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RESUMO

Asmicroalgas sdo organismos unicelulares capazes de realizar fotossintese, aproveitando a luz solar e absorvendo CO2 para sintetizar a propria biomas-
sa. Exatamente por esta caracteristica, elas témsido visadas nos ultimos anos por diferentes setores, especialmente pela capacidade de reduziras emissdes
de CO2 e para em paralelo sintetizar biomassa que pode ser utilizada na produgao de biocombustiveis. Além de serem microrganismos de crescimento
rapido, possuem uma composi¢ao bioquimica diversificada. Neste contexto o presente trabalho teve como objetivo avaliar a biofixagdo de CO2 pela
microalga Monoraphidium sp., cultivada em fotobiorreator fechado tipo Janela, e a caracterizagao da biomassa microalgal produzida em relag¢@o ao:
teor de lipidios totais - LT, lipidios convertiveis em biodiesel - LCB, carboidratos e proteinas. Os resultados permitiram definir que o melhor resultado
foi obtido apds 24h de cultivo, no qual, por cada grama de biomassa, consumiram-se aproximadamente 1,2g de CO2. Abiomassa de Monoraphidium sp.
produzidaapresentouumteorde LT de 17,37 +3,27%, LCB de aproximadamente 8,36 +2,69%, carboidratos de 32+ 3,37% e proteinas de 34,26 +0,41%.
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ABSTRACT

Microalgae are unicellular organisms capable of photosynthesis, turning sunlight and carbon dioxide (CO2) into rich biomass. Precisely because of
this definition, in recent years various sectors have been targeting their ability to reduce CO2 emissions and the capacity of simultaneously synthesize
biomass which can be later used to produce bio-fuels. Besides being considered fast-growth microorganisms, microalgae have a diverse biochemical
composition with similar characteristics to traditional biomass. In this context, the present work aimed to evaluate the biofixation of CO2 by the micro-
algae Monoraphidium sp., cultivated in a closed-window type photobioreactor, as well as characterization of microalgal biomass produced in relation
to the total lipid content (TL), lipids converted into biodiesel (LCB), carbohydrates and proteins. The results achieved showed that the best result was
obtained after 24 hours of cultivation, where for each gram of biomass produced approximately 1,2g of CO2 were consumed. The biomass Monoraphid-
ium sp. produced had a content of lipids converted into biodiesel of approximately 8.36 +2.69%, carbohydrates 32% + 3.37 and proteins 34.26%+0.41.

Keywords: Biomass, CO2 capture, Cultivation, Microalgae, Photobioreator.

INTRODUCAO

Microalgas sdo organismos unicelu-
lares, fotossintetizantes, capazes de utilizar
energia luminosa com maior eficiéncia que
as plantas superiores e sdo excelentes fixado-
ras de gés carbonico (Greenwell et al., 2010).

Em principio, as microalgas foram in-
vestigadas como fonte de obtengdo de proteina
para o consumo humano. O foco inicial deslo-
cou-se para seu uso na captura de CO2 e para
em paralelo aproveitar a biomassa sintetizada
na producdo de biocombustiveis, tais como:
hidrocarbonetos  renovaveis (bioquerosene
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ou diesel verde), biodiesel ou etanol de segunda
geragdo, alem de varios outros produtos, como
hidrogénio, produtos alimenticios, farmacéuti-
cos e cosméticos (Greenwell et al, 2010; Per-
lingeiro et al., 2014).

Dentre as caracteristicas das microal-
gas, destaca-se o fato de crescerem rapidam-
ente, sintetizar e acumular grandes quantidades
de lipidios, carboidratos, proteinas e pigmentos,
como os carotenodides e a clorofila. A fim de
aproveitar ao maximo a cultura de microalgas ¢
essencial a selecao da cepa adequada e das mel-
hores condic¢oes de cultivo. Condi¢des de culti-
vo envolvem: qualidade da agua; pH; tempera-
tura; nutrientes ¢ dosagem de CO2 de maneira
controlada. Nutrientes devem ser adicionados
para garantir o crescimento das microalgas (ni-
trogénio, fosforo, minerais e vitaminas), além
de uma fonte de carbono (CO2) e energia solar.

O cultivo fototrofico ¢ o mais utilizado,
principalmente na produgdo em larga escala. A
variacao de lipidios nesta condi¢do esta entre
5 e 60%, de acordo com o tipo de microalga
(Mata et al., 2010). Este tipo de cultivo emprega
iluminagao, como fonte de energia, e carbono
inorganico (CO2), proveniente do ar atmosfeéri-
co ou injetado de cilindros pressurizados, como
fonte de carbono para produzir energia quimica
através do processo de fotossintese. Nos siste-
mas fechados a eficiéncia da remocao ¢ fixagao
de CO2 depende da espécie de microalga, da
concentracao de CO2, do “design” do fotobior-
reator ¢ das condi¢gdes de operacao (Raven et
al., 2010).

No Brasil a microalga Monoraphidium
sp. € cultivada no nordeste do pais, na cidade
de Natal. Dentre as técnicas de producao em
larga escala destaca-se o uso de raceway, que
sdo grandes tanques abertos (cultivadores da
planta piloto de Petrobras/UFRN em Extremoz/
RN). Também, a usina de biodiesel Grande
Valle BioEnergia Ltda., localizada no estado do
Rio de Janeiro, em conjunto com a Fundagao de
Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro
— FAPERJ, fez alguns investimentos no desen-
volvimento de tecnologia para o cultivo e uso
da microalga Monoraphidium sp. como matéri-
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a-prima alternativa na producao de biodiesel
(EBC, 2013).

Sao poucos os estudos publicados rela-
cionados com a captura de dioxido de carbono
(CO2) pela microalga Monoraphidium sp. A
maioria dos estudos estao focados na producao
de biodiesel. Shrivastav et al., (2015) obser-
varam que na adicdo de CO2 e ar, a microalga
Monoraphidium sp. tem capacidade para miti-
gar 0 CO2, devido a sua alta capacidade de fixar
carbono. E, em decorréncia de sua alta produ-
tividade de lipidios e biomassa, representa uma
matéria-prima potencial para biocombustiveis.
Apesar da espécie Monoraphidium sp. se adap-
tar muito bem a regides de baixa temperatura
e de pouca incidéncia luminosa, apresentando
bom crescimento em aguas residuais e com teo-
res lipidicos semelhantes ao da soja (Holbrook
et al., 2014), a Monoraphidium sp. ¢ capaz de
crescer em temperatura de 35°C (Report, 1987).

De acordo com a literatura, um quilo-
grama de biomassa seca de microalga utiliza
aproximadamente 1,83 quilogramas de CO2
(Brennan e Owende, 2010). Estudos tém sido
desenvolvidos para validar as microalgas como
biofiltros com o objetivo de purificar gases de
combustdo provenientes das principais industri-
as geradoras como: termelétricas, cimenteiras,
agropecuaria, € outras. Assim, as microalgas es-
tao sendo utilizadas para melhorar a qualidade
do biogas pela reducdo do teor de CO2, o qué
levaria a um aumento na concentragao de meta-
no (CH4).

Apesar de que ha ainda uma série de de-
safios tecnoldgicos a serem superados para que
as microalgas se tornem competitivas no mer-
cado de biocombustiveis e como sequestrado-
ras de CO2, suas potencialidades de rendimento
sd0 expressivas e, portanto, novos investimen-
tos em P&D sdo necessarios.

Neste contexto, desenvolveu-se este tra-
balho que visa o estudo da biofixagao do CO2
por meio do cultivo da microalga Monoraph-
idium sp., cultivada em fotobiorreator fechado
tipo Janela, e a caracterizagdo da biomassa mi-
croalgal produzida em relagao ao: teor de lipi-
dios totais - LT, lipidios convertiveis em biodie-
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sel - LCB, carboidratos e proteinas.

MATERIAIS E METODOS

Para a realizagdo deste trabalho, uti-
lizou-se a cepa da microalga Monoraphidium
sp. conforme figura 1, mantida na cole¢cdo do
banco de culturas do Laboratorio de Tecnolo-
gias Verdes (Greentec) da Escola de Quimica/
UFRJ.
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Figura 1. (A) Indculo da cepa Monoraphidium sp.
(MORF-01); (B). Imagem da microalga observada
através do microscépio 6ptico Olympus BX com aumen-

to 100X.

Escalonamento do cultivo da microalga
Monoraphidium sp.

Para o escalonamento do cultivo da
microalga Monoraphidium sp., foram realiza-
das quatro transferéncias (figura 2). Iniciou-se
com o inoculo da cepa, previamente mantida

em meio ASM-1, sob pH 7, iluminagao de 170

ufotons. m2. s e temperatura de 23°C, em er-

lenmeyer de 250mL (cultivo de ativacdo), se-
guido da transferéncia para um segundo erlen-
meyer de 2L e posteriormente para um garrafao
transparente de 20L. Ao fim, o cultivo do gar-
rafao ¢ usado como inoculo no fotobiorreator
fechado tipo janela de 110L onde ¢ monitorado
o consumo de CO2 e o crescimento celular.

Cepa

™ Cultivo de Afivecio &9
Monoraphidium sp.

V=250 mL

Sarraf3c da V=20 L w. Fm?’_h::‘:;iﬂw

Figura 2. Etapas do escalonamento da microalga
Monoraphidium sp.

Indeulo V=IL -
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Sistema de cultivo utilizado no monitoramento
do consumo de CO?2. Fotobiorreator de 110L

Para a absor¢ao de CO2 pela microalga
Monoraphidium sp., o cultivo foi realizado em
fotobiorreator do tipo janela de 110L instalado
na planta piloto do Laboratorio Greentec, lo-
calizada na cobertura do Nucleo de Exceléncia
em Petréleo e Biocombustiveis da Escola de
Quimica/UFRJ (figura 3). Iniciou-se o cultivo
em meio ASM-1; temperatura controlada entre

20 - 35°C; concentragdo de 6,05 x10°cel mL!;

injecdo de ar em torno de 1 a 7L.min"!, através
de um tubo de aco inox horizontal instalado no
fundo do fotobiorreator, com o objetivo de au-
mentar a turbuléncia, evitando a deposic¢do das
células e aumentando o contato do liquido com
o CO2 e sistema automatizado de controle de
pH entre 7,0 a 8,0, por injecdo de CO2 em trés
pontos do interior do fotobiorreator, usando
difusores que garantem a inje¢do do gas em for-
ma de micro bolhas, facilitando sua diluigdao na
agua.

Figura 3. Cultivo da microalga Monoraphidium sp. no
fotobiorreator de janela de 110L

O cultivo da microalga Monoraphid-
ium sp. foi realizado durante um periodo de 12
dias, ja que o foco foi medir a absor¢ao de CO2.
Portanto em cultivos em batelada o aumento do
consumo de CO2 acontece nos primeiros dias
de cultivo, posteriormente esse consumo come-
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¢a a diminuir.

O monitoramento do consumo de CO2,
considerando que ¢ consumido nos horarios em
que as células estao realizando o processo de fo-
tossintese, foi realizado no intervalo das 8:00 as
20:00h, quantificando nesse intervalo o nimero
de vezes em que o sistema injetava CO2 ¢ o
tempo de inje¢do. Dessa forma, como o CO2
sempre era injetado com vazao constante (1L/

min™) foi possivel determinar seu consumo no
periodo monitorado. Além do consumo de CO2

(em g/dia") outros pardmetros foram medidos
diariamente durante o tempo de cultivo, como:

a temperatura (°C), iluminagdo (pfotons.m

25, pH, densidade celular (cel.mL') e bio-
massa seca, esta ultima analisada em triplicata.

O crescimento do cultivo monitorado por meio
das metodologias de densidade celular e peso
seco descritas a seguir:

Densidade celular: A quantidade de c¢-

lulas (ou densidade celular, em cel.mL™') pre-
sente nas amostras coletadas diariamente duran-
te o cultivo foi determinada por contagem direta
em microscopio 6tico (modelo Olympus SC30)
(aumento de 40 vezes), com auxilio de uma ca-
mara de Fuchs-Rosenthal. A densidade celular
foi expressa em nimero de células por mililitro

de cultivo (cel.mL™).

Determinacdo da biomassa seca: O
peso seco foi determinado conforme a metodo-
logia definida pelo CENPES/PETROBRAS
(2013). Calcinou-se uma membrana a 575°C
por 1h para remocao de umidade; resfriou-a em
dessecador e registrou-se sua massa inicial (mi);
filtraram-se 10mL (Vf) de cultura de microalga
na membrana; em seguida, acondicionou-se a
membrana em estufa a 65°C por 1h; resfriou-
a em dessecador e registrou-se sua massa final
(mf) para determinacdo do peso seco e, conse-
quentemente, dos teores de biomassa seca e de
umidade, de acordo com as equagdes 1, 2 e 3.

Para descontar os valores de cinzas do
peso seco final, as membranas com biomassa
seca foram calcinadas a 575°C por 1 hora, res-
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friadas e pesadas. A determinacdo de peso
seco foi realizada em triplicata. A figura
4 ilustra as diferentes etapas do processo.

o i —mi) x 1000 x FD {Equagio 1)
wr
Toe e (Equacdo 2)
10

TU= 100-TS (Equacdo 3)
Onde:
X = concentragdao de biomassa ou peso seco em
g/L;

mi = massa da membrana calcinada sem a mi-
croalga filtrada (massa inicial);

mf= massa da membrana com a microalga seca
(massa final);

Vf= volume de cultura de microalga filtrado;
FD = fator de diluicao;

TS = teor de massa seca;

TU = teor de umidade.

Com os dados experimentais de densi-
dade celular, e peso seco foram elaborados gra-
ficos em fungdo do tempo (dia).

Figura 4. Determinagdo de peso seco. (A) Lavagem das
membranas; (B) Sistema de filtragdo; (C) Secagem na
estufa; (D) Biomassa calcinada.

Depois de 12 dias acompanhando o cul-
tivo a biomassa foi concentrada usando centri-
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fuga Hitachi modelo CR22N. Para isso uti-
lizou-se uma velocidade de 8.000rpm durante
um tempo de 10 minutos. Para a quantificacao
do teor de umidade na biomassa de microalgas
obtida através do processo de centrifugagao,
pesaram-se 2 gramas de biomassa em uma bal-
anca cletronica Shimadzu modelo MOC63U,
com temperatura de 40 a 50°C.

Com o objetivo de determinar o teor de
lipidios, carboidratos e proteinas, presentes na
biomassa cultivada no fotobiorreator, a biomas-
sa umida de microalgas depois de centrifugada
foi seca por liofilizagdo. Esta etapa foi realiza-
da usando liofilizador - Modelo Labconco de
4,5L de capacidade, operando a temperatura de
-45°C e vacuo de 0,220bar.

Para a caracterizacdo da biomassa mi-
croalgal foram utilizadas as metodologias a se-
guir:

Teor de lipidios totais (LT): O teor de
lipidios foi mensurado através do método de ex-
tragao de lipidios totais desenvolvido por Bligh
& Dyer (1959) modificado. O processo para
extracdao foi realizado, em triplicata, em duas
etapas de acordo com o seguinte procedimento
(figura 5): na primeira, a amostra foi submetida
a um pré-tratamento com acido cloridrico para
hidrolisar as células; e na segunda, os lipidios
foram extraidos com uma mistura de solventes
(metanol/cloroformio). Apds a extracao, o ex-
cesso de solvente foi removido e a quantificagao
dos lipidios foi realizada gravimetricamente.
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Figura 5. Processo de extrag@o de LT (A) Pre-tratamento
acido; (B) Extragao dos lipidios; (C) Amostras com
lipidios; (D) Recuperagao do solvente.

Teor de lipidios convertiveis em biodies-
el (LCB): A determinacdo do teor de lipidios
convertiveis em biodiesel foi realizada utili-
zando o método de Schmid-Bonzynski-Ratzlaff
(modificado) (IDF, 1986). Baseado na digestao
de biomassa de microalga com acido cloridrico,
seguida da extracdo da fracdo lipidica com al-
cool etilico, éter etilico e éter de petrdleo. Apos
a extracdo, o excesso de solvente foi removido e
a quantificacdo dos LCB foi realizada gravimet-
ricamente. O método foi realizado em triplicata
de acordo com o seguinte procedimento (figura
6).

Figura 6. Processo de extragdo de LCB (A) Ruptura da
biomassa com HCI; (B) Adicdo de solventes para sepa-
racdo da fase etérea; (C) Separagdo da fase etérea; (D)
Rotaevaporagio da fase etérea com 6leo; (E) Oleo seco.

Teor de carboidratos: A extracdo dos
carboidratos totais foi realizada segundo o mé-
todo descrito por Myklestad e Haug (1972). O
método denominado fenol- sulfirico permite
extrair os carboidratos soliveis em dgua que es-
tdo presentes na biomassa seca.

Teor de proteinas totais: A analise de
proteinas totais foi realizada no Laboratorio de
Tecnologia de Alimentos da Escola de Quimi-
ca da UFRJ, pelo método de Kjeldahl classico
modificado A.O.A.C, (1995).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando a curva de crescimento do
cultivo no fotobiorreator de Janela (figura 7)
observa-se uma fase lag ou de adaptacao du-
rante os primeiros dois dias de cultivo, seguida
de uma fase de crescimento exponencial que
inicia a partir das 48 horas de cultivo e vai até
o décimo primeiro dia, quando a concentragao
de células comec¢a a diminuir. Posteriormente,
depois de verificar o inicio da etapa de morte
celular, iniciou-se a concentragao do cultivo us-
ando centrifuga Hitachi modelo CR22N.
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Figura 7. Curva de crescimento da microalga Monoraph-
idium sp. cultivada em fotobiorreator tipo Janela de
110L.

De acordo com a figura 8 o maior con-
sumo de CO2 ocorreu durante os seis primeiros
dias do cultivo e depois comegou a diminuir.
Observa-se que ao longo do cultivo o cresci-
mento da biomassa ¢ maior nestes seis primeiros
dias. Por esta ragdo o cultivo foi realizado até
o dia doze devido a que o foco deste trabalho
foi monitorar o consumo de CO2 na microalga
Monoraphidium sp.

Este comportamento est4 totalmente de
acordo com os resultados de cultivos descritos
na literatura (Holbrook et al, 2014), onde du-
rante a fase de crescimento celular o processo
de fotossintese ¢ muito mais intenso e conse-
quentemente o consumo de CO2 ¢ superior.
Na medida em que transcorrem os dias, parte
das células que estdo sendo contabilizadas nas
analises de contagem celular ou na determina-
¢do de peso seco ndo consomem CO2 porque
estdo mortas. Este comportamento ¢ observado
em cultivos em batelada. Nos cultivos em conti-
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nuo, como usualmente acontece em escala
comercial, ¢ possivel manter o nivel de ab-
sorcao de CO2 sempre em niveis elevados.
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Figura 8. Quantidade de biomassa vs consumo de CO2
no cultivo de Monoraphidium.

Os resultados permitiram definir que,
no inicio do cultivo (dia 0), por cada grama de
biomassa produzida, estavam sendo consumi-
dos 0,79g de CO2. Ja no ultimo dia (dia 12),
por cada grama de cultivo, foram consumidos
0,3g de CO2. No sexto dia de cultivo, por cada
grama de biomassa, foram consumidos 0,61g de
CO2. O melhor resultado foi obtido apos 24h de
cultivo, no qual, por cada grama de biomassa,
consumiram-se aproximadamente 1,2g de CO2.

Vale salientar que o consumo de CO2
foi contabilizado em um periodo de 12 horas,
contemplando o intervalo entre 8:00 a 20:00
horas, incluindo o horario de maior incidéncia
solar e por tanto de maior fotossinteses. O tem-
po de cada injecdo de CO2 foi em média de 11
a 15 segundos.

A biomassa da microalga depois de cen-
trifugada e liofilizada foi caracterizada seguindo
os procedimentos descritos no item de materiais
e métodos. Os resultados da caracterizagdo sao
apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Composi¢ao dabiomassa damicroalga.

Fratemas Larhoidratos Ll LUE
[ [ % [
326041 32x337 7,33£327 E36=277%
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Neste caso, o baixo teor de LCB pre-
sente na biomassa pode estar relacionado com
a composi¢ao do meio de cultura ASM-1, uti-
lizado fundamentalmente para manutengao
de cepas em escala laboratorial e consequent-
emente com baixa concentra¢ao de nutrientes,
quando comparado com outros meios de cultivo
comunmente utilizados em maior escala como
BG-11 ou Bolds Basal Medium (BBM).

A partir do 6leo extraido na quantifi-
cacdo do teor de lipidios convertiveis em bio-
diesel foi identificado o perfil lipidico pela
cromatografia gasosa. Os resultados mostram
a seguinte distribui¢ao de acidos graxos satura-
dos (SAFA), monoinsaturados (MUFA) e poli-
insaturados (PUFA): teor de SAFA > PUFA >
MUFA. Dentro dos SAFA's destaca-se o C18:0
(estearico) em relagdo aos PUFA's Cl18:1
(Linoléico) e C18:3 (Linolénico), j& o MUFA
que se apresentou-se em maior quantidade foi o
C18:1 (oléico).

CONCLUSOES

Nas condi¢des de cultivo utilizadas
no fotobiorreator tipo Janela, a microalga
Monoraphidium sp. mostrou-se eficiente na bio-
fixacdo de CO2, consumindo no dia de maior
crescimento celular 1,2 g de CO2 por grama de
biomassa produzida.

Nos cultivos em batelada observa-se
um aumento no consumo de CO2 apenas nos
primeiros dias de cultivo, depois esse consumo
comeca a diminuir. Nos cultivos em continuo,
como usualmente acontece em escala comer-
cial, é possivel manter o nivel de absor¢ao de
CO2 sempre em niveis elevados.

Os sistemas de cultivo de microalgas
poderiam ser acoplados as chaminés de grandes
industrias emissoras de CO2 utilizando esse
gas, resultante de processos de combustdo, no
processo de fotossinteses.

O CO2 extraido na etapa de purificagao
do biogas poderia ser injetado nos fotobiorre-
atores de microalgas com o objetivo de dar um
destino ecoldgico para esse gas contaminante,
responsavel pelo efeito estufa.
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Na fase de crescimento a produtividade
média de biomassa no fotobiorreator tipo Janela
foi de 58 mg.L!.dia™".

A biomassa de Monoraphidium sp.
produzida apresentou um teor de LT de
17,37+£3,27%, LCB de aproximadamente
8,36+2,69%, proteinas de 34,26+0,41% e car-
boidratos de 32 + 3,37%. Este Gltimo poderia
ser utilizado na produgdo de etanol via fermen-
tacao.

O teor de lipidios convertiveis em bio-
diesel acumulado na biomassa ndo foi muito
elevado. Se o foco desta biomassa fosse a
producao de biodiesel, as condi¢des € meios de
cultivo deverao ser modificadas visando o acu-
mulo dos lipidios de interesse.

O perfil lipidico do o6leo presente na
biomassa da microalga Monoraphidium sp.,
cultivada no fotobiorreator tipo Janela, apresen-
tou o seguinte comportamento: SAFA > PUFA
> MUFA. Destacando-se o SAFA C18:0 (es-
tearico), os PUFA's C18:1 (Linoléico) e C18:3
(Linolénico) e o MUFA C18:1 (ol€ico).
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