da biomassa de
Spirulina sp. LEB 18 cultivada com as nanofibras em fotobiorreator tubular
vertical de escala laboratorial (1,8 L);

o Avaliar a transferéncia de CO2 e o crescimento da microalga
Scenedesmus almeriensis em fotobiorreator raceway de escala piloto (11850
L), com controle de pH sob demanda de CO:2 operando durante o periodo
diurno;

o Avaliar a transferéncia de CO2 e o crescimento da microalga
Scenedesmus almeriensis em fotobiorreator raceway de escala piloto (11850
L), com controle de pH sob demanda de CO:2 operando durante os periodos
diurno e noturno;

o Avaliar o melhor local e taxa de injecdo do CO2 em fotobiorreator thin-
layer de escala piloto (2400 L), para aumentar a transferéncia de massa em

cultivos da microalga Scenedesmus almeriensis.

1.2 JUSTIFICATIVA

As emissdes de CO2 tem aumentado excessivamente ao longo dos ultimos
anos (FIGURA 1A) e o acumulo de gases de efeito estufa (GEE) na atmosfera se torna
um problema cada vez mais grave mundialmente. Os GEE retém calor na atmosfera,
elevando a temperatura terrestre. Em trés décadas (1990-2020) o indice dos principais
GEE (COz2, metano, 6xido nitroso e clorofluorcarbonetos) aumentou 47% (FIGURA 1B)
(NOAA, 2022). A principal fonte de CO2 sdo os combustiveis fosseis, porém, pode ser
emitido no uso da terra para agricultura e pecuaria, desmatamento e industrias
quimicas. Em 2019, o CO2 proveniente de atividade humana foi responsavel por
cerca de 80% de todas as emissdes de GEE dos Estados Unidos (EUA). De 1990
a 2019 as emissdes de CO2 nos EUA aumentaram 3% (EPA, 2022).

A crise mundial natural do Covid-19 trouxe alguns ensinamentos que podem

ser aplicados a crise climatica global. A pandemia ressaltou a interdependéncia entre
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a humanidade e a biodiversidade e mostrou que agdes coletivas podem alterar, ou
pelo menos amenizar a situagao climatica atual. Em poucas semanas depois do inicio
da pandemia e do confinamento em todos os paises, a demanda de petréleo e demais
combustiveis fésseis caiu, diminuiram as emissées de CO:2 e o ar ficou mais limpo
(PERKINS et al., 2021). As emissdes globais de CO2 cairam 5,8% (equivalente a 2
Gtcoz2) em 2020 comparado a 2019, devido a redugao global da atividade econémica
e mobilidade (IEA, 2021). No entanto, é insustentavel manter as estratégias utilizadas
na pandemia, pois essas levaram a prejuizos na economia mundial e elevadas taxas
de desemprego. Dessa forma, a licdo que se leva desses ultimos dois anos é que a
reducédo pela demanda de petréleo e carvao é necessaria e possivel desde que se

desenvolva novas estratégias (PERKINS et al., 2021).

FIGURA 1- AUMENTO DA CONCENTRAGAO DE DIOXIDO DE CARBONO EM PARTES POR
MILHAO (ppm) (A) E INDICE ANUAL DE GASES DE EFEITO ESTUFA DE LONGA DURACAO (B).
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No cenario atual, as formas de reduzir os impactos das emissdes de CO:2 estao
na substituicdo total ou parcial dos combustiveis fosseis por energias renovaveis e na
captura do CO2 pos-combustédo (EPA, 2022). A captura de carbono gera riqueza ao
planeta a partir de incentivos econdmicos aos mercados existentes, prevencao de
desastres ambientais causados por mudancas climaticas e transformacdo de um
residuo prejudicial (disponivel em grande quantidade) em energia renovavel ou outros
produtos de alto valor (DANESHVAR et al., 2022). Entre os maiores consumidores de

energia do mundo, o Brasil emprega a maior parte das energias renovaveis, que pode
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corresponder até 45% do consumo total de energia em 2023. A Unido Europeia é
estimulada por metas para 2030, implementando politicas nacionais para melhoria da
eficiéncia energética (IEA, 2018). O crescimento da bioenergia € tendéncia mundial e
incentiva muitos projetos.

Diante do exposto, esse trabalho foi desenvolvido com colaboragbes entre o
Programa de Pdés-graduagdo em Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia
(PPGEBB) da Universidade Federal do Parana-UFPR, Laboratério de Engenharia
Bioquimica (LEB) e Laboratério de Microbiologia e Bioquimica (MiBi), da Universidade
Federal do Rio Grande (FURG). Além disso, parte do trabalho foi realizado na
Universidad de Almeria-Espanha, pelo programa de Doutorado Sanduiche do CNPq
(Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico). O LEB-FURG
trabalha desde 1996 com cultivos de microalgas e desenvolveu diversos trabalhos e
produtos relacionados ao tema. A partir dele houve a criagdo do MiBi-FURG, que
desde 2014 atua com desenvolvimento de nanotecnologia para uso em cultivos
microalgais. O PPGEBB ¢é reconhecido pela CAPES (Coordenagdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior) com conceito 7 pelo nivel de
exceléncia e internacionalizacdo, sendo um dos mais bem avaliados no pais e
referéncia nacional e internacional quanto aos trabalhos em bioprocessos.

O grupo de Biotecnologia de Microalgas Marinas da Universidad de Almeria é
referéncia mundial em publicagbes na area de cultivos de microalgas, parceiro de
diversas universidades da Europa e de outros lugares do mundo, além de
colaboragdes com empresas do ramo. A Universidad de Almeria esta entre as cinco
instituicdes que mais possuem publicagdes cientificas sobre microalgas no mundo,
sendo a Espanha o segundo pais com mais publicagbes cientificas por milhdo de
habitante do mundo (34 publica¢des cientificas por milhdo de habitante) (GARRIDO-
CARDENAS et al., 2018). Almeria € um local particularmente adequado para a
produgao de microalgas ao ar livre em larga escala, devido a alta irradiancia solar e
temperaturas elevadas durante grande parte do ano, facil acesso a agua do mar,
extensa faixa de terras nao-cultivaveis, boa infraestrutura e vasta experiéncia na
agricultura e pesquisa com microalgas (APEL et al., 2017). Brasil e Espanha estao
entre os cinco maiores pesquisadores de microalgas do mundo, somando mais de
6000 publicagdes nos ultimos cinco anos (2017-2021) segundo levantamento na base
de dados Scopus (FIGURA 2).
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FIGURA 2- DEZ PAISES QUE MAIS PUBLICAM DOCUMENTOS COM O TERMO "MICROALGAE"
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As parcerias e projetos dessas instituigdes, relacionadas a produgao industrial
de microalgas, visam contribuir com alguns dos Objetivos do Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) da Organizagado das Nag¢des Unidas (ONU). Os 17 ODS foram
criados durante a Cupula de Desenvolvimento Sustentavel na Assembleia Geral da
ONU em 2015, como metas a serem alcancadas até 2030. O tema microalgas, devido
a versatilidade e beneficios de aplicacao, pode ser incluido especialmente no: ODS 2
(Fome zero e agricultura sustentavel), ODS 3 (Saude e bem-estar), ODS 6 (Agua
potavel e saneamento), ODS 7 (Energia limpa e acessivel), ODS 9 (Industria,
inovagao e infraestrutura), ODS 11 (Cidades e comunidades sustentaveis), ODS 12
(Consumo e produgao responsaveis), ODS 13 (Acdo contra a mudanga global do
clima), ODS 14 (Vida na agua), ODS 15 (Vida terrestre), ODS 17 (Parcerias e meio
de implementagao).

Dessa forma, esse estudo visou responder questdes relacionadas a utilizagao
de cultivos microalgais em pequena e grande escala na biofixagdo de CO2 e buscar
meétodos para maximizar os resultados de algumas tecnologias ja utilizadas para que

possam ser aplicadas em qualquer lugar do mundo.
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CAPITULO |

2 REVISAO TEORICO EMPIRICA

2.1 BIOFIXACAO DE CO2 POR MICROALGAS

A valorizagao bioldgica do CO2 combina a necessidade de capturar e reduzir
as concentracdes atmosféricas desse gas e de reducao dos custos com nutrientes em
processos como a produgao de microalgas (LE GOUIC et al., 2021). O CO2 é uma das
principais fontes de carbono utilizadas pelas microalgas que podem converté-lo
diretamente em biomassa, utilizada integral ou parcialmente no desenvolvimento de
diversos produtos (YEN et al., 2019).

A biomassa de microalgas é valiosa pois € composta de carboidratos, lipidios
e proteinas, com aplicagdes que variam entre produtos farmacéuticos, fertilizantes,
alimentacdo humana, racdo animal e biocombustiveis. A biomassa seca de
microalgas contém aproximadamente 50% de carbono molecular. Teoricamente,
esses microrganismos fixam 1,8 kg de carbono para cada 1 kg de biomassa seca
produzida (ACIEN et al., 2017a). O COg, cujos suprimentos no ambiente aquatico
provém principalmente da atmosfera, da respiragdo e da decomposicdo, pode
apresentar-se sob diferentes formas quimicas neste ambiente (PIERINI; MAGELA
THOMAZ, 2004). Para ser assimilado pelos microrganismos fotossintéticos, o CO:
atmosférico precisa ser primeiramente transferido pro meio liquido onde permanece
na forma de carbono inorganico dissolvido (CID) (FIGURA 3). Dependendo do pH da
fase liquida, ocorrem reagdes que dissociam o carbono inorganico em diferentes
espécies quimicas (CO: dissolvido, bicarbonato HCO3™ e carbonato CO3?7). O CO2
dissolvido e o HCO3™ podem ser assimilados pelas microalgas (LE GOUIC et al., 2021;
TANG et al., 2011).

As proporcoes das diferentes formas de carbono estdo associadas ao pH do
meio (FIGURA 3). Valores de pH entre 6 e 9 sdo atribuidos a presenca de bicarbonato
(HCOs), ocorrendo o transporte ativo do CO2 para dentro da célula microalgal onde
ocorre a atuacido da enzima anidrase carbénica. Em valores de pH mais baixos, entre
5 e 7, a difusdo de CO2 nas células das algas é mais provavel de acontecer, no
entanto, ndo sao condigdes favoraveis para o crescimento desses microrganismos

(AYATOLLAHI et al., 2021). Ou seja, se o pH aumenta (como resultado da absorgao
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do CO:2 pelos organismos fotossintéticos), o equilibrio move-se para produgado de
carbonatos. Por outro lado, em valores mais baixos de pH (resultantes de processos
de respiragdo e decomposi¢cdo) as formas CO2 e HCOs predominam (PIERINI;
MAGELA THOMAZ, 2004).

FIGURA 3- TRANSFERENCIA DE CO, DA BOLHA DE GAS PARA A FASE LIQUIDA E PARA
DENTRO DA CELULA (AS FORMAS DE CARBONO INORGANICO PREDOMINANTES DEPENDEM
DO pH DO MEIO)
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Passos para transferéncia de CO, do gas para a célula. (1) Transferéncia do interior da bolha
para a interface gas-liquido. (2) Movimento através da interface gas-liquido. (3) Difusao
através do filme relativamente estagnado ao redor da bolha. (4) Transporte através do meio
liquido. (5) Difusdo através do filme relativamente espesso que envolve a microalga. (6)
Transporte para dentro da microalga. (7) Transporte através do citoplasma para o local onde
ocorrem as reactes de utilizacdo do carbono.

Célula microalgal

FONTE: Adaptado e modificado de Assis Coelho et al. (2015) e Rodas-Zuluaga et al. (2021)

Diversas espécies de microalgas tém sido estudadas como tolerantes a altas
concentragdes de CO2, além de tolerantes a outros gases de combustdo como NOx e
SOx. A aplicagdo nesse campo € de crescente interesse pois muitas espécies
apresentam resisténcia aos gases téxicos. Chlorella sp., Synechococcus sp. (TASTAN
et al., 2012), Chlorella fusca, Spirulina sp. (DUARTE et al., 2017), Scenedesmus sp.
(SANTOS et al., 2016) e Scenedesmus actus (SINGH CHAUHAN et al., 2022) s&o
alguns exemplos. Alguns parametros como concentragdo de CO: injetada, taxa
especifica de injecdo e tempo de injegao do gas também séo estudadas a fim de
aumentar a transferéncia de massa do gas para o meio liquido e obter-se melhores

taxas de biofixagao, além de produzir biomassa rica em compostos (SANTOS et al.,
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2016; MORAES et al., 2019). Dessa forma, os cultivos microalgais se baseiam no
modelo de bioeconomia circular, que tem por objetivos a produgcédo sustentavel,
utilizacado de fontes renovaveis e conversdo em produtos de alto valor agregado
(MORAIS, E. G. et al., 2019; MOREIRA et al., 2021) (FIGURA 4). Esse conceito visa
valorizar os fluxos secundarios do processo de produg¢ao de um produto, obtendo-se
zero producao de residuos, que é também a base do conceito de biorrefinaria
(DANESHVAR et al., 2022).

FIGURA 4- BIOECONOMIA CIRCULAR: UTILIZACAO EFICIENTE DE CO2 PARA
DESENVOLVIMENTO DE BIOPRODUTOS A PARTIR DA BIOMASSA MICROALGAL
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FONTE: O Autor (2022)

2.1.1 Microalgas

Entre as espécies de microalgas mais estudadas em processos de biofixagao
de CO:2 estdo: Chlorella vulgaris (CHANG et al., 2016), Scenedesmus obliquus,
Chilorella pyrenoidosa (TANG et al., 2011), Chlorella fusca (COMITRE et al., 2021),
Spirulina sp. (CARDIAS et al., 2018), Tetraselmis sp. (WIDAYAT et al., 2021) e
Nannochloropsis gaditana (MORAES et al., 2019). Cada espécie responde diferente
as condigdes de cultivo a que esta exposta. Muitas vezes apresentam elevada
produtividade de biomassa, porém baixa biofixacdo de CO2, devido ao tipo de
fotobiorreator (FBRT), por exemplo (TABELA 1).
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Spirulina pode crescer em concentragdes de CO2 de até 35% v v', mas a
produtividade de biomassa geralmente é maior em concentragdes até 10% v v-'. Em
altas concentragbes de CO2 pode observar-se decréscimo nos valores de taxa
especifica de crescimento por alteragdo nas caracteristicas fotossintéticas do
microrganismo (ALMOMANI et al., 2019; GONCALVES et al., 2016). O aumento da
injecdo de CO2 de 0 para 10% aumenta a taxa de biofixacdo de CO2 de 0,062 para
0,378 g L' d' (ALMOMANI et al., 2019). O metabolismo dessa espécie mostra-se
flexivel, uma vez que apresenta resultados similares de taxa de biofixagdo de CO2 em
diferentes condi¢des de cultivo (MORAIS; COSTA, 2007a; SYDNEY et al., 2010). A
habilidade de Spirulina crescer em faixas de temperatura de 20 a 38 °C mostra a
tolerancia da cepa a alteragdes ambientais e facilita sua aplicagdo industrial (DUARTE
et al., 2017).

A cepa de Spirulina sp. LEB 18 (FIGURA 5A) foi isolada na Lagoa Mangueira,
proxima a Usina Termelétrica Presidente Médici-UTPM, no estado do Rio Grande do
Sul (Brasil). A amostra de agua de onde foi isolada a microalga apresentava
temperatura préxima a 50 °C e altas concentragdes de COg, visto a proximidade da
Lagoa Mangueira com a usina termelétrica (MORAIS; COSTA, 2007a). Spirulina sp.
LEB 18 pode crescer em meios com gas de combustéo e residuos de carvao (VAZ et
al., 2016), com até 18% de CO2 puro (MORAIS; COSTA, 2008). O alto valor do pH do
meio de cultura de Spirulina (10-10,4) favorece a disponibilidade do HCO3™ formado a
partir do CO2, quando comparado a outras culturas, como por exemplo, Chlorella, que

tende a crescer melhor em pH mais baixo (8,4-9,4) (VAZ et al., 2016).

FIGURA 5- MICROGRAFIA DAS MICROALGAS Spirulina sp. LEB 18 SOB AUMENTO DE 400X (A)
E Scenedesmus almeriensis SOB AUMENTO DE 100X (B)

(A) (B)

Fonte: (A) Laboratério de Engenharia Bioquimica (2018) e (B) O Autor (2020)
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Scenedesmus tem potencial para aplicagao industrial na reducao de CO:2 de
gases de combustdo de usinas termelétricas devido a sua alta tolerancia ao gas
(MORAIS; COSTA, 2007b), pois cresce em concentragoes de até 50% v v'. Porém a
reducao do pH do meio, devido a altos niveis de CO2, pode reduzir a atividade da
anidrase carbénica e inibir o crescimento celular (TANG et al., 2011). Scenedesmus
pode ser produzida outdoor em reatores abertos com nutrientes provenientes apenas
de aguas residuais, mostrando-se muito robusta (MORALES-AMARAL et al., 2015).
Essa espécie tem habilidade de crescer e acumular altos niveis de triacilglicerdis
dependendo das condi¢gdes de cultivo, podendo ser aplicada, por exemplo, na
producao de biodiesel (TRIVEDI et al., 2022).

Scenedesmus almeriensis (FIGURA 5B) € uma cepa de crescimento rapido e
altamente produtiva. Foi isolada e esta naturalmente presente em Almeria, adaptada
as condigdes climaticas dessa regiao localizada na costa sul da Espanha continental,
sendo um microrganismo mesofilo com temperatura 6tima de 35 °C, podendo suportar
até 48 °C. O pH 8 é 6timo para seu crescimento e apresenta bom desempenho em
elevada irradiancia (1625 yE m2 s1) (COSTACHE et al., 2013; MORILLAS-ESPANA
et al., 2020; SANCHEZ et al., 2008b). Além da alta tolerancia a condicdes de elevada
temperatura e iluminancia, essa cepa tem potencial em processos de biorremediagao
(CIARDI et al., 2022) atuando por exemplo, no tratamento de aguas residuais suinas
integrado a producdo sustentavel de fonte proteica para aquacultura (TOMAS-
ALMENAR et al., 2018).

Cada cepa tem condigcdes 6timas e especificas que devem ser determinadas
para aumentar sua produtividade e projetar um fotobiorreator e um sistema de cultivo
apropriado para sua producdo. A avaliacdo dessas condi¢gdes pode ocorrer em curto
prazo ou em longos periodos, que pode demonstrar com clareza a influéncia das
alteracdes diarias das condigdes no desempenho do microrganismo (COSTACHE et
al., 2013).

2.1.2 Sistemas de cultivo

O aumento de escala de fotobiorreatores pode ser realizado aumentando as
medidas do reator (comprimento, didmetro, altura) ou até mesmo o numero de
unidades e formato do sistema. O que se torna um desafio € manter a luz,

temperatura, mistura e transferéncia de massa ideais em grandes volumes de cultivo
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(RODAS-ZULUAGA et al.,, 2021). O volume de cultivo parece influenciar na
produtividade de biomassa. Rodas-Zuluaga et al. (2021) estudaram o crescimento de
Porphyridium purpureum UTEX LB275 em diferentes volumes de cultura (16, 80 e 400
L) em fotobiorreatores de sacos de polietileno (40 cm de largura e 200 cm de
comprimento). Constatou-se que a maior concentragcao de biomassa (1,25 g L) foi
obtida nos cultivos de tamanho intermediario (80 L), mas a maior taxa de crescimento
especifica (0,20 d') ocorreu no cultivo de 16 L. Além dos tamanhos, os formatos de

fotobiorreatores podem ser variados (FIGURA 6).

FIGURA 6- TRES CONFIGURACOES DE FOTOBIORREATOR UTILIZADOS NOS CULTIVOS
MICROALGAIS: TUBULAR, THIN-LAYER E RACEWAY

(A) (B) (C)

FONTE: O Autor (2021)

Os reatores tubulares (FIGURA 6A) sdo o tipo de reator fechado mais
utilizados em escala industrial e a cultura € recirculada por bomba ou aeragcdo. A
relacdo adequada entre comprimento e didmetro evita o acumulo de Oz e reduz as
perdas de CO:2 para a atmosfera. O didmetro ainda deve permitir que a luz penetre no
cultivo, evitando sombreamento, que também pode ocorrer pela aderéncia das células
na parede do fotobiorreator. Apesar dos custos relativamente mais altos de construcao
comparados aos reatores abertos, os reatores fechados facilitam a manutencéo de
monoculturas e o controle das condigdes de cultivo (ACIEN et al., 2017a; 2017b).
Nesse tipo de reator, a qualidade da biomassa torna-se mais importante que o volume
de producdo (RODRIGUEZ-MIRANDA et al., 2020). A pureza da biomassa em
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reatores fechados a torna aplicavel em produtos de alto valor agregado como produtos
farmacéuticos (CORREA DA SILVA et al., 2020; SANTOS et al., 2020; SOZMEN et
al., 2018) e alimenticios (ALMEIDA et al., 2020; LUCAS et al., 2020; VEIGA et al.,
2020).

Ao nivel de grande escala, geralmente sao utilizados reatores abertos do tipo
thin-layer (FIGURA 6B) ou raceway (FIGURA 6C) pela facilidade de construcao e
limpeza, além de material mais barato, comparados aos tubulares. Por esses motivos,
para commodities de baixo valor, como os biocombustiveis, € economicamente mais
viavel a utilizacdo de fotobiorreatores abertos (APEL; WEUSTER-BOTZ, 2015). A
produtividade em sistemas abertos geralmente & baixa (1,0 g m2 d') devido a
dificuldade de mistura e perdas de CO2 (MASOJIDEK et al., 2015). No entanto,
algumas modificagées nos reatores podem evitar a reducao de biomassa.

Os reatores thin-layer se caracterizam pela baixa profundidade da cultura (0,5
a 5 cm) que recircula por uma superficie plana com inclinacdo de 0,1 a 2% (ACIEN et
al., 2017b; MORILLAS-ESPANA et al., 2020). A fina camada de cultivo maximiza a
utilizagao da luz, resultando em reatores com uma das maiores produtividades por
area (30-50 g m2) (SANCHEZ-ZURANO et al., 2020). No entanto, esses reatores tem
algumas desvantagens como gradientes de pH e temperatura, além de acumulo de
oxigénio e baixa transferéncia de massa (BARCELO-VILLALOBOS et al., 2019).

Os primeiros reatores raceway foram reportados a mais de 50 anos atras e
sdo muito conhecidos e estudados. A grande vantagem desse tipo de reator é o
elevado volume de produgdo em uma menor area ocupada, quando comparado a
outros reatores. Além disso, sua geometria facilita a construgao, e uma vez definida a
superficie total, é divido em canais por onde recircula o cultivo. Porém, os raceway
apresentam baixa eficiéncia de utilizacdo da luz dependendo da profundidade do
cultivo, o que reduz a produtividade. Além de muitas vezes apresentarem baixa
transferéncia de massa gas-liquido se nio forem bem projetados (ACIEN et al.,
2017a).

Nos sistemas indoor (interno), temperatura e iluminadncia sao variaveis
geralmente controladas e mantidas em valores 6timos para a cultura. O pH sofre
pouca variagao nesse sistema de cultivo pois, em geral, as taxas fotossintéticas séo
menores e ha menor consumo de CO:2 e nutrientes, comparado ao sistema outdoor
(externo) (PEREZ-LOPEZ et al., 2017). A possibilidade de manter as condicdes ideais

de cultivo faz com que no sistema indoor seja obtida elevada produtividade de
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biomassa (MASOJIDEK et al., 2015). As condicdes ainda podem ser moduladas para
a producao de biomoléculas de interesse, como acumulo de polihidroxibutirato (PHB)
em Chlorella fusca pela reducao da fase clara de 12 h para 6 h (CASSURIAGA et al.,
2018). Ou ainda, acumulo de compostos com atividade anti-inflamatéria em Chlorella
miniata em diferentes temperaturas e intensidade luminosa (SOZMEN et al., 2018).

Nos sistemas de cultivos outdoor a iluminagao e temperatura variam de
acordo com as mudancas climaticas de cada estacao do ano. Ainda, em dias de muito
sol, pode ocorrer maior evaporagao de cultivo, ou, em dias chuvosos, ocorre diluicao
do meio e aumento de volume nos reatores abertos. A iluminagdo € a principal
responsavel pela excitagdo dos pigmentos durante a fotossintese, que afeta
diretamente o crescimento da microalga. A luz natural tem a vantagem da redugéo
dos custos do processo e redugdo da queima de combustiveis fosseis para gerar
energia (DUARTE et al., 2017). Cultivos outdoor podem apresentar tempo de
duplicacao celular até metade do valor que de cultivos indoor, devido a temperatura
mais alta que aumenta a taxa fotossintética (PEREZ-LOPEZ et al., 2017). Os
principais problemas na maioria dos sistemas de cultivo com reatores abertos outdoor
sao contaminagdo, mistura desigual, baixa concentragdo de biomassa, baixa
eficiéncia de utilizacdo de CO:2 e forte influéncia do clima no cultivo (APEL,;
WEUSTER-BOTZ, 2015).

Basicamente, dois regimes sao utilizados para o cultivo de microalgas:
batelada ou semi-continuo. O regime em batelada (ou descontinuo) € mais simples,
pois a microalga é inoculada com os nutrientes necessarios e so6 € retirada no final do
processo, determinado pela concentracdo celular, fase estacionaria, ou tempo
especifico de cultivo. No regime semi-continuo, a microalga & inoculada com os
nutrientes e é colhida em intervalos regulares, que podem ser definidos por tempo ou
de acordo com a taxa de crescimento, sendo adicionado meio de cultivo fresco para
repor o volume retirado (MASOJIDEK et al., 2015). Em geral, o cultivo semi-continuo
tem maior produtividade de biomassa em comparacdo com o cultivo em batelada
(PETER et al., 2022).

Independente do regime, sistema ou fotobiorreator utilizado, a busca por
estratégias que aumentem a transferéncia de massa do CO2 para o meio liquido é
constante. Adaptacdes e variaveis do cultivo sdo avaliadas a fim de otimizar e
aumentar a produtividade de biomassa e a biofixagdo de CO2. O custo de producgéao é

diretamente dependente dessas respostas e impulsiona as pesquisas nessa area.
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2.2 ESTRATEGIAS UTILIZADAS PARA O AUMENTO DA BIOFIXACAO DE CO2

2.2.1 Fatores bioticos e abidticos

A concentragao de biomassa, o rendimento diario e a fixacdo de carbono séo
influenciados pelas variaveis fisico-quimicas atreladas ao cultivo, como: concentragao
de oxigénio produzido na fotorrespiragéo, variagdo do pH pelo consumo de COz,
temperatura e irradiancia devido as condicdes climaticas e sazonais (JIMENEZ et al.,
2003; MORALES et al., 2018). As flutuagdes nas condigdes ambientais diariamente e
ao longo do ano podem causar estresse celular e promover adaptagdo em diversas
caracteristicas do sistema biolégico das microalgas (GARCIA-MANAS et al., 2019;
JEBALI et al., 2018).

Irradiancia, ciclo de luz e temperatura geralmente sdo mantidas constantes
em cultivos indoor. No entanto, as condicoes ambientais exercem forte influéncia em
sistemas outdoor, devido ao clima e localizag&o. Algumas microalgas sao capazes de
adaptar-se as variagbes nas condicbes ambientais, e, alguns produtores utilizam
cepas de verao e cepas de inverno, para manter a producédo o ano todo. Locais com
luz solar abundante e pouca chuva s&o particularmente interessantes para o cultivo
microalgal (APEL; WEUSTER-BOTZ, 2015). A luz € um dos fatores que mais
influencia a produtividade de biomassa, visto que em meses com elevada radiacao
solar ocorre, em geral, maior produtividade de biomassa. No entanto, a produtividade
parece nao estar relacionada com a eficiéncia fotossintética, ja que esta pode reduzir
em meses com radiagdo solar muito alta devido a fotoinibicdo (MORILLAS-ESPANA
et al., 2020).

A temperatura adequada do cultivo promove crescimento microalgal.
Elevadas temperaturas podem reduzir a produgdo de biomassa devido a
desnaturagao de proteinas/enzimas e efeitos inibitdrios sobre a fisiologia da célula. As
variagdes diarias e sazonais na temperatura também afetam a saude celular (YEN et
al., 2019). Durante o dia, a temperatura da cultura aumenta porque a entrada de
energia € maior do que a saida, que resulta principalmente da evaporagao
(BARCELO-VILLALOBOS et al., 2019b). Durante a noite, os cultivos podem sofrer
resfriamento, criando gradientes de temperatura que podem estressar as células
(APEL; WEUSTER-BOTZ, 2015).
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O acumulo de oxigénio produzido pela fotossintese, devido a baixa
capacidade de dessorgao do reator, reduz o desempenho da cultura e a solubilidade
do CO2 (BARCELO-VILLALOBOS et al., 2019b). A concentragdo de oxigénio
dissolvido acima de 30 mg L' decresce até 15% o rendimento da fluorescéncia da
clorofila em cultivos de Spirulina (JIMENEZ et al., 2003). Uma remocao insuficiente de
O2 do cultivo, muitas vezes relacionada ao design do reator, pode levar a redugéo da
produtividade de biomassa (MORILLAS-ESPANA et al., 2020).

A manutencdo do pH ideal para a espécie microalgal é de extrema
importancia, pois evita a contaminagao por outras culturas, facilita a difusdo de
nutrientes para dentro da célula e a utilizagdo do CO2. A producdo de biomassa
microalgal provoca variagdo no pH do meio de cultivo. Tal variagdo ocorre devido a
solubilizagédo e consumo de CO:2 e outros substratos e a produgao de metabdlitos
(ACIEN et al., 1999; APEL; WEUSTER-BOTZ, 2015; MORAIS; COSTA, 2007b). O
fornecimento de carbono € amplamente utilizado para controlar e manter o pH préximo
ao valor ideal, que € importante para garantir condi¢ées 6timas de operagao dentro
do reator (BARCELO-VILLALOBOS et al., 2019b). Tradicionalmente o pH é controlado
nos reatores de microalgas apenas durante a fase clara, quando ocorre a fotossintese.
Dessa forma, o pH pode variar significativamente durante a noite, prejudicando as
microalgas. Essa variagdo pode levar a perdas de produtividade e maior necessidade
de CO:2 para manter a variavel no seu valor 6timo ao longo do dia. Dessa forma, o
controle pode ser otimizado para reduzir os custos de producdo de biomassa,
aproveitando melhor o CO2 (RODRIGUEZ-MIRANDA et al., 2019).

O coeficiente de difusdo do CO2 na agua é cerca de 10* vezes menor que no
ar, devido a maior viscosidade do liquido. Dessa forma, na inje¢gdo do gas no meio, a
transferéncia de massa deve ser levada em conta para que nao falte carbono para o
crescimento da microalga (LE GOUIC et al., 2021). Além disso, as perdas de gas, que
dependem do design do reator e condigbes ambientais do cultivo, devem ser
consideradas. Até 4,4 kg de CO2 kg™' de biomassa podem ser necessarios em cultivos
de Chlorella sp. em reator thin-layer de 55 m2. Mesmo com o aumento da taxa de
injecdo do gas, pode ocorrer a reducdo do grau de mitigacdo dependendo da
configuracdo de biorreator (DOUCHA et al., 2005) que influencia no tempo de
retencdo do gas (AYATOLLAHI et al., 2021).

As microalgas podem crescer em diferentes taxas de injegao de COz2, que vai

influenciar significativamente as respostas de crescimento. A maior taxa de
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crescimento em concentragdes mais elevadas de CO:2 pode estar relacionada com a
maior disponibilidade de carbono no meio. Além disso, Rubisco e anidrase-carbdnica,
enzimas responsaveis pelo metabolismo do carbono, sdo influenciadas pela
abundancia de CO2 (ANJOS et al., 2013; YANG; GAO et al., 2003) até determinado
nivel para nao reduzir demais o pH e inibir o crescimento celular (TANG et al., 2011).
A forma de injecdo do gas no cultivo € de grande importancia para se obter a
transferéncia adequada para a célula. Os métodos de fluxo e mistura nos
fotobiorreatores, tanto com agitacdo mecanica quanto aeracdo de gases sao
importantes nesse sentido. Isso inclui a taxa de aeragao e tamanho de bolhas dos
gases (MORAES et al., 2019; ZHAO; SU, 2014), além da inje¢ao conjunta ou separada
de CO2 e ar.

Ferramentas de modelagem e simulagdo, podem ser utilizadas nos projetos
de biorreatores novos ou ja existentes, a fim de superar as barreiras que as flutuagées
nas variaveis dos cultivos podem gerar. Modelos sdo baseados em balangos de
massa e fendmenos de transporte, além de equacdes que simulam como as variaveis
ambientais atuam nos fendmenos bioldgicos dentro da célula. Modelos baseados em
principios fundamentais podem ser aplicados a diferentes fotobiorreatores para prever
as respostas do cultivo e aumentar sua aplicabilidade (FERNANDEZ et al., 2012).
Existem modelos que preveem a influéncia da luz, temperatura, oxigénio dissolvido,
pH, entre outras variaveis, no crescimento microalgal ou consumo de carbono. Em
geral, os modelos existentes consideram a influéncia individual das variaveis na
resposta do cultivo. No entanto, o efeito sinérgico entre os principais fatores que
influenciam o crescimento e biofixagdo de carbono podem tornar o modelo mais
abrangente e aplicavel (CHANG et al., 2016). Dessa forma, essa ferramenta pode
auxiliar na determinacao da capacidade de transferéncia de massa e desempenho
geral dos fotobiorreatores, para a ampliacdo de escala (BARCELO-VILLALOBOS et
al., 2018). O desenvolvimento e aplicagdo de modelos matematicos, baseados em
dados reais do cultivo, pode ser uma ferramenta que demonstre antecipadamente

respostas de crescimento e utilizagdo do carbono pelas microalgas.
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2.2.2 Tecnologias de fixagao do CO2 que podem ser associados ao cultivo

microalgal

2.2.2.1 Adsorgao por nanofibras

Os nanomateriais como materiais adsorventes de CO2 tém sido desenvolvidos
com o intuito de auxiliar as tecnologias que buscam aliviar as alteragdes climaticas e
concentracdo atmosférica de GEE. Os gases apresentam diferentes tamanhos
moleculares e s&do adsorvidos nos poros da nanoestrutura. Varias estruturas e
morfologias de nanomateriais sdo estudadas para aplicagdo na adsorgédo de gases,
incluindo nanoparticulas, nanoesferas e, em destaque, as nanofibras (LU et al., 2021).

Um dos métodos mais econdmicos de sintese das nanofibras é pela técnica
de electrospinning (KOLY et al., 2020). No electrospinning as nanofibras sao
extrusadas de uma solugao polimérica pela influéncia de um campo elétrico produzido
no equipamento. Essa técnica permite alterar as caracteristicas fisicas e quimicas das
nanofibras a partir das condicdoes do equipamento ou da solugdo polimérica,
aumentando a eficiéncia de produgéo e tornando o processo versatil e estavel (KIM et
al., 2017; WANG et al., 2014).

O polimero poliacrilonitrila (PAN) apresenta uma matriz composta de grupos
funcionais nitrogenados ideal para a adsor¢édo de CO2. Mais de 90% das fibras de
carbono produzidas no mundo sao obtidas do PAN. No equipamento, parametros
como potencial elétrico, diametro do capilar, taxa de alimentagdo da solugao e
distancia entre capilar e coletor sdo ajustados a fim de conseguir fibras com diametro
menor que 1000 nm, homogéneas e alongadas (KIRECCI et al., 2011; MORAIS et al.,
2021; GU et al., 2008).

As nanofibras podem ser modificadas a fim de induzir propriedades para
aplicacdes especificas (CHAUQUE et al., 2016), como aumentar a interagdo com o
CO:2 e a eficiéncia de adsorcdo. A adicdo de etanolaminas na solugcdo pode ser
realizada com esse objetivo. As nanofibras modificadas com etanolaminas, além do
mecanismo fisico de captura do gas nos poros, contam com o mecanismo quimico
onde o COz2 forma liga¢des fortes com os grupos amina (LU et al., 2021).

As nanofibras podem ser adicionadas no cultivo microalgal para aumentar a
biofixacdo de CO.. Esse nanomaterial pode ser reutilizado em até 3 ciclos de adsorgao

de CO2, mantendo eficiéncia acima de 80% (VAZ et al., 2019a), podendo reduzir os
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custos de aplicacdo e reduzir a producao de residuos. A literatura ndo apresenta
nenhum trabalho sobre cultivos microalgais com adicdo de nanofibras de PAN

produzidas com MEA para biofixagao de COo.

2.2.2.2 Absorgao quimica

Os solventes quimicos mais utilizados na captura de carbono sdo as aminas.
Existem varios tipos de aminas como monoetanolamina (MEA), dietanolamina (DEA)
e metildietanolamina (MDEA), que se diferenciam pela cinética de reagdo com o COzq,
capacidade de absorg¢ao e equilibrio, estabilidade e poder de corrosdo. MEA € uma
amina simples e com cinética de reagao rapida. Por sua elevada eficiéncia de
absorcado (>90%), foi o primeiro solvente a base de amina aplicado em usinas
termelétricas, de petroleo, gas natural e produtos quimicos, e € uma das tecnologias
de captura de CO2 pos-combustdo mais consolidadas (DANESHVAR et al., 2022;
MUKHTAR et al., 2020; MUMFORD et al., 2015). No entanto, uma desvantagem da
absorgéo por aminas € a elevada energia necessaria para a regeneragao do solvente
e 0s problemas de corrosao nos equipamentos (DANESHVAR et al., 2022).

Dessa forma, a tecnologia de absorgao pode ser combinada com outras a fim
de alcancar maior desempenho e reduzir os desafios causados pelos solventes
quimicos. Estudos demonstraram efeitos positivos na biofixacdo de CO2, além de
incremento em biomoléculas como carboidratos e lipidios, em cultivos de Chlorella
fusca LEB 111 com adi¢cao de MEA (ROSA et al., 2018). Em cultivos de Spirulina sp.
LEB 18, além da adicédo de MEA (ROSA et al., 2015), foi estudada a adigdo da mistura
de DEA com carbonato de potassio (CARDIAS et al., 2018).

Algumas tecnologias de entrega do CO2 ao cultivo microalgal através de
membranas, apos o gas estar dessorvido no absorvente quimico, tem mostrado
respostas de aumento na produtividade volumétrica e na concentragcao da biomassa
microalgal. Essa configuragdo de sistema mostra redug&o na perda de carbono para
a atmosfera (ZHENG et al., 2016), no entanto, ainda existem varias operagdes
unitarias até o CO2 ser entregue ao cultivo. Porém, vale ressaltar que essa
combinagdo de sistemas quimico, fisico e biologico € interessante no intuito de
agregar os efeitos positivos de cada tecnologia de fixagdo do carbono e aumentar os

resultados de mitigagdo de COx.
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3 ESTRUTURA DO ESTUDO

Baseado nos conceitos abordados na revisao bibliografica, o presente estudo
foi dividido em quatro artigos, como mostra a FIGURA 7, intitulados:
e Artigo 1: Incremento da produtividade de biomassa e biomoléculas de

Spirulina sp. LEB 18 cultivada com nanofibras adsorventes de COz;

Artigo 2: Anadlise global da demanda e utilizagcdo de CO2 em cultivos de

microalgas em reator raceway em escala piloto;

e Artigo 3: Controle de pH do cultivo de microalgas por inje¢édo de CO2 nos

periodos diurno e noturno;

e Artigo 4: Controle da entrada de CO2 em reator thin-layer para aumentar a

transferéncia de gas em cultivos de microalgas.
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CAPIiTULOII

ARTIGO I: INCREMENTO DA PRODUTIVIDADE DE BIOMASSA E
BIOMOLECULAS DE Spirulina sp. LEB 18 CULTIVADA COM NANOFIBRAS
ADSORVENTES DE CO:

RESUMO

A remediacédo de CO2 é um trabalho urgente e desafiador para aliviar as
mudangas climaticas globais. As microalgas sao capazes de converter eficientemente
CO2 em biomassa com potencial para desenvolver bioprodutos como os
biocombustiveis. Devido a sua estrutura porosa e alta area superficial, as nanofibras
podem ser adicionadas aos cultivos de microalgas para maximizar a captura de COa.
O desempenho das nanofibras adsorventes pode ser alterado com a adigdo de
compostos que alteram suas caracteristicas fisicas ou quimicas. A monoetanolamina
(MEA), utilizada industrialmente como absorvente quimico de CO:2 pode ser
adicionada a solugao polimérica para producado das nanofibras. Nesse contexto, o
objetivo deste estudo foi comparar a biofixacdo de CO2, produtividade e composigao
da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 cultivada sem e com nanofibras de
poliacrilonitrila com até 3% v v' de adigdo de MEA. Nanofibras uniformes com
didmetro médio de 768 nm foram desenvolvidas com até 1% de MEA. Concentracdes
maiores do absorvente quimico formaram nanofibras irregulares ou ainda
impossibilitaram a dissolugcdo do polimero. As maiores taxas de biofixagcdo de CO2 e
concentragcao de biomassa foram obtidas em cultivo com nanofibras sem MEA (327,6
mg L' d"e 3,94 gL, respectivamente). A biomassa obtida nesse cultivo apresentou
produtividade de lipidios e proteinas 2,1 e 1,7 vezes maior, respectivamente, que o
ensaio sem nanofibras. Portanto, as nanofibras de PAN atuam como adsorventes de
CO2, melhorando a biofixagdo do gas pela microalga Spirulina sp. LEB 18 que
contribui com a producao de biomassa e com o incremento de proteinas e lipidios.

Palavras-chave: Biofixag&do. Electrospinning. Monoetanolamina. Microalga.

Poliacrilonitrila.
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1 INTRODUGAO

A mudanga climatica intensificada pelo acumulo de gases de efeito estufa na
atmosfera € uma das principais preocupacoes atuais de autoridades politicas e
cientificas de todo o mundo. O Acordo de Paris, aprovado em 2015 por 195 paises,
estabeleceu metas para a redugdo das emissbes de gases de efeito estufa,
principalmente no que diz respeito a redugcdo do uso de combustiveis fosseis. A
reducdo das atividades durante a crise global do Covid-19 reduziu as emissoes
globais de CO2 em 5,8% em 2020. O maior declinio desde a crise financeira global de
2009. A demanda por petréleo e carvao diminuiu, enquanto a demanda por energia
renovavel aumentou. Apesar disso, a concentragédo média anual de CO2 na atmosfera
permaneceu elevada, chegando a 412,5 partes por milhdo. Em 2021, as emissodes
globais de CO: relacionadas a produgao de energia voltaram a crescer cerca de 4,8%
a medida que a demanda por carvao, petroleo e gas retomou o crescimento com a
recuperacao da economia (IEA, 2021). Os investidores também estdo preocupados
com o impacto que o Acordo de Paris pode ter na economia, uma vez que 0s
combustiveis fésseis sdo a principal fonte de energia para muitas industrias (BRASIL,
2016).

O cultivo de microalgas pode ser utilizado para tratamento de efluentes e
reducao de gases de efeito estufa (COSTA et al., 2019). A microalga Spirulina tem
grande capacidade de biofixagdo de CO2 e produgéo de biomassa, o que a torna ideal
para esse tipo de aplicacdo (MORAIS; COSTA, 2007). Como o metabolismo desse
microrganismo reage a mudangas no ambiente externo, as condi¢gdes de cultivo
podem ser modificadas para melhorar a captura de CO: e estimular a biossintese de
compostos (MORAIS et al., 2015). As microalgas do género Spirulina (Arthrospira)
representam mais de 30% da biomassa produzida globalmente e sdo amplamente
aplicaveis em alimentos, cosméticos, biofertilizantes e biocombustiveis (COSTA et al.,
2019).

Como a principal barreira para a producao industrial de microalgas € o custo
do meio de cultivo, estdo sendo buscadas alternativas para viabilizar essa tecnologia
industrialmente (CARVALHO et al., 2018). O CO2 puro pode ser substituido por gases
de combustdo industrial, reduzindo o custo de €247 para €68 por tonelada de CO:

(ACIEN et al., 2016). Assim, o alto retorno energético pode ser obtido pela combinacéo
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do cultivo de microalgas com processos quimicos e/ou fisicos de fixagao de CO2 (VO
HOANG NHAT et al., 2018) para obtencao de bioprodutos.

Recentemente, estudos sobre a aplicacado de nanofibras de poliacrilonitrila
(PAN) no cultivo da microalga Chlorella fusca LEB 111 mostraram que a biofixagao de
CO2 pode ser aumentada em até 57% em comparagao com o cultivo sem nanofibras
(VAZ et al., 2019b). A alta area superficial e porosidade das nanofibras proporcionam
excelente capacidade de adsorgao de gases (SUN et al., 2014). A estrutura porosa
facilita o transporte de massa principalmente em aplicacées na fase liquida, que é o
fator chave para a adsorgédo de CO:2 dissolvido no meio de cultura (BELTZUNG et al.,
2018). O polimero sintético PAN forma nanofibras com estabilidade térmica, quimica
e mecanica, tornando-as fortes e resistentes (YAN et al., 2018). As vantagens desse
polimero sao que, além da interagao fisica, a presenga de nitrogénio na estrutura
polimérica permite uma interagdo quimica favoravel com o gas, aumentando a
capacidade de adsorgédo do gas (BELTZUNG et al., 2018).

Estudos associaram a fixagdo quimica e biolégica de CO2 em busca de
melhores resultados na mitigagdo do gas (CARDIAS et al., 2018; ROSA et al., 2018).
Assim, a adsorcao fisica e a absor¢cdo quimica podem complementar os processos de
mitigagdo biologica para obter resultados ainda mais promissores em relacéo a
fixacdo de CO2. Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi comparar a biofixagéo de
COg, produtividade e composicao da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 cultivada sem

e com nanofibras de poliacrilonitrila com até 3% v v' de adi¢cdo de MEA.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 PREPARO DE SOLUGCOES POLIMERICAS PARA ELECTROSPINNING

Solugées com 10, 11 ou 11,5% (m v') de polimero PAN (150.000 g mol,
Sigma-Aldrich®, EUA) foram preparadas com solvente dimetilformamida (DMF), com
base nos estudos de Vaz et al. (2019a, 2019b). A concentracao do absorvente quimico
MEA foi de 0, 1, 2 ou 3% (v v'), para observar o efeito do absorvente quimico na
solugéo polimérica. Para solugbes contendo MEA, o PAN foi dissolvido em 90% do
volume de DMF e mantido sob agitag&o por 16 h. Em seguida, a mistura de MEA com

o volume de solvente de 10% restante foi adicionada a solugao polimérica e mantida
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sob agitacao por mais 2 h. As solugdes sem MEA foram mantidas sob agitacao por 18
h.

2.2 DESENVOLVIMENTO DAS NANOFIBRAS

O equipamento de electrospinning consistiu de uma bomba de deslocamento
positivo (Modelo KDS 100, KD Scientific, EUA) e uma fonte de alta tens&o, corrente
continua (Modelo ET 5000 CC, Electric Test Serta, Brasil). As solugdes poliméricas
foram injetadas através de capilares com didmetros de 0,55 e 0,70 mm, taxas de
alimentacao da solugéo de 400 a 800 uL h', distdncias do capilar ao coletor de 150 a
180 mm e potenciais elétricos de 15 a 23 kV. As condi¢bes para producdo de
nanofibras foram baseadas nos estudos de Vaz et al. (2019a, 2019b). Os testes foram

conduzidos a 22 + 3 °C com umidade relativa de 45 + 5%.

2.3 CARACTERIZAGAO DAS NANOFIBRAS

A forma e o didmetro das nanofibras foram determinados por microscopia
eletrénica de varredura (MEV) (JEOL JSM-6610 LV, Jap&o), onde foram realizadas
50 medicdes. Antes da analise, as amostras foram fixadas em um suporte metalico e
revestidas com ouro por meio de um diodo sputtering (Denton Vacuum 111 CARO001-
0038, EUA) (ASTM, 2010). Para avaliar a molhabilidade, o angulo de contato (©) da
agua com as nanofibras foi medido com microscopio digital Blue (x60). Uma gota de
agua foi colocada na superficie das nanofibras e o angulo de contato foi medido com
o software Surftens 3.0.

A medicdo da estabilidade térmica e solvente residual foi realizada em um
analisador termogravimétrico (TGA) (Shimadzu DTG-60, Japao) de acordo com a
metodologia descrita por ASTM (2013). A analise foi realizada em 2 a 6 mg de
amostra, de temperatura ambiente até 400 °C, com taxa de aquecimento constante
de 10 °C min' e atmosfera inerte consistindo de gas nitrogénio a uma vazéo de 30
mL min-'.

Um calorimetro de varredura diferencial (differential scanning calorimeter,
DSC) (Shimadzu DSC-60, Japao) foi usado para determinar a temperatura de fuséo
das nanofibras. Aproximadamente 4 mg de amostra foram colocados em uma capsula

de aluminio e selados com uma tampa. As amostras foram testadas sob atmosfera de
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nitrogénio com vazao de 50 mL min-!, variagcdo de temperatura ambiente até 400 °C e
taxa de aquecimento de 10 °C min-'. A temperatura de fus&o foi determinada a partir

da temperatura de fusdo de pico mostrada na curva DSC (ASTM, 2014).

2.4 CONDIGOES DE CULTIVO E DETERMINACOES ANALITICAS

O microrganismo utilizado foi a microalga Spirulina sp. LEB 18 obtida da
colecao de culturas do Laboratério de Engenharia Bioquimica (LEB) da Universidade
Federal do Rio Grande (FURG, Rio Grande, RS, Brasil). Os ensaios foram realizados
em fotobiorreatores tubulares verticais de 1,8 L (volume util de 0,9 L) com
concentragdo inicial de biomassa (Xo) de 0,2 g L™*. O meio de cultivo utilizado foi o
Zarrouk (1966) sem fonte de carbono, composto por (g L'): K2PO4 (0,5), NaNOs (2,5),
K2SO4 (1,0), NaCl (1,0), MgS04.7H20 (0,2), CaClz (0,04), FeS0O4.7H20 (0,01), EDTA
(0,08), solugédo de micronutrientes (1,0 mL L") e solugdo metalica (1,0 mL L"). Os
ensaios foram realizados em duplicata em estufa de cultivo a 30 °C, fotoperiodo de 12
h claro/12 h escuro, iluminagdo de 41,6 YE m=2 s, agitagdo promovida por ar
comprimido (MORAIS; COSTA, 2007) e tempo de cultivo de 21 d.

As nanofibras adsorventes foram adicionadas na concentragdo de 0,2 g L™
dispersas livremente no meio de cultivo (FIGURA 1). O ensaio controle foi realizado

sem as nanofibras para comparagéo.

FIGURA 1- NANOFIBRAS DISPERSAS NA SUPERFICIE DO CULTIVO NO FOTOBIORREATOR

==

mp Nanofibras

Fonte: O Autor (2022)
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A concentragdo de carbono inorganico dissolvido (CID, mg L") no meio foi
determinada a cada 72 h a partir da medigcao da alcalinidade total (titulagdo com HCI)
e pH, que sao relacionados pelas equagdes do balango de carbono no meio (ROSA
et al., 2015).

As nanofibras foram retiradas do meio de cultura ao final dos experimentos e
secas em estufa com circulagdo de ar a 50 °C até peso constante. Apds a secagem,
as nanofibras foram pesadas e a biomassa retida (biomassaretida, g) foi calculada pela
Equagdo 1, onde a nanofibrasnai (g) € a massa das nanofibras com biomassa
microalgal aderida e nanofibrainicial (g) € @ massa das nanofibras adicionadas no inicio
do cultivo. A partir desses dados, a concentragéo final de biomassa microalgal (Xfinal,
g L") foi calculada pela Equagdo 2, onde Xespectrofotometro (g L) € @ concentragdo de
biomassa no ultimo dia de cultivo obtida por leituras espectrofotométricas e Viinal € 0

volume de cultivo no final do experimento (L).

biomassa,eiiga= hanofibrag,,-nanofibrai,igial Equacéo 1

Xfinal=Xespectrofot6metro+ (biomassaretida/vfinal) Eq uagéo 2

A produtividade de biomassa final foi calculada (Pfinal, mg L™ d-') (Equacgéo 3),
onde Xiinal (g L™') € a biomassa no tempo final de cultivo (tinal, d) € Xo é a concentragéo
de biomassa inicial no dia zero (to, d); e entado, foi calculada a taxa de biofixagcao de
CO2 (TB, mg L' d') (Equagéo 4), onde xcom € a fragdo massica do carbono na
biomassa, considerada aproximadamente 0,5 (CARDIAS et al., 2018), e Mco2 e Mc

sdo os massas molares de COz e carbono, respectivamente.

Pfinai= Kfinai-Xo)/ (thina-to) Equacéo 3

TB=P¥inat- Xcom- (Mco2/Mc) Equagéo 4

2.5 RECUPERACAO DE BIOMASSA E DETERMINACAO DE BIOMOLECULAS

A biomassa produzida foi recuperada do meio de cultura ao final dos ensaios

por centrifugagcédo (Hitachi Himac CR-Glll, Japdo) a 15200 g e 20 °C por 20 min,
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ressuspendida em agua destilada e centrifugada novamente nas mesmas condicoes.
Apos centrifugagao, a biomassa recuperada foi congelada a -80 °C, liofilizada por 48
h e armazenada até a caracterizacédo (ROSA et al., 2018).

A determinagdo de carboidratos e proteinas foi realizada nos extratos de
biomassa obtidos por ruptura celular em sonda ultrassénica (COLE PARMER CPX
130 - lllinois - EUA). O teor de carboidratos foi quantificado pelo método fenol-sulfarico
de Dubois et al. (1956) utilizando curva padrao de glicose. A concentragao de proteina
foi determinada pelo método colorimétrico usando curva padréao de albumina de soro
bovino (LOWRY et al., 1951). A determinagao da concentragéo lipidica foi baseada na
extracdo dos lipidios polares e apolares usando solventes cloroféormio e metanol
(FOLCH et al., 1957).

A produtividade de proteinas (Pproteinas, mg L' d), carboidratos (Pcarboidratos,
mg L' d") e lipidios (Piipidios, mg L' d-) foi calculada multiplicando-se Pfinal (mg L' d")
com a concentragdo massica da biomolécula de interesse (gmacromolécula Gbiomassa™)
(ROSA et al., 2018).

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados apresentados foram comparados por analise de variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Tukey ao nivel de confianca de 95% no software
Statistica 8.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE NANOFIBRAS DE PAN

As condigdes da solugao polimérica e os parametros do electrospinning com
0s respectivos diametros obtidos nas nanofibras desenvolvidas sdo mostrados na
TABELA 1. Nanofibras uniformes foram obtidas com 11,5% (m v') de PAN, com
diametro do capilar de 0,55 mm, taxa de alimentagdo de 800 uyL h-', distancia do
capilar ao coletor de 180 mm e potencial elétrico de 25 kV com 1% v v'' de MEA
(amostra N5) e sem MEA (amostra N6) (FIGURA 2). Estas condigdes foram escolhidas
para produzir nanofibras com didmetros de aproximadamente 700-800 nm e utilizadas

nos testes subsequentes no cultivo da microalga.



TABELA 1- DIAMETROS MEDIQS DAS NANOFIBRAS (Dnanofibra) DESENVOLVIDAS COM
VARIACAO NA CONCENTRACAO DE POLIMERO PAN (Cpan), CONCENTRACAO DE MEA (Cwen),
TAXA DE ALIMENTACAO (TA) E DIAMETRO CAPILAR (Dcapilar).

45

Amostra Gy Ghwv) (L) ey o

N1 10 1 400 0,55 404 £ 0,08
N2 10 1 500 0,55 529 + 0,07
N3 10 2 500 0,70 540 + 0,08
N4 11 2 500 0,55 444 + 0,05
N5 11,5 1 800 0,55 768 £ 0,11
N6 11,5 0 800 0,55 793 £ 0,08

AS

PELO PROCESSO DE ELECTROSPINNING

S N2

As demais condigdes (amostras N1 a N4) ndo foram utilizadas devido a

presenca de granulos (pontos brancos) que tornavam as nanofibras n&o uniformes. A

formagao de granulos pode ocorrer quando o emaranhamento molecular das cadeias

poliméricas aumenta. Com maior concentracdo de polimero, fibras regulares sao

produzidas porque as forgas viscoelasticas de emaranhamento predominam e
suprimem a prevaléncia de instabilidade capilar (MATULEVICIUS et al., 2016). Os

didmetros observados nestas amostras descartadas foram de aproximadamente 400

nm, mas continham granulos com didmetros maiores que 1 um. A concentragdo de
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polimero na solugao deve ser adequada para obter um jato uniforme. Segundo Kirecci
et al. (2011), solugbes com até 8% m v' de PAN formaram fibras finas com muitos
granulos, e o limite minimo de polimero para produgéo de nanofibras sem granulos foi
de 10% m v' usando potenciais elétricos de 1,5 a 4,0 kV cm™'. A adigdo de 3% v v
de MEA na solucdo polimérica ndo permitiu a dissolugdo completa do polimero, nao
sendo possivel utiliza-la para produzir nanofibras.

Vaz et al. (2019a) desenvolveram nanofibras uniformes e com didmetro de
aproximadamente 689 nm, para adsor¢ao de CO2 em cultivo de microalgas, com 10
% m v' de PAN em solvente DMF, potencial elétrico de 25 kV, taxa de alimentagao
de 500 pL h', distancia do capilar ao coletor de 14 cm e didmetro do capilar de 0,70
mm. Segundo os autores, a adi¢gdo de 4% (m v') de nanoparticulas de Fe203 a
solugcado polimérica reduziu o didmetro das nanofibras para 434 nm. No presente
estudo, mais de 60% das nanofibras sem MEA apresentaram didmetros entre 700 e
800 nm (FIGURA 3A). A adicdo de MEA a solugao reduziu ligeiramente o diametro
das nanofibras, com aproximadamente 60% das nanofibras produzidas entre 600 e
750 nm (FIGURA 3B).

FIGURA 3- DISTRIBUICAO DO DIAMETRO (FREQUENCIA RELATIVA, %) E DIAMETRO MEDIO
(Dm, nm) DAS NANOFIBRAS DE PAN SEM MEA(A) E COM 1% (v v'') DE MEA (B).
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30
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@
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A analise do angulo de contato (©) realizada nas nanofibras com 11,5% (m v
) de PAN com 0 e 1% (v v'') de MEA mostrou que ©=0°. A gota de agua espalhou-se
instantaneamente sobre a superficie da nanofibra, confirmando o carater hidrofilico
das nanofibras de PAN, independentemente da adicdo de MEA. As propriedades

hidrofilicas do polimero PAN s&o fornecidas pelo grupo ciano (CN), que é polar
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(PANDA; DE, 2015). Além disso, parametros de processamento como a concentragcao
do polimero influenciam a morfologia e as propriedades das nanofibras e podem
acentuar sua polaridade (MOGHADHAM; HASANZADEH, 2013). As membranas
hidrofilicas sofrem menos incrustacéo e sao altamente atraidas pela agua, mas nao
sao solubilizadas, reduzindo a barreira fisica as macromoléculas que sao adsorvidas
a superficie (AZIZO et al., 2017). A alta hidrofilicidade das nanofibras neste estudo é
interessante. Essa caracteristica garante a estabilidade do nanomaterial em contato
com o liquido, podendo o nanomaterial adsorver o CO2 dissolvido no meio de cultura,
mantendo-o disponivel para a microalga por mais tempo.

A analise de TGA mostrou que nao restaram vestigios do solvente usado na
solugao polimérica, pois o ponto de ebulicido do DMF é 153 °C e ndo houve mudancga
visivel nas curvas proximas a essa temperatura. A temperatura maxima de
degradacéao (Tmd, °C), temperatura inicial de degradacgéao (Tid, °C) e temperatura final
de degradacao (Trw, °C) das nanofiboras com e sem MEA foram semelhantes,
mostrando que as nanofibras sdo termicamente estaveis até aproximadamente 312
°C (TABELA 2).

TABELA 2- TEMPERATURA DE FUSAO (Tm, °C), ENTALPIA (H, J g'), TEMPERATURA MAXIMA
DE DEGRADAGCAO (Tmd, °C), TEMPERATURA INICIAL DE DEGRADACAO (T4, °C) E
TEMPERATURA FINAL DE DEGRADAGAO (T, °C) DO POLIMERO PAN, ABSORVENTE QUIMICO
MEA E NANOFIBRAS PRODUZIDAS COM 11,5% (m v'') DE PAN E 0 OU 1% (v v'') DE MEA.

Amostra Tm H Tmd Tia Tra
PAN 325,8 4071 327,8 3191 334,8
MEA* 89,3 185,4 133,0 89,7 148,3
Nanofibras Tm H Tmd Tia Tra
0% MEA 296,7 382,0 317,6 312,7 320,4
1% MEA 298,9 423,4 319,6 315,6 322,6

*Valores de MEA retirados de Wei et al. (2019)

A temperatura maxima de degradacao das amostras foi de aproximadamente
320 °C, o que indica estabilidade térmica mesmo com a adicao de MEA na solugcao
polimérica. O PAN & um polimero amorfo que apresenta pontos de degradagdo em
aproximadamente 330 e 430 °C e é frequentemente incorporado a outros polimeros

como suporte para melhorar a estabilidade térmica dos materiais (MAPAZI et al.,
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2018). O cultivo de microalgas é realizado em temperaturas mais amenas. Os cultivos
indoor, em geral, sao realizados a 30 °C, e nos cultivos outdoor a temperatura pode
variar de 10 a 50 °C, com cepas termotolerantes, dependendo do local e da época
(PIRES et al., 2012). Dessa forma, a estabilidade térmica das nanofibras é
interessante quando s&o projetadas para serem utilizadas em cultivo ao ar livre, em
larga escala, sem controle de temperatura, que € o método mais utilizado para mitigar
0s gases de efeito estufa.

MEA mostra dois picos na analise de DSC, um pico exotérmico a 120 °C e um
pico endotérmico a 320 °C, com temperatura de fusao de 89,3 °C (WEI et al., 2019).
O polimero PAN mostra um pico exotérmico acentuado a aproximadamente 290 °C
devido a reagdes de ciclizagao, liberando grande quantidade de calor em pouco tempo
(FLEMING et al., 2014). As nanofibras apresentam temperaturas superiores as do
MEA puro, mas inferiores as do PAN. Isso demonstra que ao formar nanofibras, os
materiais sofrem modificacdes, e a adicdo de MEA altera essa estrutura, elevando
todas as temperaturas em pelo menos 2 °C, além da diferenga de entalpia, o que

demonstra maior estabilidade a perda de massa.

3.2 EFEITO DAS NANOFIBRAS NO CRESCIMENTO E COMPOSICAO DE Spirulina
sp. LEB 18

As nanofibras foram distribuidas na superficie do cultivo, e parte da biomassa
microalgal aderiu as fibras. Vaz et al. (2019b) utilizaram uma tela de ago inoxidavel
como suporte para as nanofibras dentro da cultura, a fim de reduzir a "perda" da
biomassa que ficou retida na nanofibra. No entanto, o contato reduzido entre a
microalga e a nanofibra dificultou a utilizacdo do gas aprisionado no adsorvente,
reduzindo os parametros cinéticos e de biofixacdo em relagédo ao cultivo sem o
suporte.

Observamos que nanofibras podem ser inseridas no cultivo, obtendo aumento
no crescimento da microalga Spirulina sp. LEB 18. Os melhores resultados de Xfinal
(3,95 g L") e Prina (178,7 mg L' d'") foram obtidos nos ensaios com nanofibras sem
MEA (TABELA 3). Em estudos de Groberhode et al. (2017), com o crescimento de
Chlamydomonas reinhardtii em superficies compostas por PAN foi observado que o
polimero n&o € toxico para os microrganismos, pois seu crescimento nao € alterado.
Outros autores (VAZ et al., 2019b) cultivaram Chlorella fusca LEB 111 em
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fotobiorreatores erlenmeyer de 0,5 L a 25 °C, com 0,3 g L*' de nanofibras 10 % (m v-
) de PAN + 4% (m v') de nanoparticulas de Fe203, obtendo maxima concentragao
de biomassa de 0,94 g L' e produtividade de biomassa de 48,8 mg L' d-'. Os autores
afirmam que a adicédo de nanofibras aumentou a concentragdo de biomassa e a
produtividade em relagao ao cultivo sem nanomateriais, confirmando os resultados do
presente estudo.

O cultivo com nanofibras contendo MEA n&o apresentou diferenca
significativa quanto a Xmax € Pmax do cultivo sem nanofibras. A concentragéo de
biomassa no ensaio com nanofibras sem MEA foi 23% maior do que no ensaio com
nanofibras com MEA. Spirulina sp. LEB 18 nas mesmas condi¢cdes de temperatura,
luminosidade e concentracao inicial de biomassa do presente estudo, pode crescer
na presencga de até 0,41 mmol L' de MEA (equivalente a 25 mg L") (ROSA et al.,
2015). A concentragdo de MEA dos ensaios do presente estudo foi de 2 mg L, de
acordo com a concentracdo de nanofibras adicionadas, valor 10 vezes menor que o

maximo tolerado pela microalga de acordo com Rosa et al. (2015).

TABELA 3- CONCENTRAGCAO DE BIOMASSA (Xinal), PRODUTIVIDADE DE BIOMASSA (Pfinal),
TAXA DE BIOFIXAGAO DE CO2 (TB), CONCENTRAGAO DE BIOMOLECULA (Cproteinas, Ccarboidratos €
CLipl’dios) E PRODUTIVIDADE DE B|OMOLECULAS (PProteinas, Pcarboidratos € PLipidios) EM ENSAIOS COM
E SEM NANOFIBRAS.

Parametros Sem nanofibras Nanofibras 0% MEA  Nanofibras 1% MEA
Xinal, g L1 3,39 £ 0,08° 3,95 + 0,082 3,22 £0,10°

Pfinal, mg L™ d! 151,8 £ 3,7° 178,7 + 3,92 143,6 + 4,7°

TB, mg L' d" 278,4 +6,9° 3276 +7,6° 263,2 + 8,6°

Crroteinas, % m m-" 52,4 + 4,86° 59,3 + 4,952 58,6 + 3,152
Ccarboidratos, %o m m’! 19,8 £ 5,752 12,1 +3,32° 10,2 + 1,84

Clipidios, % m m""! 7,74 £0,27° 10,9 £ 0,622 10,3 + 0,86

Peproteinas, Mg L™ d”! 239,9 + 11,3¢° 404,0 £ 16,22 296,3 + 10,5°
Pcarboidratos, Mg L d’ 74,1 £ 6,6° 68,8 + 5,9° 52,3+4,5°

PLipidios, ng L™ d! 35,8 +1,2° 76,6 + 4,42 53,2 +4,4°

Média + desvio padrao. Letras sobrescritas idénticas na mesma linha indicam que as médias nao
diferem significativamente ao nivel de confianga de 95% (p=0,05).
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Cardias et al. (2018), adicionaram 0,41 a 3,28 mmol L-!' de dietanolamina
(DEA) e K2COs3 no cultivo de Spirulina sp. LEB 18. Os autores observaram que a maior
concentracdo de absorventes quimicos inibe o crescimento e a produtividade das
microalgas. O cultivo com adi¢do da mistura de 1,64 mmol L' de DEA com 0,41 mmol
L-" de K2CO3 apresentou maiores Xmax (2,10 g L") e Pmax (1,74 g L' d'). No presente
estudo, foi obtida produtividade de biomassa semelhante, porém, a concentracéo de
biomassa foi 1,9 vezes maior. Assim, acredita-se que o COz2 se ligue quimicamente
aos grupos nitrogenados do MEA presentes nas nanofibras e ndo apenas fisicamente
como nas nanofibras sem MEA. Dessa forma, ocorre uma ligagao mais forte que nao
permite que o COz2 seja liberado para o meio e fique disponivel para as microalgas. A
interacdo quimica favoravel entre grupos de nitrogénio e CO2 ocorre devido a
polaridade da superficie das interagdes acido-base e dipolo-quadrupolo (BELTZUNG
et al., 2018).

O ensaio com nanofibras sem MEA apresentou a melhor taxa de biofixagdo
de CO2 de 327 mg L' d*', compativel com o aumento da concentragdo de carbono
inorganico dissolvido (CID) (FIGURA 4). Aumento na taxa de biofixagdo de até 2 vezes
para a microalga Chlorella fusca LEB 111 em fotobiorreatores tubulares foi observado
com a adigao de até 0,3 g L de nanofibras de PAN contendo nanoparticulas de Fe203
(VAZ et al., 2020).

FIGURA 4- VARIAGAO DO pH (SIMBOLO NAO PREENCHIDO) E CONCENTRAGAO DE CARBONO
INORGANICO DISSOLVIDO (CID, mg L") (SIMBOLO SOLIDO) NO MEIO DE CULTIVO DE Spirulina

sp. LEB 18 SEM NANOFIBRAS (0, m), COM NANOFIBRAS COM 0% (v v'') DE MEA (0, @), E COM
NANOFIBRAS COM 1% (v v-') DE MEA (A, A).
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Nos primeiros dias de cultivo, a concentragdao de CID diminuiu devido ao
aumento do pH do meio. Durante o crescimento de microalgas, o consumo de carbono
dissolvido no meio de cultura provoca esse aumento de pH (DEAMICI et al. 2019). O
pH influencia a transferéncia de massa de CO: para a fase liquida e, em condicdes
tipicas de cultivos de microalgas, a melhor taxa de transferéncia ocorre em pH 8. Com
o decorrer do cultivo, o CID tende a aumentar devido a absorcédo de CO2, enquanto o
pH diminui (DE GODOS et al., 2014) devido a formacédo de espécies HCOs e a
liberagao de ions H* (BAO et al., 2012).

O CID varia de acordo com o pH do meio. Em todos os ensaios, a maior
concentracao de CID ocorreu no 15° dia de experimento, onde os valores de pH foram
mais proximos de 8. Apenas os estudos de Vaz et al. (2019b) relataram aumento no
CID com a adigao de nanofibras de 10% (m v-') de PAN + 4% (m v-') de nanoparticulas
de Fe20s3. Os autores associam o maior acumulo de CID com o melhor crescimento
da microalga Chlorella fusca LEB 11, porque mais carbono esta disponivel para a
consumo. Rosa et al. (2022) observaram valores de pH mais baixos (entre 7,0 e 8,4)
em Spirulina sp. LEB 18 cultivada com MEA. Esta faixa de pH nao ¢é ideal para esta
espécie de microalga, mas é de se esperar quando o CO2 é usado como fonte de
carbono. A concentragdo de MEA utilizada pelos autores (0,1 a 0,41 mmol L") eleva
o valor de CID até aproximadamente 220 mg L' no 15° dia de ensaio.

A biomassa de Spirulina sp. LEB 18 cultivada com adi¢cao de nanofibras, com
0 e 1% de MEA, apresentou maior teor de lipidios e proteinas e reducdo na
concentragdo de carboidratos em comparagdo com a biomassa cultivada sem
nanofibras (TABELA 3). O teor de lipidios aumentou aproximadamente 3%, e o teor
de proteinas aumentou 6% nos cultivos com nanofibras em relagédo ao controle. O
aumento do teor de lipidios pode ocorrer por estresse celular ou por aumento do CID,
o que leva a uma menor relagao nitrogénio/carbono (N/C) no meio (VAZ et al., 2020)
e, consequentemente, menor produgao de proteinas.

No presente estudo, no cultivo com adicdo de nanofibras, houve maior sintese
de lipidios e proteinas em paralelo. Ambos os incrementos podem ser resultado da
manutencao da relacdo N/C no nivel ideal (DIANURSANTI; SANTOSO, 2015). Além
disso, o aumento do teor de proteina pode estar relacionado ao aumento da
concentracao celular (MORAIS et al., 2019), como observado no presente estudo. As
nanofibras, atuando como adsorventes de CO2, podem regular a disponibilidade de

nutrientes no meio e manter a relagdo N/C, facilitando o aumento de proteinas
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concomitante a formagao de compostos ricos em carbono, como os lipidios. Comitre
et al. (2021) obtiveram aumento da concentragao de lipidios de 62,8% na cultura de
Chilorella fusca LB 111 com a dupla renovagao das nanofibras no 7° e 15° de cultivo
que, segundo os autores, ocorreu devido a maior concentracdo de carbono disponivel
no meio.

Vaz et al. (2019b) observaram aumento apenas na concentracdo de
carboidratos de Chlorella fusca LEB 111 cultivada com 0,1 g L de nanofibras com
10% (m v-') de PAN + nanoparticulas de Fe203. Os autores associaram ao aumento
do carbono inorganico disponivel no meio devido ao desempenho das nanofibras
como adsorventes de CO2. Dependendo das condigcdes ambientais, as células podem
preferir sintetizar lipidios em vez de carboidratos como reserva energética, reduzindo
assim a concentragao de um contra o aumento do outro (LARI et al., 2016), o que
corrobora os resultados obtidos no presente estudo. Os valores de carboidratos e
lipidios sdo semelhantes aos relatados por Rosa et al. (2016) para a mesma cepa de
microalga cultivada com 0,41 mmol L' de NaOH (11 e 11,1% m m™', respectivamente)
e superiores a adigdo de 0,41 mmol L' de MEA (8,5 e 9,4% m m™', respectivamente).

O aumento de lipidios geralmente ocorre em condi¢cdes de estresse, 0 que
dificulta a obtencdo simultdnea de alta produtividade de biomassa e producdo de
lipidios (POH et al., 2020). Em cultivos semi-continuos de Spirulina sp. LEB 18, Rosa
et al. (2015) observaram que a adigao de 0,2 mmol L' de MEA a cada renovagao de
nutrientes do meio n&o teve efeito sobre a concentracéo de lipidios, mas aumentou a
concentragéo de carboidratos e proteinas na biomassa. Os autores relataram 44,4%
m m-' de proteinas, 28,2 m m™' de carboidratos e 8,3% m m de lipidios na biomassa
final.

Observando a produtividade das macromoléculas, que € uma analise
quantitativa mais realista, pois considera a concentragdo das macromoléculas e a
produtividade da biomassa (ROSA et al., 2018), a diferenga entre os resultados é
exaltada. O ensaio com nanofibras 0% de MEA produziu 1,7 vezes mais proteinas
(Pproteinas de 404 mg L' d '), 2,1 vezes mais lipidios (PLipidies de 76,6 mg L' d'') que o
ensaio sem nanofibras (p < 0,05), e produtividade de carboidratos equivalente (p =
0,05) nos 3 ensaios (Pcaroidratos aproximadamente de 68 mg L' d1).

As proteinas sdo macromoléculas de grande interesse industrial, pois podem
atuar como transportadores de membranas, reguladores de processos metabdlicos,

enzimas e alguns aminoacidos podem ser precursores de hormdnios, vitaminas e
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outras biomoléculas (MANFREDINI et al., 2020). Estudos com adigdo de 100 mg L™
de MEA no cultivo de Chlorella fusca LEB 111 mostraram aumento na concentracao
de lipidios, mas ndo na PLipidics €m relagédo ao ensaio controle (ROSA et al., 2018).
Segundo os autores, fatores externos podem causar estresse, reduzindo a producao
de biomassa e aumentando a produgdo de compostos de reserva. No presente
estudo, ndo foi observada reducdo na produtividade de biomassa no ensaio com
nanofibras 0% MEA. No entanto, o ensaio com nanofibras 1% MEA apresentou
concentracdo de biomassa igual ao controle (p < 0,05), o que reduz o valor da
produtividade das macromoléculas. No entanto, o ensaio nanofibras 1% MEA
apresentou Peproteinas € Plipidos maiores que o controle (23 e 51% maiores,
respectivamente).

Spirulina ¢ uma fonte potencial de biocompostos de alto valor agregado,
principalmente proteinas, vitaminas, minerais e acidos graxos. Os hidrolisados
proteicos de Spirulina podem conter peptideos com atividade antioxidante estavel,
promissores para o desenvolvimento de alimentos funcionais (PEREIRA et al., 2018).
As proteinas também podem ser aplicadas nas industrias cosmética, farmacéutica, de
alimentagcdo humana e de ragdo animal. Em geral, os lipidios de Spirulina sao
formados, predominantemente, por acidos graxos de 16 e 18 carbonos, considerados
essenciais, mas nao produzidos pelo organismo, precursores de horménios e
neurotransmissores. Eles precisam, portanto, ser adicionados a dieta de humanos e
animais (MORAIS et al., 2019).

Estes resultados mostram a possibilidade de cultivar Spirulina sp. LEB 18 com
adicdo de nanofibras para a sintese de moléculas de interesse comercial, como
lipidios e proteinas, mantendo alta produtividade de biomassa, além do importante
papel das microalgas na biofixacdo de CO2. Devido a sua versatilidade e uso
comercial crescente (PERSANO et al., 2013), as nanofibras podem ser aplicadas
como solugdes ambientais e biotecnolégicas. Conforme apresentado neste estudo, as
nanofibras podem ser utilizadas na adsor¢cao de CO2 concomitante a biofixacdo do
gas e producao de biomassa de microalgas. Por sua vez, de acordo com Costa et al.
(2019), a produgao de biomassa de microalgas ocorre comercialmente como um ciclo,
onde a biomassa é convertida em diversos bioprodutos e produz energia. Assim, todas
as fracoes de biomassa podem ser utilizadas; por exemplo, carboidratos podem ser

na producao de bioetanol (CARDIAS et al., 2020), lipidios na producao de biodiesel



54

(MORAIS et al., 2018) e proteinas para obtencao de peptideos (PEREIRA et al., 2018)
ou racao animal (BLEAKLEY; HAYES, 2017).

4 CONCLUSAO

As nanofibras de PAN com 0 e 1% de MEA apresentaram didmetro menor que
800 nm. A maior taxa de biofixagdo de CO2 (327,6 mg L' d") foi obtida no cultivo de
Spirulina sp. LEB 18 com nanofibras de PAN sem MEA. A produtividade de lipidios e
proteinas no cultivo com nanofibras aumentou 2,14 e 1,7 vezes, respectivamente, em
relagdo ao cultivo controle, o que foi relacionado ao efeito de adsor¢cédo de CO2 dos
nanomateriais. As nanofibras como adsorventes de CO2 no cultivo de microalgas
podem ajudar a mitigar esse gas de efeito estufa, tornando o processo mais eficiente
enquanto se obtém biomassa e biomoléculas, fechando um ciclo comercial e

energético.
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CAPIiTULO 1l

ARTIGO II: ANALISE GLOBAL DA DEMANDA E UTILIZAGAO DE CO; EM
CULTIVO DE MICROALGA EM REATOR RACEWAY EM ESCALA PILOTO

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a demanda de CO2 em reator raceway em
escala piloto (80 m?) em fungdo das condigdes ambientais. Os resultados
demonstraram que a demanda de CO: é fungao direta da produtividade da biomassa,
sendo principalmente fungdo da radiacdo solar e da temperatura. A demanda de
carbono variou de 7 a 20 g m2-d"' do inverno ao verao, e de 0,0 a 0,06 Lco2 m?-min-"!
da noite ao meio-dia. Neste projeto, os resultados demonstram que o fosso
adequadamente projetado permitiu transferir de forma otimizada o carbono (CO2) da
fase gasosa para a fase liquida. Mais de 80% de eficiéncia foi medida
independentemente das condicbes ambientais. No entanto, a fixagcdo de CO2 pela
biomassa variou de 49 a 69%. As maiores perdas corresponderam ao carbono
inorganico removido com o sobrenadante e a descarbonizagdo no canal,
representando até 35% do total de carbono fornecido. Ao comparar os valores
experimentais com os obtidos no modelo, confirmou-se que foi injetado mais CO2 do
que o esperado para ajustar o pH do cultivo. Assim, o modelo pode ser utilizado para
analisar o consumo de CO2 de qualquer raceway, bem como otimizar as condi¢cdes de
operacao para reduzir seus custos de produgao.

Palavras-chave: CO2. Condigdes ambientais. Microalga. Raceway. Radiagao solar.

Temperatura.
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1 INTRODUGAO

As microalgas sao capazes de fornecer inumeros compostos e com grande
variedade de aplicagdes: desde nutracéuticos ou alimentos funcionais, até tratamento
de efluentes e reducdo de CO2 (ARAUJO et al., 2021). Esses microrganismos podem
assimilar diferentes fontes de carbono inorganico (CO2, HCO3") e transforma-los em
moléculas organicas complexas, como proteinas, carboidratos e &acidos graxos
(CHANG et al., 2016). A producdo de microalgas requer uma grande quantidade de
carbono inorganico. De acordo com a equagdo basica da fotossintese, sao
necessarios até 1,8 kg de CO2 para produzir 1 kg de biomassa de microalgas. Se
produzido usando o ar ambiente como fonte de carbono, a produtividade maxima que
pode ser alcangada usando reatores raceway é em torno de 5 g-m?2-d’
(SUTHERLAND et al., 2014). Este valor € muito inferior a produtividade maxima de
biomassa do reator industrial, que pode chegar a até 30 g-m-2-d-' quando CO2 puro é
introduzido no sistema sob demanda (QUIROZ-ARITA et al., 2020).

Tanto a produtividade da biomassa quanto a eficiéncia de utilizacdo do CO:
dependem das caracteristicas do reator (projeto e condi¢gdes operacionais) e fatores
ambientais (radiacdo solar e temperatura). Mais de 95% da produgdo de algas do
mundo é realizada usando reatores raceway. As principais razdes incluem seus baixos
custos de construcao, facilidade de ampliagao e baixos requisitos energéticos (CAIA
et al.,, 2018). Esses reatores apresentam algumas limitagdes, como alto risco de
contaminacao e baixa produtividade, esta ultima atribuida ao uso ineficiente da luz
(BARCELO-VILLALOBOS et al., 2019a) e falta de controle eficiente das variaveis.

A producao de biomassa em condi¢bes externas € funcdo de mudangas nas
condigbes ambientais, como temperatura e radiagdo solar (MEHAR et al., 2019). A
variavel mais facilmente controlada em reatores raceway € o pH, geralmente
controlado por injecao de CO2 sob demanda. Para otimizar a eficiéncia de utilizagao
de CO2, a transferéncia de massa da fase gasosa para a fase liquida deve ser
suficiente para satisfazer as exigéncias das culturas (SANTOS et al., 2016). Em
reatores raceway, a profundidade da cultura geralmente varia entre 0,15 e 0,30 m. O
tempo de residéncia do gas injetado na cultura esta negativamente correlacionado
com a profundidade das culturas e a capacidade de transferéncia de massa do
sistema (DE GODOS et al.,, 2014; PAWLOWSKI et al., 2014). Para resolver este
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problema, diferentes sistemas de injecdo de CO: tém sido propostos, sendo a
utilizacdo de fosso o mais amplamente implementado. Essa estratégia permite
aumentar o tempo de residéncia dos gases na cultura, assim, maior quantidade total
de CO:: é transferida para o liquido. Embora o uso de reatores raceway com fosso seja
uma pratica comum, o numero de estudos avaliando seu desempenho em larga escala
€ muito limitado. Além disso, o efeito das condigcbes ambientais na demanda de CO2
das culturas de microalgas raramente é relatado.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de utilizagao de CO2 em reator
raceway em fungao das variagbes horarias e anuais dos parametros da cultura e

comparar as respostas com modelos matematicos previamente existentes.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MICRORGANISMO E MEIO DE CULTIVO

A microalga utilizada neste estudo foi Scenedesmus almeriensis (CCAP
276/24), que é uma cepa altamente produtiva e robusta que mostrou potencial para
ser produzida em larga escala (MORILLAS-ESPANA et al., 2020). O meio de cultura
utilizado foi Mann & Myers (FERNANDEZ et al., 2012), formulado com fertilizantes
(g'L"): K2POs4 (0,14), MgSOs (0,18), NaNOsz (0,9), e 0,02 Karentol® (Kenogard,

Barcelona, Spain), composto por boro, cobre, ferro, manganés, molibdénio e zinco.

2.2 PRODUCAO DE BIOMASSA

A producédo de biomassa foi realizada em reator raceway em escala piloto
(FIGURA 1) localizado nas instalagdes do IFAPA (Instituto Andaluz de Investigacion y
Formacion Agraria, Pesquera, Alimentaria y de la Produccion Ecologica, Almeria,
Espanha). O reator € composto por dois canais de 40 m de comprimento e 1,0 m de
largura conectados por curvas de 180°, com area total de 80 m2. O reator foi equipado
com um fosso de 0,65 m3 (1 m de didmetro x 1 m de profundidade) localizado 1,8 m a
jusante das pas. Os canais foram confeccionados em polietileno de baixa densidade

de 3 mm de espessura enquanto as curvas e fossa foram feitas de polietileno de alta
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densidade de 3 mm de espessura. A mistura do cultivo foi realizada por pas de aco
inoxidavel com diametro de 1,5 m acionada por motor elétrico (W12 35 kW, 1.500 rpm,
Ebarba, Barcelona, Espanha) com reducdo de engrenagem (WEB Iberica, S.A.,
Barcelona, Espanha). A velocidade das pas foi controlada com inversor de frequéncia
(CFW 08 WEB Ibérica, S.A., Barcelona, Espanha) e mantida constante a velocidade
de 0,2 m's™. A carbonatagao foi realizada no fosso, onde o CO2 puro foi injetado
usando trés placas difusoras de membrana localizadas na parte inferior (AFD 270,

EcoTec, Espanha).

FIGURA 1- (A) ESQUEMA DO REATOR (VISTA SUPERIOR E LATERAL). (B) IMAGEM DO
RACEWAY UTILIZADO DURANTE OS EXPERIMENTOS, LOCALIZADO NO CENTRO DE
PESQUISA IFAPA EM ALMERIA (ESPANHA)

40m

|
(::::::: 1m
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O indculo foi produzido utilizando fotobiorreator tubular de 3,0 m3 sob
condigbes controladas de pH, temperatura e concentracdo de oxigénio dissolvido.
Para inoculagdo, 5 m3 de meio de cultura fresco foram introduzidos no reator seguido
de 3 m3 de indculo. Finalmente, o reator raceway foi completado com meio fresco até

a profundidade de cultivo de 0,14 m (volume total de 11,85 m3). A concentragéo inicial
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de biomassa foi de 0,2 g-L'. O reator foi operado em modo descontinuo até atingir
concentragdo de biomassa de 1,0 g L"'. Em seguida, o reator foi operado em modo
semi-continuo com taxa de diluigdo de 0,2 d”', ideal para reatores raceway no sul da
Espanha (MORILLAS-ESPANA et al., 2020). A evaporagéo foi compensada pela
adicao diaria de agua fresca e o reator foi operado 24 horas por dia.

A temperatura da cultura nao foi controlada e variou conforme a temperatura
ambiente e a radiagao solar. O pH 8,0 foi mantido constante por injecdo sob demanda
de CO:2 puro no fosso durante o dia (MORALES-AMARAL et al., 2015). A vazéao de
CO2 foi monitorada por medidores de vazao (PF3W SMC, Alemanha) e regulada por
valvulas solendides On/Off, ativadas automaticamente a partir de um Controle
Supervisoério e Aquisicdo de Dados (SCADA). O reator foi equipado com sondas de
pH e temperatura (pH5083T, Crison, Espanha), conectadas a um multimetro (MM44,
Crison, Espanha) e software (LabView, National Instruments) para aquisicdo e
controle de dados.

Os dados foram obtidos de trés dias representativos por estacdo do ano
(durante 2020), observando as variaveis de temperatura e radiagcao solar. As
medi¢des da temperatura ambiente e da radiagao solar foram feitas a cada segundo.
As medigbes de temperatura do cultivo, pH, oxigénio dissolvido (OD) e fluxo de CO2

do cultivo foram tomadas e registradas a cada 10 s.

2.3 CONCENTRACAO E PRODUTIVIDADE DE BIOMASSA

As culturas foram avaliadas diariamente por observacdes microscopicas
(Leica, ICC50 HD, Alemanha) para verificar o estado da cultura. A concentracao de
biomassa na amostra diluida foi verificada por meio de medidas espectrofotométricas,
sendo a absorbancia monitorada em 680 e 750 nm (COSTACHE et al., 2015). A
concentragdo de biomassa (Cb, g L") foi determinada por peso seco, medido por
filtracdo a vacuo de 80 mL de cultivo através de filtros de 0,45 uym, secos em estufa a
80°C por 24 h. A produtividade da biomassa (Pb, g m2 d') foi calculada como o
produto da Cb pela taxa de diluigdo (0,2 d') (SANCHEZ-ZURANO et al., 2020).
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2.4 BALANCO DE MASSA DE CARBONO

Para determinar a eficiéncia de utilizacao de carbono, foi realizado um balango
de massa de carbono completo para o reator. Diferentes parametros foram
considerados para analisar a eficiéncia de fornecimento de carbono no sistema, tais
como: injecao de gas CO2 (entrada de C-COz2), Carbono Inorgéanico Total contido no
meio de cultura (CIT), CO2 consumido no fosso (CO2-fosso), consumo por
descarbonizagao (descarbonizagdo de CO2), carbono consumido pela producéo de
biomassa (C-biomassa) e o carbono perdido no sobrenadante (C-sobrenadante) no

processo de colheita da biomassa.

2.4.1 Entrada de massa de carbono

Dois fatores foram analisados como fonte de entrada de carbono: entrada C-
CO2 e CIT no meio de cultura. Os registros de injecdes de gas (Lcoz min-') foram
analisados e transformados em gramas de carbono por dia usando a conversao do
peso molar e a Lei dos gases ideais. O CIT foi estimado de acordo com as dimensdes

do reator, onde 95% do carbono é matéria inorganica.

2.4.2 Saida de massa de carbono

A saida de massa de carbono foi analisada de acordo com o consumo de
carbono que ocorre em diferentes secdes do processo de cultivo de microalgas:

1. O carbono assimilado no fosso (CO2-fosso). Leva em consideragéo a
quantidade de CO2 consumida pelo reator (Lco2 min') e a eficiéncia do fosso (90%).

2. O carbono consumido para produzir biomassa (C-biomassa). Relaciona a
produtividade de biomassa (g m2 d'), area do reator (m?), taxa de carbono por
biomassa (1,2 kgcarbono KQviomassa') € a proporgdo média de carbono na biomassa
microalgal (45%).

3. O carbono liberado por aspersao (saida do fosso de CO2) refere-se ao

carbono obtido pela diferenga entre a entrada de carbono no sistema (entrada de C-
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CO2) e o carbono assimilado no fosso (CO2-fosso), todos multiplicados pela taxa
C/CO2 (0,27).

4. A saida de carbono no sobrenadante da cultura colhida (C-sobrenadante)
refere-se ao CIT multiplicado pela razéo.

5. O carbono liberado pelo processo de descarbonizacao (CO-2-
descarbonizagao). Leva-se em consideragdao um balango entre o carbono introduzido
no sistema pela inje¢cado de gas COz2, o carbono do meio de cultura e a saida (fosso,
biomassa e sobrenadante).

Para determinar a eficiéncia de utilizagdo de carbono foi realizado um balango
de massa completo para o reator. A entrada pela injecao de CO. é medida
diariamente, a cada 10 segundos, pelo sistema. A entrada do meio de cultura esta
relacionada ao carbono inorganico total, sendo 95% do carbono inorganico. A entrada
de CO: no fosso € calculada a partir do CO2 que entra considerando 90% de
eficiéncia do reservatorio. A saida na biomassa € considerada como tendo 45% de
composigao de carbono. A descarbonizagao ¢é todo o carbono nao transferido para o
meio/biomassa. O carbono no sobrenadante relaciona a entrada de CO2 em cada
estacdo com a entrada no inverno, onde se observa o menor consumo. A eficiéncia
fotossintética € calculada a partir da relagdo entre produtividade de biomassa e
radiagdo solar, considerando o calor de combustdo da biomassa como 20 MJ kg™’
(ACIEN et al., 2012).

2.5 MODELO DE DEMANDA DE CO:

Para determinar a demanda de CO:2 do sistema, foram utilizados modelos
previamente reportados (MORALES-AMARAL et al., 2015; IPPOLITI et al., 2016). O
primeiro modelo estima a demanda de CO: pela fotossintese em funcéo da irradiancia
média (lav, pmol m=2 s™). lav é calculada em fung&o da irradidncia na superficie da
cultura (lo, JE m2 s™), coeficiente de extingdo de biomassa (Ka, m? g'), concentragéo
de biomassa (Cb, g L"') e o caminho da luz dentro do reator (p, m) (Equagéo 1). A
demanda de CO2 aumenta hiperbolicamente com a irradidncia média (PCO2(lav)),
conforme definido pela Equagéo 2, valores de n e |k sendo 2 e 200 pmol m=2 s,
respectivamente e Qcoz (L min™') o fluxo de CO2 que entra no fosso (BARCELO-
VILLALOBOS et al., 2019b). Como o desempenho da fotossintese é influenciado



67

pelas condigbes das culturas (como temperatura e pH). Equacdes que consideram
esses efeitos s&o incluidas no modelo (PCO2(T), Equacéo 3) e (PCO2(pH), Equacéo
4) (IPPOLITI et al., 2016). Tetima € pHstimo, S&0 a temperatura e o pH 6timos para S.
almeriensis, considerados 25 °C e 8, respectivamente. O modelo final de demanda de
CO2 (PCO2 (lav, T, pH)) é o resultado da multiplicacao entre os fatores de irradiancia,

temperatura e pH (Equagéo 5).

_ o Equacéo 1

lav= Ka.Cbp (1-exp(-Ka.Cb.p))
CO2,5.1aVv" Equacéo 2
PCO2(lav)= 22O 2max-1aV anas
k" +lav
PCO2(T)= Equacédo 3
(T'Tméx) (T'Tml'n)2
(T()tima'Tmin) [(Tétima'Tmin) (T'Tétima)'(Tétima 'Tméx) (Tétima+Tm|'n '2T)]
PCO2(pH)= Equacéao 4
2
(pH-pHméx)(pH_pHmin)

(pHétimo-pHmin) [(pHétimo-pHmin)(pH'pHétimo)'(pHétimo-pHméx) (pHopt+pHmi
PCO2 (lav,T,pH)=PC0O2(lav).PCO2(T).PCO2(pH) Equagao 5

2.6 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada por meio do Statgraphics Centurion 18. As
diferengas entre os parametros da cultura avaliada foram analisadas por meio da
analise de variancia (ANOVA). A comparagdo de Tukey par a par das médias foi
realizada para identificar onde ocorreram as diferengas amostrais, com significancia
estatistica quando p < 0,05. Para identificar as relagdes entre as diferentes variaveis,

foi realizada a analise PCA (Principal Component Analysis).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 INFLUENCIA DAS CONDICOES AMBIENTAIS NA DEMANDA DE CO>

As condi¢gbes ambientais tém efeito marcante no desempenho das células de
microalgas, determinando a demanda de CO:2 das culturas. A luz é o parametro mais
importante na modelagem do crescimento de microalgas por ser uma fonte de energia
para a fotossintese (DARVEHEI et al., 2018). A disponibilidade de luz depende da
localizagdo e do projeto do reator (FERNANDEZ et al., 2016). Além disso, as culturas
de microalgas ao ar livre estdo expostas a diferentes condigdes ambientais diarias e
sazonais que afetam a disponibilidade de luz. A radiagao solar maxima em Almeria
(Espanha) é alta durante todo o ano, variando de 1120 JE m™ s™! no inverno a 1900
ME m2 s no verdo (FIGURA 2). A primavera teve dias levemente nublados e valores
médios de radiagao solar de até 950 yE m s™'. Os dias nublados eram mais comuns
no outono. A taxa de fotossintese de S. almeriensis apresenta valores maximos
(3,5%10° molO2 gbiomassa™! min™') quando a radiag&o solar varia entre 400 e 1000 uE m-
25" (COSTACHE et al., 2013).

FIGURA 2- RADIAGAO SOLAR (LE m?s') E TEMPERATURA AMBIENTE (°C) EM FUNCAO DA
ESTACAO (OUTONO, INVERNO, PRIMAVERA E VERAO).
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considerando 3 dias homogéneos (com radiacdo solar e temperaturas tipicas) de cada estacdo. Os
valores de radiagéo solar consideram apenas as horas de luz de 3 dias homogéneos de cada
estacéo.
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A temperatura nesta regido é moderada a alta durante todo o ano.
Temperaturas ambientais médias de 11,5 + 3,2 °C foram observadas no inverno e
24,9 £ 0,9 °C no verao. No entanto, as temperaturas maximas ultrapassaram os 30 °C
no verao (FIGURA 2). De acordo com Costache et al. (2013), a taxa fotossintética
maxima ocorre a 35 °C e diminui lentamente até a temperatura de 10 °C. Acima de 35
°C, a taxa de fotossintese reduz drasticamente, com a morte celular ocorrendo a 52
°C. Sob condi¢des nutricionais adequadas, os principais fatores que influenciam na
taxa de fotossintese sao: irradiancia, temperatura, pH e concentragao de oxigénio
dissolvido (FALKOWSKI; OLIVER, 2007). No inverno e no verao, os valores maximos
de temperatura da cultura foram 17,8 + 24 °C e 34,7 £ 1,6 °C, respectivamente
(FIGURA 3A) e 29,6 + 0,3 °C, na primavera e no outono. A noite, a temperatura foi
reduzida em cerca de 8 °C no inverno e 12 °C no resto do ano. A temperatura da
cultura variou da temperatura ambiente em aproximadamente 2-5 °C na primavera e
no verao, respectivamente. Variagdes semelhantes foram relatadas em estudos
anteriores (BARCELO-VILLALOBOS et al., 2018, MORILLAS-ESPANA et al., 2020).

No geral, ndo foi observado superaquecimento da cultura.

FIGURA 3- VARIAGAO DA TEMPERATURA DE CULTIVO, pH, OXIGENIO DISSOLVIDO E FLUXO
DE CO2 NO CULTIVO DE MICROALGAS EM FUNGCAO DA ESTAGAO DO ANO (PRIMAVERA,
VERAO, OUTONO E INVERNO).
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O pH na faixa de 7,0 a 9,0 ndo tem grande influéncia na taxa fotossintética. A
taxa fotossintética maxima de Scenedesmus ocorre em pH 8 (COSTACHE et al.,
2013). No entanto, desvios de pH de curta duragao devido a perturbag¢des da cultura
ou condicbes ambientais reduzem fortemente o desempenho desta microalga
(RODRIGUEZ-MIRANDA et al., 2020). Em cultivos de Spirulina, o pH permaneceu
constante durante o outono, inverno e primavera, mesmo sem algum mecanismo de
controle do pH. No verao, o pH aumenta naturalmente, mostrando que as condi¢cdes
ambientais influenciam nessa variavel (JIMENEZ et al., 2003). O pH foi controlado
durante o dia, confirmando a adequacéao do sistema de controle utilizado e aumentou
para aproximadamente 8,5 durante a noite (FIGURA 3B). Essa tendéncia foi
observada durante todas as estagdes. A producédo de Scenedesmus exigiu mais CO2
no verao e na primavera para manter o pH sob controle. Isso se deve principalmente
as condicdes de temperatura e radiacdo solar que permitiram aumentar a taxa de
crescimento do microrganismo.

Altas concentracdes de oxigénio dissolvido foram observadas anteriormente
em reatores raceway. O cultivo de Spirulina em raceway de 450 m? apresentou grande
variabilidade de oxigénio dissolvido ao longo do ano, com valores minimos de 1,01
mgO2 L' (115% Sat.) no inverno a 33 mgO2 L' (375% Sat.) no verdo (JIMENEZ et.
al., 2003). Cultivo de Scenedesmus em raceway de 100 m? acumulou 70% Sat. de
oxigénio dissolvido durante a noite e 204% Sat. durante o periodo de luz, com valores
diarios de radiacdo de 1200 uE m2 s (BARCELO-VILLALOBOS et al., 2019a). O
acumulo de O2 em reatores raceway pode ocorrer devido a baixa transferéncia de
massa gas-liquido por sua geometria e condi¢cdes operacionais, além de alta radiacéo
solar que pode aumentar a fotorrespiragao (KAZBAR et al., 2019). Os baixos valores
de produtividade de biomassa podem estar relacionados a fotorrespiracéo, processo
no qual ocorre o consumo de oxigénio dependente da luz e a produgao de CO:
(MENDOZA et al., 2013; MORONEY et al., 2013). No presente estudo, os valores de
oxigénio dissolvido variaram ao longo do ano. A menor producdo de oxigénio foi
observada no inverno (maximo 15 mgO2 L', 171% Sat.) e verdo (maximo 17,1 mgO>
L, 194% Sat.). O valor maximo de oxigénio dissolvido foi no outono (24,9 mgO2 L™,
283% Sat.). O acumulo de oxigénio nas condigdes analisadas no presente estudo
parece ter menor influéncia do que as demais variaveis (temperatura, radiagao solar

e pH) na produtividade de biomassa.
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O controlador On/Off € um tipo simples e eficaz de controle feedback. O
algoritmo utilizado faz com que o gas seja injetado de acordo com a demanda
biolégica do sistema (FERNANDEZ et al., 2012; PAWLOWSKI et al., 2014). A injeg&o
de CO2 sob demanda permite a manutencao do pH no valor ideal para a cepa e a
otimizagdo do crescimento de microalgas (GALES et al., 2020). Além disso, outro
objetivo do uso de inje¢ao de CO2 sob demanda é fornecer o carbono necessario para
o crescimento de microalgas (MEHAR et al., 2019). A entrada de CO2 no outono
ocorreu entre 8 h e 19 h (11 horas de luz solar), entre 8 h e 17 h no inverno (9 horas
de luz solar) e entre 7 h e 20 h no verao e primavera (13 horas de luz solar). As
estacbes mais quentes tém mais horas de luz solar e, portanto, as reagdes
fotossintéticas das microalgas ocorrem durante um periodo de tempo mais longo
(FIGURA 3D). Nas primeiras horas do dia, a entrada de CO2 tem valores maximos de
115 g m? d' no verdo e primavera, e 65 g m? d’' no inverno e outono. Isso é
necessario para reduzir o pH para 8, apds o valor de pH subir para 8,5 com o sistema
de controle desligado durante a noite. A demanda de CO2 variou durante o dia em
funcdo da radiagéo solar e da temperatura. Os valores maximos foram alcangados
entre meio-dia e 16 h. A demanda horaria maxima de CO:2 variou entre as estacdes
de 3,9+ 0,9gm2h'a6,7+0,5gm2h' noinverno e no verdo, respectivamente.
Considerando que as valvulas On/Off foram utilizadas para fornecer CO2 com vazao
constante de 10 L min™', significa que as valvulas operaram entre 27 e 45% de sua
capacidade de abertura nessas condigdes.

Trabalhos anteriores demonstraram que em reator raceway de 50 m? com taxa
de transferéncia de CO2 de 10,4 g m2 d!, assumindo uma eficiéncia de uso de 90%
de CO2, a produtividade de biomassa foi de 17,5 g m2 d! (DE GODOS et al., 2014).
A demanda de CO:2 de reatores raceway, em um cenario de produtividade 6tima, é
estimada em 10 gco2 m? h'', 0 que corresponde a uma produtividade de biomassa de
25 g m? d'. Assumindo que sdo necessarios 1,8 g de CO2 para produzir 1 g de
biomassa, e a produtividade esta concentrada nas cinco horas centrais do dia (DE
GODOS et al., 2014). No presente estudo, considerando essas premissas, estimou-
se a produgdo de 9,8 a 16,8 ghiomassa M d'. No entanto, a produtividade de biomassa
obtida foi de 38% a 27% superior ao estimado no inverno e no verao, respectivamente.

Os valores de Fv/Fm variaram entre 0,60 e 0,70 (FIGURA 4), dentro da faixa
ideal para qualquer microalga. Esses valores indicam que a cultura nao esta sob

nenhuma condi¢cao de estresse. Encontra-se em condigdes 6timas de disponibilidade
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de luz e nutrientes (MORILLAS-ESPANA et al., 2020). A primavera e o ver&o
apresentam valores de Fv/Fm menores em relagdo ao outono e inverno (0,62 £ < 0,05,
0,63 £<0,05,0,64 £<0,05¢e 0,71 £ < 0,05, respectivamente), provavelmente devido
a maior disponibilidade de luz, que afeta levemente os fotossistemas. No entanto, o
valor de Fv/Fm ainda esta dentro do ideal. Isso demonstra que S. almeriensis é
altamente resistente as flutuagdes sazonais de temperatura e radiagdo, como
mostrado em outros estudos (MORILLAS-ESPANA et al., 2020).

Valores de produtividade de biomassa entre 7-20 g m=2-d' podem ser
alcancados dependendo da estagao (irradiancia e temperatura) pela microalga
Scenedesmus em reatores raceway (MORILLAS-ESPANA et al, 2020).
Normalmente, a maioria das espécies de microalgas apresenta valores maximos de
produtividade de biomassa durante o verdo que diminui progressivamente durante o
outono até atingir um minimo no inverno. Na primavera, a concentracdo de células
comeca a aumentar novamente (JIMENEZ et al., 2003). Temperaturas entre 30 e 40
°C e radiagédo solar acima 1300 WE m™ s favorecem a produgdo de biomassa
(SANCHEZ et al., 2008a). A produtividade de biomassa no veréo e na primavera foi
de 21,3+ 1,3gm?2d"'e 20,5+ 2,4 gm?d?’ respectivamente, e 16,0+ 1,9gm=2-d' e
13,6 £ 1,8 g m2-d"" no outono e inverno, respectivamente (FIGURA 4). A produtividade
média anual de biomassa que pode ser esperada do sistema é de 0,13 gL' d" a taxa
de diluicdo de 30%, para o volume total de cultura de 11,85 m® (MORILLAS-ESPANA
et al., 2020).

A demanda de CO:2 por unidade de superficie variou de 75,3 a 28,3 gco2 m"
2.d'. A razdo CO2-biomassa foi de 2,9 e 1,7 gco2 Qbiomassa”' NO VErao e no inverno,
respectivamente. Esses valores eram esperados, visto que sdo necessarios cerca de
1,8 gco2 giomassa™'. A producgao de S. almeriensis em reatores tubulares de 2,5 m3 com
75% de eficiéncia de uso de CO2 exigiu 2,3 g de CO2 por g de biomassa (ACIEN et
al., 2012). Independentemente do tipo de reator utilizado, deve-se fornecer CO:2
suficiente para a producdo de biomassa adequada considerando a eficiéncia do
sistema na conversao de substrato em produto (SANTOS et al., 2016). No geral, maior
eficiéncia fotossintética foi obtida no outono/inverno quando comparada a
primavera/verao. A maior concentragao de biomassa reduz a disponibilidade de luz, e
a alta radiagao solar na regido durante a primavera/veréo, ndo permite que a microalga
absorva toda a luz que chega a cultura. De fato, a eficiéncia fotossintética em reatores
raceway nestas condigdes varia entre 4 a 6% (MORILLAS-ESPANA et al., 2020). No
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presente estudo, os valores de eficiéncia fotossintética variaram de 1,0 a 1,2% da
primavera ao inverno, respectivamente. Mesmo que a eficiéncia fotossintética seja
inferior ao esperado para as condi¢gbes de cultivo, a produtividade da biomassa é
semelhante aos valores obtidos em outros estudos com S. almeriensis (MORILLAS-
ESPANA et al., 2020; SANCHEZ-ZURANO et al., 2021).

FIGURA 4- PRODUTIVIDADE DE BIOMASSA E FLUORESCENCIA DA CLOROFILA (Fv/Fm) DO
CULTIVO DA MICROALGA Scenedesmus almeriensis
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3.2 BALANCO DE CARBONO NO REATOR

O fornecimento de CO:2 apenas durante o dia pode aumentar a demanda de
gas para controlar o pH apdés o aumento do valor que ocorre a noite. Em
consequéncia, nem todo CO: é utilizado pelas microalgas, gerando perdas
(RODRIGUEZ-MIRANDA et al., 2020). A minimizagdo das perdas de CO: para a
atmosfera também reduz o custo operacional em escala industrial (CAIA et al., 2018).
Para analisar os fenbmenos gerais que ocorrem no reator, os fluxos gerais de carbono
no reator raceway foram analisados. No inverno, a demanda de carbono foi inferior a
7,7 g m?2 d"', enquanto a primavera e o verdo atingiram 20 g m? d' (FIGURA 5A). A
demanda de carbono no verdo pode ser até 2,8 vezes maior do que no inverno

(SANTOS et al., 2016). A resposta a essas condicbes ambientais pode ser devido a
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um metabolismo celular mais lento, o que leva a reducao da atividade fotossintética e

consequentemente menor demanda de COo..

_ FIGURA 5- DESEMPENHO GERAL DO REATOR RACEWAY EM TERMOS DE CO2 EM
FUNCAO DA ESTACAO DO ANO. (A) ENTRADAS E SAIDAS DE CO; (g d*'); (B) EFICIENCIA DE
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A transferéncia de CO2 para a cultura (eficiéncia do fosso) foi em torno de
90% (FIGURA 5B). As perdas no canal foram maiores no inverno. Essas perdas de
até 30% ocorreram porque o excesso de CO2 que n&o foi assimilado pela biomassa
(e que nao foi liberado para a atmosfera) permaneceu dissolvido no meio e foi
removido durante a colheita. De acordo com De Godos et al. (2014), as maiores
perdas de carbono ocorrem pela fase liquida, até 25% do carbono total que entra no
sistema. Em pistas de 100 m?, o carbono fornecido ao fosso representa 86% do aporte
de carbono. A perda de carbono para a atmosfera foi de 22% enquanto 48% foi
removido com a biomassa. No fosso, as perdas de carbono representam 14% do total
(SANTOS et al., 2016). Maior quantidade de CO2 pode levar a maiores perdas nos
canais devido a saturagcado do meio. Para reduzir essas perdas, o sobrenadante apds

a colheita das células pode ser reciclado para devolver os nutrientes ndo consumidos
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e o carbono de volta ao reator, como proposto em sistemas de cultura em escala
laboratorial (ROSA et al., 2015).

3.3 DESENVOLVIMENTO DO MODELO MATEMATICO

Ipoliti et al. (2016) observaram que temperatura, irradiancia e pH sao variaveis
relevantes que determinam o desempenho da Isochrysis T-iso e validaram um modelo
de fotossintese e frequéncia respiratoria para microalgas em fotobiorreatores
tubulares de escala industrial. Pérez-Lopez et al. (2017) demonstraram que o melhor
desempenho da microalga Nannochloropsis sp. em reatores abertos, tanto em
cenarios hipotéticos quanto reais, € no verao devido aos maiores valores de
temperatura e radiagao solar. Os autores desse estudo ressaltam um ponto importante
sobre o cultivo em reatores abertos ao ar livre: nas condigcbes em que realizaram o
estudo, durante o inverno na Holanda, o uso desse tipo de reator € inviavel devido as
fortes chuvas que aumentam muito a taxa de diluicado associada ao baixo nivel de
radiac&o solar e baixa temperatura.

O modelo de demanda de CO2 (PCO2(lav, T, pH)) demonstrou reproduzir a
demanda de CO:2 do cultivo com base na analise das variaveis luz, temperatura e pH
no reator raceway, ao longo do ano. Analisando o total de COz2 injetado em um dia, o
sistema injetou maiores quantidades de CO2 (L min'') do que o modelo demanda
(FIGURA 6).

A diferenga ocorreu para manter o pH em seu valor 6timo (pH 8). A demanda
experimental de CO2 no inverno foi treze vezes maior do que o esperado pelo modelo.
Isso pode ocorrer pela variagao entre as temperaturas minimas e maximas durante o
dia que demandam mais atuagdo do metabolismo microalgal para manter seu
crescimento. Na primavera e no verdao, a demanda experimental de CO:2 foi duas
vezes maior que o modelo e trés vezes maior no outono. O modelo ndo seguiu
exatamente o0 mesmo desenho da curva experimental porque, por exemplo, nao
considerou a elevacao noturna do pH, o que consequentemente leva a um pico de
injecao de CO2 nas primeiras horas do dia. Esse aumento noturno ocorre porque o
controle On/Off do pH s6 funciona durante o periodo de luz. De acordo com o modelo,
a demanda maxima de CO2 deve estar entre 0,23 e 2,36 L min~' (8,1-83,4 g m2 d™").

Ajustes podem ser feitos as condi¢cdes de crescimento para reduzir a demanda de



76

CO:2 e as perdas de carbono, por exemplo, o controle de pH durante os periodos
diurno e noturno (RODRIGUEZ-MIRANDA et al., 2020).

FIGURA 6- COMPARAGAO ENTRE A DEMANDA DIARIA DE COz, EXPERIMENTAL E MODELADA,
EM DIFERENTES ESTAGOES DO ANO. A DEMANDA DE CO: FOI SIMULADA USANDO O
MODELO PROPOSTO EM FUNGCAO DOS VALORES HORARIOS DE RADIAGAO SOLAR,
TEMPERATURA E pH NA CULTURA
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Esses modelos dindmicos com dados de diferentes estacbes do ano sao
importantes e necessarios para o aprimoramento de reatores raceway, que
representam 95% da produgdo mundial de microalgas (FERNANDEZ et al., 2016). A
aclimatagao € uma caracteristica importante das microalgas, pois as células tentam
se adaptar as flutuagdes nas condigdes do processo. A grande variagao de variaveis
relevantes ao processo, como temperatura e luminosidade, faz com que as microalgas
se adaptem bem a baixas intensidades de luz e caso sejam expostas a altas
intensidades nao utilizem a luz de forma tao eficiente. A analise de um periodo
prolongado permite reduzir o problema de aclimatagdo, pois a média ndo muda
radicalmente, mas gradualmente entre as estacées (DARVEHEI et al., 2018), como
observado no presente estudo ao longo de um ano. O modelo é uma ferramenta util
para prever algumas respostas de fotobiorreatores e mostrar a eficiéncia da produgao
de microalgas em qualquer sistema. O modelo permite reduzir a quantidade de CO:

injetada, seja a partir de um melhor controlador, ou até mesmo controlando o pH a
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noite para evitar que o valor fique muito distante do setpoint e obter resultados iguais

ou melhores no cultivo.

4 CONCLUSAO

O controle do pH sob demanda de CO: é eficiente e as perdas do gas sao
minimas, com até 87% de eficiéncia de uso do carbono pela microalga. A microalga
Scenedesmus almeriensis manteve a producédo de biomassa ao longo das diferentes
estagdes do ano, com produtividade de biomassa de até 21 g m2 d-" no verdo. A partir
do modelo desenvolvido, que levou em consideracdo a radiagao solar, pH e
temperatura para prever a demanda de CO2 do cultivo, observou-se que ajustes
devem ser feitos na injegcdo de COz2, pois, experimentalmente, o sistema injetou de
duas (veréo e primavera) a treze (inverno) vezes mais COz2, do que teoricamente o

cultivo necessitava segundo as condigdes ambientais avaliadas.
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CAPIiTULO IV

ARTIGO lll: CONTROLE DE pH DO CULTIVO DE MICROALGAS POR INJEGAO
DE CO; NOS PERIODOS DIURNO E NOTURNO

RESUMO

O controle do pH do cultivo de microalgas por injecdo de CO2 é uma das
formas mais eficientes de manter a faixa 6tima dessa variavel para melhor producao
de biomassa. Tradicionalmente, o controle € realizado apenas durante o dia, quando
ha atividade fotossintética. No entanto, o controle do pH nos periodos diurno e noturno
mostrou-se opg¢ao viavel para reduzir disturbios no pH da cultura e diminuir a demanda
por CO2. O presente estudo avaliou o balango de carbono e a produtividade de
biomassa de Scenedesmus almeriensis cultivada em reator raceway, com controle do
pH apenas durante o dia (tradicional) e durante os periodos diurno e noturno, como
proposto. Confirmou-se que o controle do pH sob demanda de CO: durante os
periodos diurno e noturno mantém o pH mais estavel. A demanda de CO: foi de 183
g d' a menos com o controle de pH proposto comparado ao controle tradicional
(somente durante o dia). Na nova estratégia de controle, também se obteve maior
produtividade de biomassa (23,2 g m-? d') em relagéo ao controle tradicional (15,8 g
m2 d-'). O controle do pH por demanda de CO2 nos periodos diurno e noturno como
proposto pode ser utilizado neste sistema de cultivo para otimizar o uso de carbono
pela microalga alcangando maior produgdo de biomassa.

Palavras-chave: Balanco de carbono. Produtividade de biomassa. Raceway.

Scenedesmus almeriensis. Transferéncia de massa.
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1 INTRODUGAO

A versatilidade da aplicagdo da biomassa de microalgas fez com que ela
ganhasse espaco na industria. Extracdo de pigmentos (DUARTE et al.,, 2019;
PRATES et al., 2018), enriquecimento de alimentos (LUCAS et al., 2020; VEIGA et
al., 2020), aplicagao como biofertilizantes (CASTRO et al., 2020), tratamento de agua
(BEZERRA et al., 2020; POSADAS et al., 2015), remogao e captura de gases de efeito
estufa (DUARTE et al., 2016; SEPULVEDA et al., 2019), producéo de biocombustiveis
(CARDIAS et al., 2020; MORAIS et al., 2018) e produgao de biomateriais (KUNTZLER
et al., 2020) sdo alguns exemplos de aplicagdes. Essa variada aplicagdo e
crescimento industrial exige a otimizagéo e eficiéncia dos processos para aumentar a
producgao e reduzir custos.

Para obter o maximo crescimento, certas variaveis ambientais como
temperatura, radiagao solar, oxigénio dissolvido e pH precisam estar em valores ideais
(COSTACHE et al., 2013). Nos reatores raceway, o oxigénio dissolvido e o pH sao
variaveis que podem ser controladas, sendo o pH o mais importante, pois influencia
na fotossintese (RODRIGUEZ-MIRANDA et al., 2020). A injecdo de CO2 atua como
um agente regulador para acidificar o meio e manter o pH no valor ideal para a
microalga, além de servir como fonte de carbono inorganico para o crescimento. A
atividade biolégica consome carbono inorganico dissolvido, alterando o equilibrio
entre as espécies bicarbonato-carbonato o que resulta em aumento do pH
(BERENGUEL et al., 2004). Como o carbono corresponde a cerca de 50% da
biomassa de microalgas, o CO2 é o ponto chave para a produ¢cdo de biomassa
(MEHAR et al., 2019).

A transferéncia de massa de CO:2 no cultivo é importante para evitar perdas
para a atmosfera e meio liquido, uma vez que a absorgéo e o uso de CO2 sao fatores
significativos na produtividade da biomassa (ARBIB et al., 2013). O gas pode ser
injetado continuamente no cultivo ou injetado de acordo com a demanda, definida por
um setpoint (ACIEN et al., 2012; PAWLOWSKI et al., 2014). Cada espécie de
microalga possui uma faixa de pH ideal para melhor crescimento e produgao de
biomassa (QIU et al., 2017). Normalmente, o controle de pH por injecédo de CO:2 é
executado exclusivamente durante o periodo diurno, quando as microalgas realizam
fotossintese, com sistema On/Off, por questdo de custo. No entanto, o controle

durante o periodo diurno e noturno pelo sistema Pl (Proporcional-Integral), demonstra
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resultados satisfatorios de controle de pH e reducao de disturbios no cultivo, apesar
da maior demanda por CO2 (RODRIGUEZ-MIRANDA et al., 2020, 2019).

Com o controle On/Off, a valvula de CO2 abre ao maximo até que o pH chega
a um valor abaixo da referéncia. Isso pode levar ao distanciamento do valor ideal,
causado por injegdes de CO2 com duragao excessiva. O controle Pl durante o dia e a
noite mantém o pH na faixa mais proxima do valor ideal, pois a valvula nao fica aberta
o tempo todo (RODRIGUEZ-MIRANDA et al., 2020). Os estudos relacionados a esse
tipo de controle ndo avaliaram o desempenho das microalgas nessas condigdes.
Assim, o presente estudo avaliou a resposta de crescimento da microalga
Scenedesmus almeriensis e o balang¢o de carbono em reator raceway com o controle
de pH sob demanda de CO:2 realizado apenas no periodo diurno (tradicional) e durante

os periodos diurno e noturno, como proposto.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MICROALGA E MEIO DE CULTURA

A microalga utilizada neste estudo foi Scenedesmus almeriensis (CCAP
276/24) da colecao de culturas do grupo de pesquisa "Biotecnologia de Microalgas
Marinas” da Universidad de Almeria (Espanha). O meio de cultura utilizado foi Mann
& Myers (FERNANDEZ et al., 2012), formulado com fertilizantes (g-L™"): K2POa4 (0,14),
MgSO4 (0,18), NaNOs (0,9) e Karentol® (0,02) (Kenogard, Barcelona, Espanha),

composto por boro, cobre, ferro, manganés, molibdénio e zinco.

2.2 FOTOBIORREATOR E CONDICOES EXPERIMENTAIS

Foi utilizado o reator raceway em escala piloto localizado nas instalagbes do
IFAPA (Instituto Andaluz de Investigacion y Formacion Agraria, Pesquera, Alimentaria
y de la Produccién Ecoldgica, Almeria, Espanha). O reator tem superficie total de 80
m?, composto por dois canais de 40 m de comprimento (0,1 m de altura x 1 m de
largura), ambos conectados por curvas de 180° em cada extremidade, com fosso de
0,65 m3 (0,85 m de diametro x 1,15 m de profundidade) localizado 1,8 m a jusante das

pas.
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O reator raceway foi inoculado com 11,85 m3 de meio fresco e 0,2 g L' de
inéculo. O reator foi operado em modo descontinuo até a concentragao de biomassa
de 1,0 g L' e, a partir deste ponto, o reator foi operado em modo semi-continuo, com
taxa de diluicdo de 0,2 d' (MORILLAS-ESPANA et al., 2020). O volume de cultura
colhido foi substituido por meio fresco e a evaporagdo no interior do reator foi
compensada pela adi¢ao diaria de agua fresca.

O pH, a temperatura, radiagao solar e oxigénio dissolvido na cultura foram
medidos usando sondas. O pH 8 foi controlado por injegcdo de CO2 sob demanda
(MORALES-AMARAL et al., 2015), durante o periodo diurno com controle On/Off e
durante o periodo diurno e noturno com controle Pl. As inje¢cées de CO2, na taxa de
10 L min™', foram controladas a partir de um sistema de Supervisdo de Controle e
Aquisicao de Dados (SCADA) e monitoradas por medidores de vazao (PF3W SMC,
Alemanha). Especificamente, sdo apresentados testes de dois dias para cada

estrutura de controle avaliada, com dados coletados a cada segundo.

2.3 ACOMPANHAMENTO DO CRESCIMENTO CELULAR

A absorbéancia foi medida (680 e 750 nm) para monitorar a evolugdo da
cultura. A concentragdo de biomassa em peso seco (Cb, g L") foi medida filtrando 80
ml de cultura através de filtros de 0,45 pm, secos a 80 °C em estufa por 24 h. A
produtividade de biomassa (Pb, g m? d') foi calculada multiplicando-se a
concentragdo de biomassa pela taxa de diluigdo (0,2 d'). O estado das células foi
verificado medindo a fluorescéncia da clorofila (Fv/Fm) com fluorimetro (AquaPen AP
100; Photon Systems Instruments, Republica Tcheca) apés adaptagao ao escuro por
15 min (SANCHEZ-ZURANO et al., 2020).

2.4 BALANCO DE CARBONO

Para determinar a eficiéncia de utilizagcdo de carbono, um balanco de massa
completo foi realizado no reator como um todo. A massa de CO: injetada no
reservatorio (MCO2injetado, g d') € a massa de CO: assimilada pela biomassa
(MCO2biomassa, g d-') foram calculadas pelas Equagdes 1 e 2, respectivamente, onde:

Qcoz (L min'') é o é a taxa de CO2 injetado com o controle On/Off, n é a fragdo molar
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de CO2 que tem valor 1 porque foi injetado CO2 puro, MMcoz (g mol™") € Vimolar (L mol-
') sdo a massa molar e o volume molar de COz2, respectivamente, Pb é a produtividade
da biomassa (g L' d'), xcom € a porcentagem de carbono na biomassa (0,45gg™'), e

MMc é a massa molar de carbono (g mol') (Acién et al., 2012).

Qcoz.n.MMCOZ Equagéo 1
mCO2injetado= V;
molar
Pb.x b -MMC02 Equacao 2
MCO2yiomassa™ CernM auag
C

O CO2 nao acumulado pela biomassa foi considerado perdido para a
atmosfera (CO2atmostera, g d°') (Equagao 3), tanto o que foi injetado no fosso (CO2sump,
g d') quanto o que foi perdido nos canais (COZ2canais, g d™'). Além disso, considera-se
o CO2 perdido no meio liquido (COZ2iiquido, g d') (Equagdo 4), que é a diferenga entre
o transferido para a biomassa e o perdido dos canais e descartado na biomassa
colhida (Acién et al., 2012).

C02atmosfera=Cozfosso"'Cozcanais Equa(}éo 3

CO2 iquido=Coztransferido'(Cozbiomassa +CO2¢anais) Equacgao 4

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados de crescimento mostrados foram comparados por analise de
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey ao nivel de confiangca de 95% no

software Statistica 8.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da simulacdo de controle diurno e noturno (RODRIGUEZ-MIRANDA
et al., 2019) e a validagdo experimental desses dados em reatores raceway
(RODRIGUEZ-MIRANDA et al., 2020), foram observados resultados satisfatérios na



87

reducao do consumo de CO: e estabilizagao do pH da cultura, em relacéo ao controle
classico realizado apenas no periodo diurno. Assim, a principal contribuicdo do
presente trabalho foi mostrar os resultados do crescimento de microalgas utilizando

esses dois controles em condi¢gdes semelhantes de temperatura e radiagao solar.

3.1 CONTROLE DE pH E INJECOES DE CO2

De acordo com Costache et al. (2013), Scenedesmus almeriensis apresenta
pH 6timo na faixa de 7,0 a 9,0. Como mostra a FIGURA 1, no controle de pH atuando
apenas no periodo diurno, o pH excede o valor de 8,5 durante a noite, quando o
controle estava desligado. Na ativagdo do controle pela manha, a injegao de CO: foi
ativada e o pH retornou ao valor de setpoint (pH 8). No controle de pH realizado nos
periodos diurno e noturno, o pH permaneceu mais estavel, pois o sistema continuou
operando durante a noite. Nas primeiras 12 horas de teste do controle de pH dia e
noite, houve perturbagcdo no sistema que desestabilizou o pH e exigiu injecdo maior

de CO2 em relagao ao dia seguinte.

FIGURA 1- EVOLUGAO DO pH COM O VALOR DE SETPOINT (LINHA VERMELHA TRACEJADA)
(A) E FLUXO DE ENTRADA DE COz2 (L min") (B) COM CONTROLE DE pH POR INJECAO DE CO:2
ATUANDO NO PERIODO DIURNO E DURANTE OS PERIODOS DIURNO E NOTURNO.
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A entrada de CO2 é maior no controle diurno, atingindo valores de 14,6 L min-
' (FIGURA 1B), enquanto o maximo para o controle diurno e noturno € de 10,1 L min-
1. Como o pH permanece estavel o tempo todo, sdo necessarias quantidades menores
de CO2 para esse controle. Com o controlador Pl, Rodriguez-Miranda et al. (2020)
observaram fluxo de CO2 de 2 L min"' com o controle diurno e noturno,
correspondendo a 10% de abertura da valvula. No entanto, com o controle diurno, o
fluxo de injegdo atingiu 5 L min-!, correspondendo a 20% do total. Durante o periodo
do dia, grande quantidade de CO: é injetada devido ao rapido aumento do pH
governado pela fotossintese (BERENGUEL et al., 2020). Durante a noite, o controle
do pH requer menos acgoes, pois a radiagao solar € zero. Mesmo assim, o controle é
necessario porque os valores de pH podem ultrapassar 9,5. O aumento do pH a noite
ocorre devido a um desequilibrio nas formas de carbono inorganico presentes na
agua. O carbono na forma de bicarbonato apresenta efeito tampao, o que permite a
estabilizacao do pH do meio de cultura. Esse efeito conduz a diminuicdo do pH quando
o CO: é fornecido ao cultivo e, incremento do pH quando o fornecimento externo de
CO2 cessa e 0 que estava presente no meio é consumido pelas células da microalga
(RODRIGUEZ-MIRANDA et al., 2020).

O tempo de injegao no controle diurno e noturno foi cinco vezes maior que no
controle diurno, 2439 e 462 min, respectivamente (TABELA 1). No controle diurno e
noturno, a injegcao de CO: fica 84,7% do tempo ativada, enquanto no controle diurno
fica apenas 16% do tempo aberta. Isso corresponde a 48258 L de CO2
(aproximadamente 2412,2 L de COz2 por dia) com o controle diurno e 5517,1 L de COz2
(2858,5 L de CO:2 por dia) com o controle diurno e noturno, ou seja, 18% mais CO:

injetado.

TABELA 1- ENTRADA DE CO2 COM CONTROLE DE pH DURANTE O DIA E DURANTE DIA E
NOITE (48 h DE ENSAIO)

Dia e noite Dia
Tempo de inje¢cao (min) 2439 462
CO: total injetado (L) 5517,1 4825,8
COz injetado (dia) 4556 4825,8

CO:2 injetado (noite) 1661,1 0
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Durante o dia, 2,7 vezes mais CO: é injetado do que a noite. Rodriguez-
Miranda et al. (2020), cultivando Golenkinia no mesmo reator do presente estudo,
observaram uma média de 993,2 L de COz2 injetados no controle On/Off durante o dia
(1440 min) e 1302,1 L de CO2 no controle Pl dia e noite (82,3 min) para testes
realizados ao longo de um dia. Apesar do maior consumo de CO2 no controle diurno
e noturno em relagdo ao tradicional (diferenga de 30%), os autores afirmam que
melhores resultados no pH podem ser observados quando o controle também é
realizado no periodo noturno. Os autores observaram um aumento de 50% na
produgao de oxigénio no controle diurno e noturno, o que pode caracterizar um

aumento na produgao de biomassa devido ao melhor desempenho da microalga.

3.2 TRANSFERENCIA DE CO2 NO CULTIVO

Injecdo excessiva de CO2 que faz com que o pH fique abaixo do ideal é
observada. Isso ocorre porque o controle On/Off utilizado é simples e nao leva em
consideragao limitagdes de erro. Assim, leva algum tempo para que o sistema tenha
a resposta de reduzir o pH do meio e de fato desligar a inje¢do de CO2. Portanto, o
desvio do valor ideal do controle diurno pode levar a altas inje¢cées de CO:2 e grande
perturbacao do sistema. O controle adequado da injecao de CO: é importante para
manter o pH proximo ao valor ideal para maximizar a produ¢ao de biomassa. Para
manter a saude das células, certos limites ndo devem ser excedidos. O excesso de
CO2 pode causar inibigdo, mas ha uma concentragdo minima necessaria para nao
limitar o crescimento. O fornecimento de CO2 em excesso evita a limitagao de fonte
de carbono, porém, além da inibigdo celular, € um custo adicional no processo, pois
gera muitas perdas para a atmosfera se ndo consumido (BERENGUEL et al., 2004;
RODRIGUEZ-MIRANDA et al., 2020).

A entrada de COz2 no fosso no sistema classico, € menor que o controle diurno
e noturno (4377 e 5303 g d', respectivamente) (FIGURA 2). No entanto, o CO>
transferido para a biomassa foi 10% maior no controle diurno e noturno
(correspondendo a 58% do total de carbono fornecido). As perdas globais
correspondem a 42% no controle diurno e noturno e 52% no controle diurno. Ou seja,
mais CO2 entra na cultura com controle noturno, porém, o carbono € melhor absorvido
pela biomassa e as perdas sdo menores. As perdas de CO:2 nos canais

corresponderam a 2% da entrada de carbono, 19-23% na colheita de biomassa e 21-
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28% no fosso. As perdas no fosso, segundo Santos et al. (2016), podem ser reduzidas
ajustando a taxa de injecao de CO2 ou fragdo molar de CO2 na entrada de gas.
Santos et al. (2016), observaram que em cultivos de Scenedesmus sp. em
raceway de 100 m?, a maior contribui¢gdo do balanco de carbono foi o carbono injetado
(72%), que foi 56% fixado na biomassa. As perdas chegaram a 27% nos canais do
reator, mas foram extremamente baixas no fosso, cerca de 3% do valor global, devido
ao eficiente sistema de fornecimento de CO2. De Godos et al. (2014) calcularam 66%
de assimilagcao de carbono pela biomassa em Scenedesmus sp. cultivada em raceway
de 100 m?, e apontam a maior perda na biomassa colhida (24% da entrada total),
seguida dos canais e fosso. O coeficiente de transferéncia liquido-gas em reatores
raceway, em geral, € muito baixo, o que pode explicar a baixa perda nos canais por
desgaseificacdo (MENDOZA et al., 2013). A alta perda de carbono que ocorre na
biomassa colhida pode ser reduzida reciclando o sobrenadante para devolver os
nutrientes e carbono ndo consumidos ao reator (GONZALEZ-LOPEZ et al., 2012).

FIGURA 2- TRANSFERENCIA DE MASSA DE CO2 NO CULTIVO MICROALGAL COM CONTROLE
DE pH DURANTE O DIA E DURANTE DIA E NOITE.
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A absorcao de CO:2 na fase liquida diminui ao longo do dia devido a saturagao
do meio. A frequéncia de injecdo de gas aumenta a medida que a radiagédo solar
aumenta, mas as microalgas ndo conseguem metabolizar todo o carbono. Nas

primeiras horas do dia, todo o gas que entra na cultura é absorvido, mas ao longo do
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dia, a agua fica saturada e parte do CO2 que entra no fosso é liberado diretamente na

atmosfera ou ao longo dos canais por desgaseificacdo (DE GODOS et al., 2014).

3.3 INFLUENCIA DAS VARIAVEIS DO CULTIVO NA PRODUCAO DE BIOMASSA

A temperatura e a radiagado solar sdo os parametros ambientais que mais
influenciam a produtividade da biomassa da cultura (MORILLAS-ESPANA et al.,
2020). A temperatura ambiente variou de 15 a 29 °C com temperatura média durante
o dia de 21,9 + 4,1 °C, portanto permaneceu na faixa ideal para esta espécie de
microalga. A maioria das espécies de microalgas tem crescimento 6timo em
temperaturas entre 20 e 30°C (MORAIS JUNIOR et al., 2020). A condigdo étima de
temperatura para Scenedesmus almeriensis é de 25°C, e a temperatura de cultivo
varia + 5°C em relagéo a temperatura média diaria do ar (BARCELO-VILLALOBOS et
al., 2019).

Maior radiacdo solar combinada com temperatura em torno de 26°C pode
levar a maior produtividade de biomassa e crescimento mais disperso, sem
aglomeracdo de células (ARCILA; BUITRON, 2017). A radiagéo solar no periodo
avaliado (primavera) costuma ser alta na cidade de Almeria (Espanha). A microalga
Scenedesmus almeriensis € uma estirpe isolada na cidade de Almeria e adaptada as
condicbes da regido. A atividade fotossintética das microalgas esta diretamente
relacionada a radiagao solar, pois esta € a principal responsavel pela ativacdo dos
fotossistemas. A radiagéo solar atingiu 1995 pymol m?2 s' com 14 h de luz (FIGURA
3A), o que favorece a atividade fotossintética e producdo de biomassa do
microrganismo.

A alta radiagao solar do periodo escolhido para os experimentos gera alta
producao e acumulo de oxigénio dissolvido (OD) (FIGURA 3B). O oxigénio produzido
durante o dia pela fotossintese € consumido durante a noite pela respiragdo. O
oxigénio variou de 2,3-4,5 mg L' (25-50% Sat) a noite a 22,5 mg L (250% Sat)
durante o periodo diurno. O controle do pH diurno teve maior acumulo de OD ao longo
dos dois dias (20% a mais). O sensor de OD utilizado tinha capacidade de até 250%
Sat, entdo a linha cinza aparece reta no ponto mais alto. Com um sensor adequado,
os valores de OD provavelmente excederiam 300% Sat (27 mg L"). Nos meses de

primavera e verao, com temperaturas e radiacdo solar mais elevadas no sul da
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Espanha, a OD pode atingir valores entre 20 e 30 mg L' (220-335% Sat) (JIMENEZ
et al., 2003). Valores de OD acima de 250% de saturacado de Oz podem danificar
culturas ou alterar seu metabolismo, pois a taxa de atividade fotossintética é reduzida
pelo acimulo de oxigénio dissolvido (BARCELO-VILLALOBOS et al., 2018) e,

ocasionalmente, ocorre em reatores com pouca turbuléncia (JIMENEZ et al. al., 2003).

FIGURA 3- RADIACAO SOLAR E OXIGENIO DISSOLVIDO (OD) PRODUZIDO PELA CULTURA DE
Scenedesmus almeriensis.
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O valor Fv/Fm estava entre 0,5-0,6 (TABELA 2). A faixa maxima dos valores
de Fv/Fm é geralmente entre 0,7 e 0,8, quando as microalgas nao estdo em condi¢des
de estresse (MALAPASCUA et al., 2014). Scenedesmus almerienses geralmente
mostra Fv/Fm entre 0,6-0,7 e pode diminuir para 0,5 em meses de alta irradiancia
(SANCHEZ-ZURANO et al., 2020). Em culturas ao ar livre, normalmente, o valor de
Fv/Fm diminui durante o dia devido a alta irradidncia, o que leva a alteragcbes no
transporte de elétrons da fotossintese (MASOJIDEK et al., 2010).
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TABELA 2- CONCENTRACAO DE BIOMASSA (g L"), PRODUTIVIDADE DE BIOMASSA (g m2d™") E
Fv/Fm DO CULTIVO MICROALGAL COM DIFERENTES CONTROLES DE pH.

Dia e noite Dia
Fv/Fm 0,53 £<0,012 0,61 +<0,01°
Concentragédo de biomassa, g L™’ 1,20 £ 0,112 0,79 +0,07°
Produtividade de biomassa, g m2d”’ 23,2+ 0,472 15,8 + 1,41

Diferentes letras sobrescritas na mesma linha significam que houve diferenga estatisticamente
significativa entre os valores (p>0.1)

Dependendo das condi¢gbes ambientais, a concentragao de biomassa obtida
em reatores raceway varia entre 0,3 e 0,9 g L' (MORILLAS-ESPANA et al., 2020). A
produtividade de Scenedesmus almeriensis cultivada nessas condicdes com esse tipo
de reator é alta, em torno de 23 g m?2 d' (BARCELO-VILLALOBOS et al., 2018). A
concentragcao de biomassa e a produtividade foram maiores nas culturas com controle
de pH durante o dia e a noite (1,2 g L' e 23,19 g m2 d-, respectivamente) em relagédo
ao controle diurno (0,79 g L' e 15,8 g m? d', respectivamente) (TABELA 2). Os
resultados foram semelhantes aos relatados durante a producédo de Scenedesmus
almeriensis em raceway de 80 m? (11800 L) em Almeria na primavera, onde
concentragéo de biomassa de 0,7-0,8 g L' e produtividade na faixa de 15-25 g m2 d-
! foram alcancadas (MORILLAS-ESPANA et al., 2020).

O uso do carbono foi melhor com controle diurno e noturno e proporcionou
maior produtividade de biomassa. Mesmo que a demanda de CO:2 seja maior, 0
controle durante 24 h é, de fato, uma estrutura de controle promissora para esse
sistema de cultivo que sofre com as variagdes ambientais (temperatura e radiagao
solar) e, consequentemente, com a oscilagao do pH. Dessa forma, a aplicacédo do
controle diurno e noturno pode reduzir os disturbios dessa importante variavel no
cultivo e aumentar a producao de biomassa de Scenedesmus em aproximadamente

46% em relagao ao controle classico.
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4 CONCLUSAO

O controle diurno e noturno proporciona maior estabilidade do pH do cultivo
e, consequentemente, a produtividade da biomassa aumenta até 46%. A demanda de
CO2 para o cultivo € maior com o controle diurno e noturno (mais de 5 kg d'), com
aproveitamento de 58% para producado de biomassa. Assim, o controle de pH sob
demanda de CO: realizado nos periodos diurno e noturno, como proposto, € uma
alternativa para o cultivo de microalgas. Principalmente em reatores externos que
sofrem variagcbes ambientais (temperatura e radiagao solar), esse novo tipo de
controle mostrou reduzir disturbios no pH e produzir, de fato, mais biomassa do que

guando aplicado o controle tradicional, que ocorre apenas durante o dia.
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CAPITULO V

ARTIGO IV: CONTROLE DA ENTRADA DE CO2EM REATOR THIN-LAYER PARA
AUMENTAR A TRANSFERENCIA DE GAS EM CULTIVOS DE MICROALGAS

RESUMO

Thin-layers sao reatores abertos geralmente utilizados em cultivos de
microalgas pela sua elevada produtividade. Devido a baixa profundidade do cultivo, a
penetracdo de luz é alta, resultando em elevada atividade fotossintética. Em
contrapartida, quando CO2 é utilizado como fonte de carbono, podem ocorrer perdas
para a atmosfera pelo baixo tempo de residéncia do gas no meio. Thin-layers podem
ser equipados com coluna de dessor¢éo, onde O2 e CO2 s&o injetados. No entanto, a
entrada dos dois gases no mesmo local pode reduzir a transferéncia de carbono para
0 meio. Assim, o objetivo desse estudo foi comparar taxas de injegdo de CO2 em dois
locais de entrada (coluna de dessor¢ao e bomba de recirculagdo do cultivo) para
melhorar a transferéncia de massa e a produtividade de biomassa da microlaga
Scenedesmus almeriensis. A microalga foi cultivada em reator thin-layer de um canal,
dentro de estufa sem condigdes controladas. A injecdo de CO2 ocorreu sob demanda
do pH, definido pelo valor 8 nas taxas de 2, 5, 10 e 15 Lco2 min™'. A transferéncia do
COz2 para o meio e o crescimento da microalga foram comparados nas diferentes taxas
e locais de injecdo, bomba de recirculagéo do cultivo e coluna de dessorgao. Nao foi
possivel fazer o controle de pH com inje¢do de 2 e 5 L min-! de CO2. Quanto a injegdo
de 10 e 15 L min™' o pH foi bem controlado (entre 7,5 e 8,5) tanto quando o CO2 foi
injetado na coluna de dessorgao, quanto na bomba de recirculacédo do cultivo. A maior
produtividade de biomassa foi obtida com entrada de CO2 na coluna de dessorgao a
10 L min"' (29 g m? d-'). Portanto, a injegdo de CO2 realizada na coluna de dessorgédo
a 10 L min™' mostrou-se eficaz para elevar a producdo de biomassa e reduzir o
consumo de carbono. A inje¢do do CO2 na bomba de recirculagao do cultivo pode ser
considerada em casos que o sistema n&o possua coluna de dessorcao.

Palavras-chave: Controle de pH. Scenedesmus almeriensis. Sistema outdoor.

Transferéncia de massa.
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1 INTRODUGAO

O cultivo de microalgas é atualmente um bioprocesso de elevada importancia
globalmente. Isso se deve ao fato da elevada producao de biomassa com aplicagao
em diferentes areas, como na producdao de energia (MORAIS et al.,, 2020),
biopesticidas (COSTA et al., 2019), alimentacdo animal (SOUZA et al., 2021),
alimentacdo humana (TORZILLO et al., 2021) e tratamento de efluentes (SANCHEZ-
ZURANO et al., 2020).

Reatores abertos em geral apresentam custos menores de construgédo e
manutengdo comparado aos fechados. Os reatores thin-layers sao caracterizados por
serem sistemas de elevada produtividade que podem ser aplicados em grande escala
para operacdes comerciais (DEPRA et al., 2019). O canal do thin-layer é inclinado,
permitindo que a suspenséo de microalgas flua gravimetricamente em uma camada
com até 1 cm de profundidade, possibilitando elevada penetragao de luz no cultivo e
maior mistura, comparado aos outros reatores de canal (MASOJIDEK et al., 2015).
Esse design também elimina a necessidade de um sistema de circulacdo do liquido
(APEL et al., 2017).

A fim de obter maior eficiéncia do sistema, pH e oxigénio dissolvido devem
ser mantidos préximos aos pontos operacionais 6timos para o crescimento do
microrganismo. No entanto, s&o duas variaveis altamente dependente da fotossintese
e que podem apresentar bastante variagdo dependendo da época do ano e do
biorreator (PAWLOWSKI et al., 2015). O controle do pH na faixa ideal de crescimento
da microalga € um dos fatores mais importantes para que nao ocorra inibicao das
atividades metabdlicas e do crescimento (ERBLAND et al., 2020). A inje¢do do CO2
para controle do pH, e como fonte de carbono inorganico, pode ser realizada por um
sistema On/Off que atua conforme o setpoint escolhido. Na fotossintese a acidez do
meio € alterada, elevando o pH e acionando a injecao de CO2 que vai acidificar o meio.
No momento que o pH volta ao valor ideal a entrada de gas € desativada. A entrada
de CO:2 deve ser a mais eficiente possivel para reduzir as perdas de gas e garantir a
maxima utilizagéo pela microalga (HOYO et al., 2022; RODRIGUEZ-MIRANDA et al.,
2020).

O reator thin-layer utilizado no presente estudo possui uma unidade de
transferéncia de matéria (coluna de dessorc¢ao) acoplada, onde é realizada a injegao

de CO2 e a aeragédo para remogao do oxigénio dissolvido. A necessidade de trocar o
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local de injegcdo do CO2 ocorreu a partir da observacao de que a entrada dos gases
na mesma unidade levava a perdas do COz, ja que o pH nado estava bem controlado.
A aeragao € importante para mesclar o cultivo e manter a troca gasosa. No entanto,
pode expulsar o CO2 do cultivo antes que esse seja efetivamente transferido para o
meio liquido. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi comparar taxas de injecao de
CO2 em dois locais de entrada (coluna de dessor¢gédo e bomba de recirculagdo do
cultivo) para melhorar a transferéncia de massa e a produtividade de biomassa da

microlaga Scenedesmus almeriensis.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MICROALGA E CONDICOES DE CULTIVO

A microalga Scenedesmus almeriensis foi obtida da colegé&o de culturas do
Grupo de Biotecnologia de Microalgas Marinas da Universidad de Almeria. Os
in6culos de Scenedesmus almeriensis foram mantidos a23 +2 °C, pH 8,0 £ 0,1 e 150
ME m2 s em modo descontinuo até concentragdo de 1 g L', usando meio Arnon
modificado (MORALES-AMARAL et al., 2015). Uma vez que a concentragao desejada
foi alcangada, os indculos foram dimensionados para um volume final de 80 L usando
fotobiorreatores de coluna de bolhas ao ar livre com pH controlado, dentro de estufa.
A producgao em escala piloto da cepa foi realizada nas instalagdes da planta piloto da
Universidad de Almeria localizada no Instituto Andaluz de Investigacion y Formacion
Agraria, Pesquera, Alimentaria y de la Produccion Ecolégica- IFAPA (Almeria,
Espanha). O meio de cultivo utilizado foi composto de 0,90 g L' de NaNOs, 0,18 g L™
de MgSO0s4, 0,14 g L' de K2POa4 e 0,03 g L' de karentol® (Kenogard, Espanha), que é
uma mistura soélida comercial de micronutrientes que incluem boro, cobre, ferro,
manganés, molibdénio e zinco (MORILLAS-ESPANA et al., 2020).

2.2 FOTOBIORREATOR E CONDICOES EXPERIMENTAIS

O biorreator utilizado para a producdo de Scenedesmus almeriensis foi um
fotobiorreator em cascata de camada fina (thin-layer) de canal unico com superficie
de 63 m? e volume total de 2400 L, dentro de uma estufa. O biorreator consiste de um

canal inclinado, por onde o cultivo flui por gravidade (FIGURA 1A). No final do canal,
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o liquido cai em um tanque (FIGURA 1B), de onde é bombeado (FIGURA 1C) até o
ponto inicial do canal. Antes de entrar de fato no canal, o cultivo passa por uma coluna

de dessorcéo onde ocorre a aeragao do meio (FIGURA 1D).

FIGURA 1- ESQUEMA REPRESENTATIVO DA VISTA DE TOPO E LATERAL DO REATOR THIN-
LAYER (A) E IMAGENS DO TANQUE (B), BOMBA DE RECIRCULAGAO DO CULTIVO (C) E
COLUNA DE DESSORCAO (D)
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O cultivo foi realizado no modo semi-continuo com taxa de diluicdo de 0,3 d*'
(MORILLAS-ESPANA et al., 2020), durante os meses de junho e julho (verdo no
hemisfério norte). O ar foi injetado continuamente na coluna (75 L min-'). Sondas de
pH e oxigénio dissolvido (OD) foram instaladas no final do canal, onde os valores de

OD séao os mais altos. O pH 8 foi controlado por injegdo de CO2 sob demanda, nas
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taxas de 2, 5, 10 e 15 L min-'. O local de entrada do CO2 no cultivo foi comparado

entre a coluna de dessorgao e a bomba que recircula o cultivo.

2.3 ANALISES DO CULTIVO

A concentragao de biomassa (Cb, g L") foi medida por peso seco filtrando 100
mL de cultivo através de filtros de 1 uym, secos a 80 °C em estufa por 24 h. A
produtividade de biomassa (Pb, g m? d') foi calculada como o produto da
concentragcado de biomassa pela taxa de diluicdo. O estado das células foi verificado
diariamente medindo a razdo de fluorescéncia da clorofila (Fv/Fm) com um
fluorémetro AquaPen AP 100 (Photon System Instruments, Republica Tcheca). A
absorbancia a 680 e 750 nm foi medida diariamente usando espectrofotdmetro
GENESYS 10S UV-Vis (Thermo Fisher Scientific, Espanha) (COSTACHE et al.,
2013).

A taxa de biofixagdo de CO2 (TB, g L™ d™") foi calculada utilizando a
produtividade de biomassa (Pb), pela equagao TB=Pb.Xym.(Mco2/Mc), onde Xcom € a
fragdo de carbono na biomassa (considerada 50%) e Mco2 € Mc sdo os pesos
moleculares do CO2 e do carbono, respectivamente (TOLEDO-CERVANTES et al.,
2013). A partir da taxa de biofixagao, a eficiéncia de biofixagcdo do CO2 (Eco2, % m
m™") foi calculada de acordo com a equagéo Ecp,=(TB.Vy/m).100, Vui € o volume
de trabalho do fotobiorreator (L) e m a taxa de alimentagao diaria de CO2 (mg d")
(ZHANG et al., 2002).

2.4 ANALISE ESTATISTICA

As respostas de crescimento da microalga foram comparadas por analise de
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey ao nivel de confianga de 95% no
software Statistica 8.0.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos foram realizados no verdo do hemisfério norte (junho-julho)

quando nao houve grande variagao diaria entre temperatura e luminosidade do cultivo

(FIGURA 2). A radiagdo maxima chegou a 1321,3 uE m2 s e a temperatura média
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dos dias foi de 26.5 £ 2.5 °C, com minimas de 10 °C durante a noite e maximas de
39,1 °C nas horas de maior radiacdo solar. Scenedesmus almeriensis esta
naturalmente presente em Almeria (Espanha), de modo que esta adaptada as
condigdes meteorolégicas da regido (MORILLAS-ESPANA et al., 2020), sendo isolada
em aguas normalmente expostas a irradiancia de 2000 yE m2 s*! e temperatura de 45
°C (SANCHEZ et al., 2008b).

A concentragdo de OD segue o comportamento da radiagdo solar, devido a
fotossintese. Durante as horas de maior radiagao solar, a concentragao de OD pode
chegar entre 137,8% Sat (ensaio 2 L min~' na bomba de recirculagdo) a 360,2% Sat
(ensaio 15 L min' na coluna), equivalente a 10,96 a 28,8 gO2 m? h', com minimas
durante a noite de 3,3 (bomba de recirculagéo 2 L min-') a 93 (bomba de recirculagéo
5 L min"'). Com excegdo da taxa de 5 L min-!, a concentragdo de OD é maior nos
ensaios na coluna. Morillas-Espana et al. (2020) com o mesmo reator do presente
estudo observaram acumulo de OD até 400% Sat. no verdo em Almeria, que limitou
o crescimento de Scenedesmus almeriensis nos meses de junho e julho, quando a
radiagdo solar foi mais elevada (até 1800 uE m™ s™). Concentragbes de oxigénio
acima de 300% Sat. indicam ineficiéncia de remog¢ao do oxigénio dissolvido, o que
pode inibir o crescimento celular (IPPOLITI et al., 2016) e reduzir a capacidade de
transferéncia de massa do cultivo (BARCELO-VILLALOBOS et al., 2018). Em altas
concentragcdes de OD, a fotorrespiracado é potencializada reduzindo a produtividade
de biomassa (MORAES et al., 2020). A taxa de OD variou de 2 a 3 gO2 m? h™' de
manha e de 8-10 gO2 m? h™! ao meio-dia em reatores thin-layer de 600 L (REARTE et
al., 2021). O acumulo de oxigénio dissolvido € um dos principais fatores que limitam o
crescimento das microalgas, causando danos no aparelho fotossintético, membranas
e componentes celulares, podendo até se tornar toxico em altas concentracdes
(BARCELO-VILLALOBOS et al., 2019; MORILLAS-ESPANA et al., 2020).

De acordo com Acién et al. (2012), a inje¢ao de CO2 sob demanda € um
meétodo eficiente de fornecimento de carbono e minimiza as perdas de gas para a
atmosfera, dependendo da capacidade de utilizacao pela cultura. O consumo do CO2
pelas microalgas resulta em acumulo de ions OH" no meio e consequente aumento
do pH (GROBBELAAR, 2013). A injegao sob demanda supre o CO2 consumido e
reestabelece o valor do pH (MORAES et al., 2020).
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FIGURA 2- TEMPERATURA (T), RADIAGAO SOLAR (Rad) E OXIGENIO DISSOLVIDO (OD) COM
INJECAO DE CO; DE 15 A 2 L min"! NA COLUNA E BOMBA
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Reatores thin-layer, devido a baixa altura de cultivo que permite elevada
entrada de luz, apresentam elevada produtividade de biomassa. Em contrapartida, a
altura pode acelerar a taxa de evaporagao de agua e perdas do CO:2 adicionado ao
cultivo. A unidade de transferéncia de matéria foi adicionada ao reator (coluna de
dessorgao), a fim de aumentar o tempo de contato entre o CO2 adicionado e o meio
liquido, facilitando a transferéncia de massa. No entanto, baixo aproveitamento do
carbono injetado na coluna estava sendo observado, ja que o pH nado parecia bem
controlado. Alguns estudos reportavam injetar o CO2 na bomba de recirculacdo do
cultivo (REARTE et al., 2021) e que a taxa de CO: injetado pode influenciar o
crescimento da microalga (MORAES et al., 2020).

Ao longo do comprimento do canal de reatores thin-layer € normal ocorrer
aumento do pH, pela caracteristica tampao do carbonato-bicarbonato no meio de
cultivo, que compensa o carbono inorganico consumido na fotossintese. No entanto,
no sistema com injecdo sob demanda, quando o valor de pH se afasta muito do
setpoint significa que a inje¢do de CO2 n&o foi adequada (BARCELO-VILLALOBOS et
al., 2019). Com as taxas de 10 e 15 L min' é possivel bom controle do pH
independentemente de onde € injetado o gas (coluna de dessor¢do ou bomba de
recirculagéo do cultivo) (FIGURA 3).

As taxas de 2 e 5 L min-! parecem ser insuficientes, demandando muito tempo
de injegdo e assim mesmo o pH sobe a 8,7-9. De acordo com BARCELO-
VILLALOBOS et al. (2019), quando o consumo de CO:2 pela microalga € maior que a
capacidade de transferéncia pode ocorrer essa subida do pH, que ndo é muito alta,
porém pode afetar o cultivo, visto que o pH em reatores thin-layer € um dos principais
fatores determinantes para a eficiéncia desse sistema. Com a taxa de 15 L min-! na
bomba de recirculagdo o pH minimo chega a 7,2. Algumas vezes, com o tempo que o0
sistema leva para responder a variagdo do pH, CO: é injetado em excesso, 0 que
reduz o pH mais do que o necessario (MORAES et al., 2020).

Moraes et al. (2020), ao fornecer entre 1,04 e 3,12 L min' de COz2 a cultivos
de Nannochloropsis gaditana em reatores tubulares horizontais de 2,6 m3, observaram
6timo controle do pH pois o CO2 fornecido era prontamente consumido. Com taxas
maiores, de 20 L min-', os autores observaram fornecimento de CO2 em excesso, que
provocou variagao relevante de pH, pois a microalga ndo podia consumir todo o

carbono fornecido.
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FIGURA 3- VARIAQAO DE pH E INJEGAO DE CO2 NA COLUNA DE DESSORGAO E BOMBA DE
RECIRCULAGCAO DO CULTIVO EM DIFERENTES NAS TAXAS DE ENTRADA DO GAS.
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Nas taxas de 15 e 10 L min-! o sistema trabalhou abrindo e fechando a injegéo
de COz2 periodicamente, sendo menos frequente a injecdo durante a noite. Ja com as
taxas de 5 e 2 L min', nas horas de maior iluminancia o sistema manteve-se aberto
por varias horas seguidas, injetando grande quantidade do gas. Maior injegdo do CO:
ocorre durante o dia, intensificando-se perto do meio-dia em todas as taxas. A injegao
do gas pode ser correlacionada com a atividade fotossintética, que é influenciada pela
radiagdo solar (ARBIB et al., 2013; MORAES et al., 2020).

O tempo em que a valvula de injegdo de CO2 se mantem aberta é
inversamente proporcional a taxa de CO: injetado (FIGURA 4), para ambos locais de

injecao, variando de 410 a 1376 min d-'.

FIGURA 4- TEMPO (min) QUE O SISTEMA INJETA CO2 NO CULTIVO DURANTE O DIA.
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Observa-se que, quanto menor a taxa, mais tempo o sistema precisa injetar
CO:2 no cultivo para estabilizar o pH. A redugdo do tempo de inje¢gdo com 15 L min-"’
de CO2 na bomba de recirculagao do cultivo foi significativa e implica em menos tempo
da valvula aberta, o que contribui para a economia de energia do sistema. Nas taxas
de 15 e 10 L min" a entrada na coluna de dessorgdo injeta mais que a bomba de
recirculagado, enquanto que com 5 e 2 L min™! a inje¢cdo dura mais tempo quando ocorre

bomba de recirculagdo. As taxas menores sao insuficientes para manter o pH estavel.
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A fluorescéncia da clorofila, concentracdo de biomassa, produtividade de
biomassa, taxa de biofixagdo de CO: e eficiéncia de biofixagdo foram avaliados nos

cultivos com 10 e 15 Lco2 min™' com entrada nos dois locais de inje¢cdo (TABELA 1).

TABELA 1- FLUORESCENCIA DA CLOROFILA (Fv/Fm), COI:ICENTRAQAO DE BIOMASSA (Cb),
PRODUTIVIDADE DE BIOMASSA (Pb), TAXA DE BIOFIXACAO DE CO2 (TB) E EFICIENCIA DE
BIOFIXACAO (Eco2) DOS CULTIVOS COM 10 E 15 Lcoz2 min™.

Fv/IFm Cb, gL Pb, g m2d”’ TB,gL"'d" Ecoz, %

10 Lco2 min™’

Bomba 0,65 2,19+ 0,04° 25,1 +0,5° 1,21 26,01

Coluna 0,56 2,58 + 0,342 29,5 + 3,0° 1,42 25,67

15 Lcoz min™’

Bomba 0,62 1,18 £0,18° 14,5 + 1,0° 0,70 16,54

Coluna 0,43 1,38 £ 0,09° 15,8 + 1,0° 0,76 13,76

Média + desvio padrao. Letras sobrescritas idénticas na mesma coluna indicam que as médias nao
diferem significativamente ao nivel de confianga de 95% (p=0,05).

O valor de Fv/Fm que indica o estado fisiologico das células manteve-se
proximo a 0,60 que é o ideal para a microalga Scenedesmus (MORILLAS-ESPANA et
al., 2020). O valor mais baixo (0,43) para o cultivo com 15 L min-' na coluna mostra
que houve condicbes desfavoraveis para as células. Todos os testes foram realizados
em condi¢cdes aproximadas de temperatura e radiagdo solar, o que nao influenciou
nesse parametro. De acordo com Rearte et al. (2021), a redugao no valor de Fv/Fm
pode ocorrer quando a cultura estda com a concentragao celular baixa, o que aumenta
a irradiancia média por célula. Dessa forma a célula precisa se aclimatar ou pode
sofrer fotoinibigdo. O cultivo com taxa de 10 Lco2 min™' apresentou concentragédo de
biomassa quase duas vezes maior que com 15 Lco2 min', o que pode ter favorecido
esse fendmeno. O maior valor de Fv/Fm foi encontrado no cultivo com 10 L min-' na
bomba de recirculagao (0,65) e a maior concentragao de biomassa com a mesma taxa
de CO2, porém com entrada na coluna (2,58 g L).

A produtividade nesse cultivo se manteve entre 14,5 a 29,5 g m? d”', faixa
adequada para reatores thin-layer. Em cultivos de Scenedesmus sp. em thin-layer de

32 m? (volume util de 640 L), com inje¢cdo de CO2 sob demanda a 5 L min”, a
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produtividade esteve na faixa de 26,6-45,9 g m?2 d!' (SANCHEZ-ZURANO et al.,
2020). Os autores afirmam que a produtividade maxima é encontrada nos meses de
maior radiagao solar (maio, junho e julho). A produtividade superior a 30 g m2 d-! para
diversas espécies é relatada em muitos trabalhos, em curtos periodos de cultivo. A
longo prazo, a produtividade reduz, variando conforme condi¢des climaticas, estado
da célula e condicbes de operacdo do cultivo (DOUCHA; LIVANSKY, 2009).
Scenedesmus almeriensis cultivada no mesmo reator do presente estudo, apresentou
produtividade entre 15 e 30 g m d-', que variou dependendo da estag&do do ano
(MORILLAS-ESPANA et al., 2020). A produtividade de cultivos outdoor de
Scenedesmus obliquus cultivada em julho/agosto na Bélgica (irradiancia até 1700 pE
m2 s™! e temperatura de 25 + 5 °C), em reatores thin-layer de 35 m? com pH controlado
sob demanda de CO: foi de 15,8 g m? d-'. Segundo os autores, a produtividade foi
limitada pela disponibilidade de CO:2 pelo design do reator, podendo ser suprimida
pela suplementacao da fonte de carbono (DE MARCHIN et al., 2015). Em estudos de
Ayatollahi et al. (2021), o crescimento de Chlorella vulgaris nas concentragdes
atmosféricas de CO:2 foi mais lento do que em concentragcdes mais elevadas, de até
5%, devido a falta de carbono. De 0,04 a 5% de CO2 a concentragao celular aumentou
de 0,76 para 0,90 g L-'. Estudos com Chlorella vulgaris cultivada em thin-layer de 90
m?2, com COz2 fornecido sob demanda entrando na tubulagéo que precede a bomba de
recirculagdo, chegaram a produtividade de 27 g m? d' (REARTE et al., 2021). A
produtividade de biomassa nao apresenta diferenga significativa comparados os dois
locais de injegdo pra a mesma taxa. No entanto, com a taxa de 10 Lco2 min™' obteve-
se valores quase duas vezes maiores de produtividade comparado a injegdo de 15
Lco2 min'. O aumento da taxa de CO2 pode ter ocasionado inibigdo do crescimento
celular. A taxa de 10 L min" resulta em economia de fonte de carbono, sendo
suficiente para manter o cultivo no pH ideal e a escolha da coluna de dessorgéo ou da
bomba de recirculagdo do cultivo para a entrada do gas depende do sistema
disponivel para cultivo.

A taxa de biofixagdo de COz2 foi maior com 10 Lco2 min-', apresentando melhor
resultado com injecao na coluna. A eficiéncia de biofixagdo nao apresenta diferenca
significativa entre bomba de recirculagéo e coluna de dessorgéo na taxa de 10 L min-
1 e foi 1,8 vezes maior que na taxa de 15 L min-'. A taxa de biofixagdo de CO- de
Scenedesmus obliquus cultivada indoor em reatores coluna de bolha de 1 L e aeracao

de 1 vvm com ar puro, ar enriquecido com 7,5 ou 15% v v-' de CO2 foi 0,36, 1,34 e
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1,19 g L' d', respectivamente. O resultado mostra que a biofixagdo ndo apresenta
incremento linear conforme aumenta a concentragédo de CO2 (ASSUNCAO, 2015). A
reducao da absorgdo do CO2 com o aumento da taxa de injecdo pode ser causada
por coalescéncia de bolhas do gas no fluxo mais alto, que leva a redugao especifica
da area interfacial gas-liquido (DOUCHA; LIVANSKY, 2006). Scenedesmus
obtusiusculus AT-UAM cultivada em reator hibrido (coluna de bolhas de 2,5 L
combinado com raceway de 100 L) com gas de combusto real a 150 mL min™', pode
chegar a produtividade de biomassa de 41,8 mg L d' e taxa de biofixagdo de CO2 e
eficiéncia de biofixacdo de 111,4 mg L' d' e 76,7%, respectivamente (ESTRADA-
GRAF et al., 2018). Comparado ao presente estudo, a produtividade de biomassa é
menor, porem com maior eficiéncia de biofixagdo. Segundo Estrada-Graf et al. (2018),
ha vantagens tanto na utilizagdo do CO2 quanto nos parametros de crescimento da
cultura ao acoplar a coluna de bolhas ao sistema aberto, o que pode ser comprovado

com os resultados de taxa de biofixagado do presente estudo.

4 CONCLUSAO

A injecédo de 10 e 15 L min"' de CO2 possibilitou maior estabilidade do pH e
menos tempo de trabalho da valvula On/Off, o que acarreta em menor consumo de
energia no sistema. Maior produtividade de biomassa foi obtida com 10 Lco2 min' na
coluna de dessorgédo (29,5 g m2 d'). Na mesma taxa, injetando na bomba de
recirculagdo, também foi obtida elevada produtividade de biomassa (25 g m2 d'), que
pode ser considerada viavel nos casos em que o reator ndo possui a coluna de
dessorg¢ao acoplada. No caso de possuir a coluna, a inje¢ao do CO2 pode ser realizada

nesse componente para melhor performance do cultivo.
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5 CONCLUSOES E RECOMENDAGOES

As nanofibras de PAN sdo alternativas promissoras para incrementar a
biofixacdo de CO2 e producgao de biomassa de Spirulina sp. LEB 18 em cultivos em
escala laboratorial e podem ser expandidas para cultivos maiores.

Os cultivos outdoor em reator raceway apresentaram elevada produtividade
de biomassa e biofixagcdo de CO:2 durante todo o ano. As alteragdes em temperatura
e radiacao solar ao longo do dia, bem como nas diferentes estacdes influenciam o pH
da cultura, que pode ser controlado pela injecado de CO2. O controle de pH por
demanda de CO: tradicionalmente utilizado apenas durante o dia pode ser substituido
pelo controle dia e noite, a fim de evitar disturbios no cultivo e manter a estabilidade
da célula, aumentando a producio de biomassa.

Em reatores thin-layer, que apresentam maior produtividade de biomassa
comparada aos outros reatores, a taxa de inje¢cado de CO:2 e o local de entrada do gas
sdo importantes para evitar perdas de carbono no reator. Em projetos onde ha coluna
de dessorcao, a entrada pode ser realizada nesse compartimento. No entanto, nao
havendo possibilidade de adicionar esse componente, pode ser realizada na prépria
bomba de recirculacao do cultivo.

A pesquisa cientifica € um ciclo. Quando iniciamos um trabalho em
determinado tema, geralmente baseado em trabalhos anteriores, tentamos responder
questdes em aberto. No entanto, no decorrer do trabalho sempre nos deparamos com
mais questdes a serem respondidas. A partir do estudo desenvolvido, observamos os
seguintes pontos que podem ser desenvolvidos em trabalhos futuros:

e Utilizar as nanofibras para adsorcdo de CO2 em cultivos abertos, em
reatores de escala piloto avaliando custos e tempo de producao dos adsorventes;

e Realizar o controle de pH sob demanda de CO:2 durante o dia e a noite
em reatores raceway ao longo do ano e avaliar a composi¢céo da biomassa;

e Reutilizar o meio de cultivo da biomassa colhida em reatores raceway e
observar o consumo dos nutrientes pela microalga;

e Acompanhar a producdo de biomassa e avaliar a composi¢cdo da

biomassa microalgal em reatores thin-layer outdoor durante todo o ano.
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