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RESUMO

O presente trabalho avaliou o crescimento da microalga Dunaliella tertiolecta pela biofixacao
do CO: liberado pela producdo de cerveja, reciclando um dos gases responsaveis pelo efeito
estufa, reduzindo custo da matéria-prima CO: e agregando valor ao produzir lipideos e
carotenoides naturais. Para isso a microalga foi cultivada em sistemas integrados entre
fotobiorreatores e fermentadores. A diferenca nos cultivos foi o tipo e a quantidade de CO>
produzida pelas fermentagdes. Inicialmente se fez fermentagcbes com meio YPD (Yeast
Peptone Dextrose) em fermentadores de 2 L acoplados a cada 24 h aos fotobiorreatores em 4
condigdes distintas, sendo o ultimo fermentador colocado sempre em 144 h de cultivo de
microalgas: 30 g L de dextrose a partir de 72 h de cultivo de microalgas, 60 g L™ de dextrose
a partir de 72 h de cultivo de microalgas, 30 g L de dextrose a partir de 24 h de cultivo de
microalgas e variando a concentragdo de (10 a 60) g L™ de dextrose a partir de 24 h de cultivo
de microalgas (YPD (10-60)/24). Os maiores valores para biomassa, carotenoides,
produtividades e lipideos foram obtidos na condicdo YPD (10-60)/24. Para reproduzir a essa
condic&o utilizando mosto de cerveja, foi calculada a converséo de substrato em produto para,
entdo, acoplar diariamente volumes diferentes de mosto de cerveja em cultivos de microalgas.
Os valores obtidos para os cultivos com CO> desprendidos por estas fermentagdes foram 1,10
+ 0,05 g L de biomassa, 0,18 + 0,01 g L™ d! de produtividade de biomassa, 0,58 + 0,06 d*
foi a velocidade especifica de crescimento, 4,74 + 0,59 mg g* de carotenoides por biomassa,
0,86 + 0,06 mgL* d? de produtividade de carotenoides e 13,5 + 0,4 % (em massa) de
lipideos. Estes valores foram praticamente o dobro dos valores obtidos para o cultivo com
CO2 do ar atmosférico, demonstrando que a integracéo entre fermentadores e fotobiorreatores
é uma boa alternativa para inddstria alimenticia. Todos cultivos com D. tertiolecta
apresentaram o mesmo perfil de carotenoides representado por 46,7 £ 2,0 % de luteina, 22,5 +
1,6 % de B-caroteno, 9,50 + 0,66 % de zeaxantina, 1,10 + 0,16 % de a-caroteno e 20,2 £ 3,0
% para outros.

Palavras-chave: Microalgas. Dunaliella tertiolecta. Fotobiorreator airlift. Biofixacdo de
CO.. FermentacOes alcoolicas. Cerveja. Pigmentos. Carotenoides. Luteina. [-caroteno.
Lipideos.



ABSTRACT

This study evaluated the growth of microalgae Dunaliella tertiolecta for CO; biofixation
released by brewing, recycling one of the greenhouse gases, reducing cost of raw material
CO» and adding value to produce lipids and natural carotenoids. For this, microalgae were
cultivated in integrated systems between photobioreactors and fermenters. The difference in
the cultures was the culture medium and the amount of CO> produced. Initially, fermentation
with medium YPD (Yeast Peptone Dextrose) in 2 L fermenters were coupled every 24 h to
photobioreactors in 4 different conditions: 30 g L of dextrose from 72 h culture of
microalgae; 60 g L™ of dextrose from 72 h culture of microalgae; 30 g L™ of dextrose from 24
h culture of microalgae; and ranging dextrose concentration of (10 to 60) g L™ from 24 h
culture of microalgae (YPD (10-60)/24). The highest values for biomass, carotenoids,
productivities and lipids were obtained in the condition YPD (10-60)/24. To reproduce this
condition using beer wort, the substrate to product yield was determined and different
volumes of beer wort where daily coupled to microalgae cultivations. The values obtained for
cultures with CO; released from these fermentations were 1.10 + 0.05 g L™* of biomass, 0.18 +
0.01 g L't d? of biomass productivity, 0.58 + 0.06 d* for the specific growth rate, 4.74 + 0,59
mg g* of carotenoids per biomass, 0.86 + 0.06 mg L d* of carotenoids productivity and 13.5
+ 0.4 % (mass fraction) of lipids. These values were almost twice the values observed in the
cultivation with CO» of atmospheric air, showing that the integration between fermenters and
photobioreactors is a good alternative to increase microalgae growth. All cultures with D.
tertiolecta showed the same profile of carotenoids represented by 46.7 £ 2.0 % of lutein, 22.5
* 1.6 % of p-carotene, 9.50 + 0.66 % of zeaxanthin, 1.10 £ 0.16 % of a-carotene and 20.2 £
3.0 % for others.

Keywords: Microalgae. Dunaliella tertiolecta. Airlift photobioreactor. CO2 biofixation.
Alcoholic fermentation. Beer. Pigments. Carotenoids. Lutein. B-carotene. Lipids.
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1 INTRODUCAO

Alteracdes no equilibrio climatico terrestre tém causado diversos problemas na
biodiversidade do planeta, na producéo de alimentos, além de intensificar catastrofes naturais,
tendo como maior causador 0 aumento das emissdes gasosas geradas pelo homem. Dentre os
gases do efeito estufa o didxido de carbono emitido principalmente durante a queima de
combustiveis fosseis € 0 que apresenta a maior parcela das emissdes globais. No entanto, ha
um aumento consideravel na producdo de biocombustiveis por fermentacéo alcodlica, dando-
se atencdo para o seu CO liberado, pois possui elevada pureza se comparada aos
combustiveis fosseis. Atualmente a quantidade de CO: liberada pela fermentagdo da producéo
de cerveja supera a quantidade liberada pela producdo de biocombustiveis e possui pureza
préxima, sendo que, em alguns casos, ndo € aproveitada, ou seja, € liberada para a atmosfera.

Uma das alternativas para minimizar a concentragdo de CO. na atmosfera é
desenvolver e aplicar tecnologias de captura e sequestro de carbono. Fotobioreatores airlift
tipo placa que utilizam a microalga Dunaliella tertiolecta tem chamado a atencdo pela alta
eficiéncia na biofixagdo do COz de forma sustentavel, com a possibilidade de gerarem energia
e produtos de alto valor agregado.

Neste sentido, o presente trabalho tem como objetivo reciclar o CO liberado pelas
fermentacdes alcodlicas com meio YPD e com mosto para producdo de cerveja na utilizacdo
como fonte de carbono para o cultivo da microalga D. tertiolecta em fotobiorreatores airlift
tipo placa, constituindo um sistema integrado com fermentadores, avaliando a influéncia da
quantidade e da forma como o CO; ¢ adicionado ao cultivo de microalgas sobre a producdo de
biomassa, carotenoides e lipideos. Para isso, a biomassa foi determinada por
espectrofotometria, carotenoides por cromatografia liquida de alta eficiéncia e
espectrofotometria e lipideos por Bligh and Dyer. As fontes de carbono para o cultivo sdo
consideradas um dos principais custos para a producdo de microalgas. Utilizando o CO-
desperdigado pela producéo da cerveja, é possivel também diminuir este custo.

Foram encontrados na literatura estudos referentes a biofixacdo por microalga de CO>
de fermentacéo para producdo de biocombustivel. O carater inovador deste trabalho esta no
fato de estudar o cultivo de microalga utilizando como fonte de carbono o CO2 oriundo das
fermentagdes para obtengdo da bebida alcodlica mais produzida no mundo, a cerveja, as quais
contribuem com uma liberagdo para a atmosfera téo significativa quanto a quantidade liberada

pela fermentacdo para a producdo de biocombustiveis.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aquecimento global

O aquecimento global tem atingido indices alarmantes, devido a mudanga no ambiente
mundial. Inddstrias ligadas a geracdo de eletricidade, processamento de gas natural, cimento,
ferro, a fabricacdo de aco e a combustdo dos residuos solidos urbanos sdo os principais
contribuintes para o efeito estufa por causa de sua dependéncia de fontes de carbono como
carvao, petroleo e gas natural para satisfazer suas necessidades energéticas. O aumento do
efeito estufa é causado pelo crescimento das concentracdes na atmosfera de metano, 6xidos
nitrosos, haletos organicos e didxido de carbono (CO2) que contribui com 60 % das emissdes
gasosas antropogénicas (EGA) (Maeda et al., 1995; Intergovernmental Panel on Climate
Change, 2014).

Dentre as alteracbes do meio ambiente causadas pelo aumento da temperatura
terrestre, como consequéncia do efeito estufa, tem-se a mudanca na distribuicdo e quantidade
de precipitacdes, o impacto na producdo de alimentos, o derretimento acelerado das calotas
polares, o aumento do nivel dos oceanos e a extin¢do acelerada de espécies (Aronson e
Mcnulty, 2009; Bilanovic et al., 2009).

Os gases de efeito estufa, aléem de contribuirem para o aquecimento global,
influenciam em outros meios: 0s oceanos absorvem aproximadamente um terco do CO:
emitido a cada ano pelas atividades humanas, tornando a 4gua gradualmente mais &cida, o que
pode causar a perda rapida de barreiras de corais e da biodiversidade do ecossistema marinho
com enormes implicagbes na vida marinha e consequentemente na vida terrestre (Mata,
Martins e Caetano, 2010).

Na tentativa de frear tais efeitos nocivos ao meio ambiente, as Nacdes Unidas
promoveram o Protocolo de Quioto em 1997 com o objetivo mais especifico de reduzir as
EGA em 5,2 % sobre a base das emissfes de 1990. Mais de 170 paises ratificaram o protocolo
e, além disso, propuseram a introducao de um sistema de créditos de carbono em 2010, com
preco unitario estimado em US$ 270 t? (Stewart e Hessami, 2005). Finalmente, as Nagoes
Unidas na Convencdo sobre Mudancas Climaticas, realizada em Copenhague em 2010,
concordou em fornecer cerca de US$ 100 bilhdes para a mitigacdo de efeito estufa até 2020
(ABEMC, 2011), a qual envolve a reducdo das emissdes de CO; através da reducdo de

combustiveis fdsseis (substituicdo por biocombustiveis, utilizacdo de energia solar, edlica, de
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marés), do avanco tecnoldgico para uma melhor eficiéncia energética ou pelas tecnologias de
captura e fixacdo de carbono (do inglés Carbon Capture and Storage — CCS).

2.2 Captura e sequestro de carbono

As técnicas de CCS sdo divididas em duas etapas, captura e fixacdo. As tecnologias
que podem ser usadas na etapa de captura do CO2 emitido sdo: (a) absor¢do quimica através
de reacGes quimicas com solventes, muito utilizada em termoelétricas, com posterior
recuperacgdo térmica do COz e a adsorcéo atraves de alguns materiais com alta area superficial,
como as zedlitas e o carvao ativado, que podem separar 0 CO; presente em misturas gasosas
por adsorcdo fisica; (b) a separacdo fisica do CO2 por membrana, também utilizada em
termoelétricas e (c) o fracionamento criogénico através do controle de temperatura e pressao

(Metz, 2005). A Figura 1 demonstra esquematicamente tais tecnologias.

COo,
Sorbent
+CO, T

Sorbent
make-u
CO, Capture Sorbent_ p
Regeneration
‘_L_ ———
Sorbent Il
Gas with Qnﬂ'g‘f )
€0, Spent

sorbent
a) Separation with sorbents/solvents

Gas A
Gas B @ : Gas A

i Distillation
A4
:D /J:D =) GasB
Gas Gas
(A+B) Membrane (A+B)
b) Separation with a membrane c) Separation by cryogenic distillation

Figura 1 — Sistemas basicos para a captura de CO (Metz, 2005).

Ap0s ser capturado o CO> precisa ser armazenado (ou fixado) de alguma forma que
evite seu retorno a atmosfera. Técnicas envolvendo a injecdo oceénica, em aquiferos, em
reservatorios de hidrocarbonetos e subterraneo do CO: capturado tém despertado grande
interesse, contudo ha altas demandas energéticas envolvidas nestas tecnologias, juntamente
com infraestruturas com grandes alteracGes no meio ambiente, acompanhadas de dificuldades

na sua manutencdo e operacdo e, com todos estes fatores, os custos acabam se elevando.
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Juntamente com estas desvantagens, ndo sdo gerados produtos a serem comercializados
(Bilanovic et al., 2009).

Assim, a biofixacdo de carbono durante o crescimento de organismos
fotossintetizantes é apontada como uma alternativa promissora as CCSs e atualmente esta
difundida mundialmente, como mostra a Figura 2, porém no Brasil ainda ndo hd companhias

em operagao.

A2BE Carbon Capture, LLC

4 Glenturret Whisky distillery
e -Tru/i/ent Exploration : ‘.RWE Energy
one Portand /' “"NRG Ener ’ -Eni Technologies

General Heg{'jc- Solix Biofuels, Inct

1 Ne T

‘Seambiotic
»Cequesta Ltd.

72435\ Stellarwind Bio Energy, LLC
|1 ‘\‘\\
Kent SeaTech Corporation
L \‘\ \ SarTec Corporation
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Figura 2 — Distribuicdo global de companhias de CCS através de microalgas (Oilgae, 2013).

A biofixacdo pode ser conduzida indiretamente quando uma floresta é manejada e
usada como um sumidouro natural de CO2, de forma que a madeira gerada pode ser usada
como um substituto de combustiveis fosseis, ou ainda diretamente quando envolve o cultivo
de organismos fotossintéticos mais simples e de biofixacdo mais efetiva que plantas
superiores, tais como microalgas e cianobactérias. A versatilidade da CCS através de
microalgas se aplica em diversos tipos de industrias, possibilitando a obtencdo de uma gama
ampla de produtos através da biomassa (fazendo parte do conceito de biorrefinarias) formada
pelas microalgas, assim como a utilizagdo dessa biomassa para a geracdo de energia. Na
mesma linha da versatilidade das microalgas a Figura 3 demonstra o0s principais interesses no

seu cultivo atualmente.
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Figura 3 — Principais interesses para o cultivo de algas, onde o eixo das abscissas é o nimero de
respostas dadas por cientista e produtores em um levantamento feito pela Oilgae (Oilgae, 2010).

2.3 Microalgas, microbiologia, bioquimica, produtos obtidos e mercados

O termo microalga pode ser usado para definir todos 0s microrganismos
fotossintetizantes  unicelulares, compreendendo nesta definicdo 0s procaridticos
(cianobactérias) e os eucaridticos (também chamadas de microalgas em um sentido mais
restrito) (Li et al., 2008). Elas sdo distribuidas em toda a biosfera e crescem sob a mais ampla
variedade possivel de condi¢des, desde aquaticas (agua doce a salinidade extrema) a lugares
terrestres. Sua singularidade que os separa de outros microrganismos é devido a presenca de
clorofila e de ter capacidade fotossintética em uma Unica célula algal, permitindo assim uma
maior facilidade para a geracdo de biomassa e uma investigagcdo genética e metabdlica mais
simples em um periodo de tempo muito mais curto comparada a plantas convencionais.

Independente do método a ser usado para o cultivo de microalgas essas sempre
dependerdo do sistema fotossintético em cultivos autotroficos - resumido por Zeng et al.
(2011) na Figura 4, juntamente com a fixagdo de CO2 e o acumulo de carbono - usado para
reacOes fotoquimicas, nas quais o0 CO; é fixado através da sua conversdo para carboidratos,
através da luz como fonte de energia e da agua usada como fonte de elétrons. A reacgdo geral
para a fotossintese € dada pela Equacéo 1.

CO2 + H20 + luz — (CH,0)n + O; (1)



20

Sunlight

Cytosol
Triacylglycerol

Calvin Cycle . Gum

_\AID& Stoma / Fatty acid
W G3P : = NADPH,H
I

1

" - Acetyl CoA mmmp Acetyl CoA

Mitochondria

Figura 4 — Esquematizacéo da fotossintese, da fixacdo do CO- e do acimulo de carbono na célula da
microalga (Zeng et al., 2011).

Para que a aplicacdo das microalgas a CCS seja efetiva elas devem possuir
caracteristicas tais como: facil obtencg&o, alta taxa de crescimento, de captura e transformacao
de CO2 em biomassa, estarem adaptadas aos meios de culturas de baixo custo, serem robustas
frente a contaminagdes, cisalhamentos e substancias tdxicas, além de produzirem biomassa de
facil remocdo que gerem produtos de alto valor agregado, tais como carotenoides e lipideos.
Essas caracteristicas sdo encontradas nos organismos marinhos fitoplancténicos da espécie
Dunalliella tertiolecta (Figura 5) que sdo algas verdes, eucarioticas, do reino plantae, classe
cloroficea, encontradas em paises como Noruega e Ira (Fazeli et al., 2006; Guiry e Guiry,
2014).

Figura 5 — Imagem da Dunaliella tertiolecta (Laboratério 117, Instituto de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, UFRGS).
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As microalgas formam biodiesel com altas produtividades (Tabela 1) e possuem

composic¢des nutricionais que podem superar as de alimentos tradicionais (Tabela 2) como,

por exemplo, as proteinas da Spirulina maxima e da Chorella vulgaris, os carboidratos da

Porfhyridium cruentum e os lipideos da Chorella vulgaris e da D. tertiolecta.

Tabela 1 — Comparacdo entre microalgas e outras matérias-primas para a producdo de biodiesel

adaptada de Mata, Martins e Caetano (2010)

Lipideo na
Fonte biomassa

(% massa seca) (L ha'ano?)

Producéo de

lipideo

Area de cultivo por  Produtividade

producéo de biodiesel  de biodiesel

(m2anokg?) (kg ha* ano™)

Milho (Zea mays L.) 44
Soja (Glycine max L.) 18
Canola (Brassica napus L.) 41
Girassol 40
(Helianthus annuus L.)

Mamon

(R?cir?u:communis) 48
Palma (Elaeis guineensis) 36
Microalga (pouco 6leo) 30
Microalga (médio) 50
Microalga (muito 6leo) 70

172
636
974

1070

1307

5366
58700
97800

136900

66
18
12

11

9

2
0,2
0,1
0,1

152
562
862

946

1156

4747
51927
86515

121104

Tabela 2 — Composicdo geral de diferentes fontes de alimento e microalgas (% de massa seca)

adaptada de Brown (1991), Lourenco (2006) e Becker (2007)

Fonte Proteinas Carboidratos Lipideos
Carne 43 1 34
Leite 26 38 28
Arroz 8 77 2
Spirulina maxima 60-71 13-16 6-7
Porphyridium cruentum  28-39 40-57 9-14
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22
Dunaliella tertiolecta 12 15 15-21

Os lipideos constituem a membrana das microalgas, atuam como isolante téermico e

reserva de energia. A biogénese de acidos graxos poli-insaturados depende de fatores de

estresse como, em particular, o aumento da concentracdo de CO. no meio, que altera o

aparato fotossintético de forma adaptativa das células, e essas acabam produzindo mais

lipideos. Alguns desses acidos graxos essenciais produzidos pelas microalgas sdo utilizados
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de forma nutricional e farmacéutica por possuirem grupos como 0s dmegas 3, 6 e 9 que estdo
ligados a beneficios a saude, tais como a prevengdo e tratamento de doencas cardiacas,
prevencdo e tratamento de doenca de Crohn/colite, asma, alergias, antimicrobianos,
anticancer, anti-inflamatorios, etc. Estas funcionalidades acabam aumentando o valor de
mercado para a biomassa de microalga quando utilizadas como nutracéuticos (Muradyan et
al., 2004; Lourenco, 2006; Mata, Martins e Caetano, 2010; Asif, 2011). O acido-graxo
0mega-3 de 6leos marinhos como de peixes e algas teve um consumo mundial estimado em
2013 de 123,8 mil toneladas métricas, com valor de mercado de US$ 2,3 bilhdes. Prevé-se
que a demanda chegara a 241 mil toneladas métricas, com um valor de US$ 4,96 bilhGes entre
2013 e 2020 (AIM, 2014).

2.3.1 Pigmentos naturais

Podem-se obter também de microalgas pigmentos naturais tais como luteina, B-
caroteno, o-caroteno e zeaxantina. Os carotenoides sdo uma classe de pigmentos naturais
lipossollveis encontrados principalmente em plantas, vegetais, algas e bactérias
fotossintéticas, onde desempenham papel importante na fotossintese: a luz é convertida em
energia através dos pigmentos organicos, os quais sdo divididos em trés principais grupos, as
clorofilas, os carotenoides e as ficobilinas (Masojidek, Koblizek e Torzillo, 2003; Mulders et
al., 2014).

O papel principal nos sistemas de absorcdo de luz é desempenhado pela clorofila a,
logo, ela esta presente em todas as espécies de microalgas fotossintetizantes. Ja as clorofilas b,
c e d sdo pigmentos acessorios da fotossintese, sendo encontradas na maioria das microalgas.
Podem ser utilizadas no tratamento de Ulcera e recuperacdo do figado devido a atividade
como agente quelante e na reparagdo celular. Além dos beneficios & satde, podem ser usadas
como aditivo em alimentos devido a sua forte coloracdo verde. Culturas de microalgas, em
condigBes oOtimas, podem chegar a quantidades de clorofilas acima de 4 % de massa seca
(Lourenco, 2006; Pangestuti e Kim, 2011; Mulders et al., 2014).

As ficobilinas estdo presentes em algumas algas e podem ser pigmentos azuis, as
ficocianinas, ou pigmentos vermelhos, as ficoeritrinas. Elas aumentam o espectro de captagéo
da luz pela fotossintese e também atuam como reserva de nitrogénio. Microalgas ricas em
ficobilinas séo utilizadas como corantes naturais (Lourenco, 2006; Mulders et al., 2014).

Os pigmentos organicos mais comercializados sdo o0s carotenoides, sendo as

microalgas uma fonte vegana destes pigmentos acessorios. Existem mais de quatrocentos
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carotenoides conhecidos em microalgas, divididos em dois grupos, os carotenos, que contém
apenas hidrocarbonetos, e as xantofilas, que contém hidrocarbonetos e grupos funcionais com
oxigénio em sua molécula. Representando um mercado em expansdo de nutracéuticos, 0s
carotenoides tém um mercado global estimado em USS$ 1,2 bilhdes para 2015. B-caroteno,
zeaxantina e luteina sdo carotenoides encontrados em altas concentracfes em algumas
microalgas, em média esta concentragdo fica entre 0,1 % e 2 % de peso seco, porém no
género Dunaliella pode chegar a 14 %, uma quantidade significativa de algumas substancias
gue sdo importantes e ndo sdo sintetizados pelo corpo humano. Os carotenos mais
representativos, os isOmeros [-caroteno e a-caroteno, sdo importantes por serem precursores
da vitamina A, por terem propriedades antioxidantes e no combate ao cancer. O [-caroteno
representa a maior parcela do mercado de carotenoides avaliado em US$ 247 milhGes em
2007 e com estimativa de US$ 285 milhdes para 2015. Até 1980, a producdo de p-caroteno
era sintética. Carotenoides naturais, embora mais caros do que os sintéticos, tém a vantagem
de fornecer isdbmeros na sua razdo natural e esses séo considerados superiores se comparado a
forma trans dos sintéticos. Em 1994, teve inicio a comercializagdo de [-caroteno obtido
através de microalgas com mercado estabelecido em paises como Australia, Israel, EUA,
india e China (Borowitzka e Brown, 1974; Shaish, Ben-Amotz e Avron, 1991; Lourenco,
2006; Hosseini Tafreshi e Shariati, 2009; Oilgae, 2011; Pangestuti e Kim, 2011; QOilgae, 2013,
Oilgae, 2014; Mulders et al., 2014).

Com um mercado em crescimento exponencial como nutracéuticos, a luteina e a
zeaxantina, representantes das xantofilas, sdo associadas ao tratamento e prevencdo da
degeneracdo macular referente a idade, da catarata e da aterosclerose, possuindo também
propriedades antioxidantes. O valor de mercado da luteina foi de US$ 233 milhdes em 2010
com uma estimativa de US$ 309 milhdes para 2018 (Krinsky, Landrum e Bone, 2003; Richer
et al., 2004; Lourengo, 2006; Hosseini Tafreshi e Shariati, 2009; Oilgae, 2011; Pangestuti e
Kim, 2011; Mulders et al., 2014).

2.4 Cultivo de microalgas

O cultivo autotréfico de microalgas pode ser feito em sistemas abertos (SAB), como
lagoas raceway, ou em sistemas fechados controlados chamados de fotobiorreatores (FBR).
Um biorreator é definido como um sistema em que uma conversdo bioldgica é conduzida.
Assim, um fotobiorreator é um biorreator em que organismos fotoautotroficos (cianobactérias,

algas e células vegetais) sdo cultivados ou usados para conduzir reagdes fotobioldgicas.



24

Apesar desta definicdo ser aplicAvel para sistemas abertos ou fechados, a literatura
normalmente a usa para descrever os sistemas fechados (Mata, Martins e Caetano, 2010). A

Tabela 3 demonstra uma comparacgéo entre os dois sistemas.

Tabela 3 — Comparacéo entre fotobiorreatores e sistemas abertos para a produgdo em larga escala de
microalgas (Mata, Martins e Caetano, 2010)

Item de comparacéo

Fotobiorreatores (FBR)

Sistemas abertos (SAB)

Controle de contaminacéo

Fécil

Dificil

Risco de contaminagéo Reduzido Alto
Esterilidade Alcancével Nenhuma
Controle do processo Facil Dificil
Controle de espécies Facil Dificil
Agitacédo Uniforme Baixa
Regime de operagéo Batelada ou semi-continuo Bate]ada ou semi-
continuo

Raz&o Area/Volume Alto (20-200 m?) Baixo (5-10 m?)
Concentracéo celular Alto Baixo
Investimento Alto Baixo
Custo de operagéo Alto Baixo
Eficiéncia de utilizacdo luminosa Alta Baixa
Controle de temperatura Alcancével Dificil
Produtividade 3-5 vezes mais produtivo Baixo
Tfansao hidrodinamica sobre as Baixa-alta MUito baixa
celulas
Evaporacdo do meio de cultura Baixa Alta
Controle de transferéncia gasosa  Alto Baixo

Depende do pH, Depende do pH,
Perda de CO2 alcglinidade,petc. alcglinidade,petc.
Inibi¢do por O Grande problema em FBR FBR > SAB
Aumento de escala Dificil Dificil

Lagoas raceway e mesmo lagoas naturais podem ser usadas para a produgdo comercial
de microalgas. Uma lagoa raceway € composta de canais que permitem a recirculacdo de
parte da biomassa e do meio de cultivo, conforme a Figura 6. A agitacdo e a circulacdo sao
providas por um rotor com pas e o fluxo é guiado por chicanas posicionadas nos canais de
escoamento. Devido a ndo necessidade de uso de materiais transparentes, diversos materiais
mais baratos podem ser usados na constru¢do, como concreto e terra compactada, que podem
adicionalmente ser revestidos com filmes plasticos brancos. Durante o periodo luminoso do
dia, o meio de cultivo é constantemente alimentado imediatamente apds o rotor, sendo uma
guantidade proporcional retirada imediatamente antes do rotor. O rotor é mantido sempre

ligado para evitar a decantacdo da biomassa (Scoparo, 2010).
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Figura 6 — Representagdo esquemtica e exemplos de lagoas aceway (A) oquera et al., 2010), (B)
(Bitog et al., 2011) e (C) Cyanotech Company.

Diversos FBRs tém sido estudados pelas vantagens apresentadas na Tabela 3, com isso
surgem uma gama de tipos construidos com materiais transparentes que se diferenciam
basicamente pela sua geometria, pelo tipo de agitacdo e de iluminacdo, conforme mostra a
Figura 7.

(A) (B)
Liquid
circulatiol

n

i

Impelier

Figura 7 — Diferenciacdo entre alguns FBRs, na qual a primeira linha demonstra a geometria tipo
placa e tubo (Schenk et al., 2008), a segunda linha a agitacdo mecanica (A) e as pneumaticas, (Yang,
2011) e a terceira linha a iluminagdo natural e artificiais (Bitog et al., 2011; Tamburic et al., 2011).
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Os FBRs tipo placa levam vantagem sobre o tipo tubo, pois possuem razao entre area e
volume maior, tém menores gradientes de luminosidade e temperatura no seu interior, a sua
limpeza é mais facil, o gasto energético € menor, entretanto, o seu escalonamento apresenta
maior complexidade devido a necessidade de mais compartimentos e materiais de apoio do
que FBR tipo tubular, além das células sofrerem maior tensdo por cisalhamento devido ao
choque com as quinas do FBR. Sendo mais utilizado em fermentacbes, os tanques com
agitacdo mecanica diferem entre si pelo nimero e tipo de impelidores, geram menos custos
que os FBRs com agitacdo pneumaética, contudo podem causar a morte celular das microalgas
pela alta tensdo de cisalhamento. Sendo assim, os FBRs com agitagdo pneumética sdo mais
utilizados para o cultivo de microalgas por ter em uma agitacdo mais suave e homogénea,
além de contribuirem com uma melhor distribuicao de luz sobre as células. Séo divididos em
coluna de bolha (Figura 7-D) ou airlift. Este Gltimo se difere da coluna de bolha por conter no
interior do FBR tubos de succdo que podem ter circulagdo interna (Figura 7-B) ou externa
(Figura 7-C). Leva vantagem sobre a coluna de bolha pelo fato das bolhas circularem de
forma mais homogénea, com menor coalescéncia e como consequéncia ha maior transferéncia
de calor e massa. A circulacdo externa da ao FBR airlift uma menor coalescéncia de bolhas
frente a circulagdo interna, logo, a distribuicdo e o cisalhamento sdo mais uniformes. A
iluminacdo natural € mais sustentavel que a artificial, todavia ha problemas com o seu
controle. Outro item a ser considerado € o tipo e a disposi¢do do trocador de calor no FBR,
que pode ser interno ou externo (Lee, 2001; Merchuk e Gluz, 2002; Jorquera et al., 2010;
Yang, 2011; Lam e Lee, 2012; Lam, Lee e Mohamed, 2012).

Além dos cultivos autotroficos em SAB e FBR, cultivos heterotréficos também vém
ganhando destaque para producdo de microalgas. O metabolismo heterotréfico tem
capacidade de crescimento na auséncia de luz, substituindo a fixacdo de CO> atmosférico
juntamente com a utilizacdo de compostos organicos para o crescimento. O meio de cultura
basico e similar ao autotrofico com excecdo da adicdo de fonte de carbono organico. O
crescimento heterotrofico elimina algumas deficiéncias do crescimento autotrofico,
permitindo a utilizagdo de praticamente qualquer fermentador como um biorreator e
produzindo, como resultado importante, uma reducédo significativa de custos para a maioria
dos processos, porém apresenta limitagdes como o nimero limitado de espécies de microalgas
que pode crescer heterotroficamente, maiores despesas com energia e com custos por adigéo
de um substrato organico, contaminagdo por competicdo com outros microrganismos, inibicdo

de crescimento pelo substrato organico em excesso e apresenta menor apelo ambiental por
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ndo biofixar diretamente CO2 atmosférico, por exemplo. Unindo caracteristicas metabdlicas
de cultivos autotroficos e heterotréficos, os cultivos mixotroficos também tém sido utilizados
(Yang, Hua e Shimizu, 2000; Perez-Garcia et al., 2011).

2.5 Fatores que influenciam no cultivo de microalgas

A Figura 8 apresenta as curvas tipicas de crescimento celular para uma cultura de
microalgas em batelada (linha continua) e a concentracdo de nutrientes ao longo do cultivo
(linha tracejada). Cinco fases de crescimento podem ser identificadas: (1) fase lag ou de
adaptacdo; (2) fase de aceleragdo, na qual a taxa de crescimento especifico é continuamente
aumentada; (3) fase de crescimento exponencial, na qual a méxima taxa especifica de
crescimento é alcancada; (4) fase estacionaria, na qual a maxima concentracdo celular é
atingida e a taxa de crescimento especifico € continuamente reduzida e (5) fase de declinio ou
morte. Geralmente, células na fase exponencial apresentam alto teor de proteina, enquanto
que células na fase estacionaria possuem mais moléculas de reserva de energia como

carboidratos e glicogénio (Mata, Martins e Caetano, 2010).

Ln [concentragéo celular]
Concentragio de nutrientes

Tempo

Figura 8 — Representacdo esquematica da taxa de crescimento de microalgas cultivadas em batelada
(Mata, Martins e Caetano, 2010).

A reducdo da taxa de crescimento na fase estacionaria € atribuida principalmente a
diminuicdo da quantidade de nutrientes disponiveis no meio de cultivo. Durante a fase de
crescimento exponencial, por outro lado, a taxa de crescimento especifico atinge o seu valor
méaximo, refletindo o fato de que as taxas de metabolismo intracelular e mobilidade celular
estdo também em seu ponto 6timo, podendo ser sustentadas pela quantidade de nutrientes
disponiveis no meio (Danquah et al., 2009).
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O meio de cultura deve prover a quantidade de nutrientes necessarios para o
crescimento celular. Carbono, nitrogénio, fésforo e enxofre sdo os principais componentes das
células. Nitrogénio é comumente usado na forma de nitrato, ambnia ou ureia (ou uma
combinacdo desses). FoOsforo € outro elemento de grande relevancia para o crescimento e
metabolismo microalgal. Trata-se de um constituinte fundamental do DNA, do RNA, da
adenosina trifosfato (ATP) e da membrana celular. Por ser um elemento constituinte das
moléculas de ATP, é essencial para os processos celulares relacionados a transferéncia de
energia. Adicionalmente, a fotossintese € um processo que envolve a participacdo de um
grande numero de proteinas (principalmente a ribulose-bifosfato carboxilase oxigenase -
Rubisco), e as proteinas sdo sintetizadas pelos ribossomos, que sdo estruturas ricas em
fosforo. Enxofre, ferro e outros elementos sdo também indispensaveis para promover o
crescimento. Enxofre esta nos aminoacidos cisteina e metionina e, portanto, na auséncia de
enxofre a biossintese proteica é interrompida. Magnésio € requerido para a atividade da
nitrogenase. Ferro estd envolvido no fluxo de elétrons da fotossintese. Outros elementos
tracos como 0 magneésio e o calcio também desempenham um papel fundamental nas reacdes
envolvidas no processo fotossintético (Lourenco, 2006; Wang et al., 2008). A fonte de
carbono e nitrogénio, o tipo e a intensidade de luz s&o os principais fatores que podem limitar
o crescimento celular fotossintético (Cuaresma et al., 2006).

Resumindo, pode-se dividir os fatores que influenciam o crescimento microalgal em
fatores abioticos como a luminosidade (qualidade e intensidade), temperatura, concentracdo
de nutrientes, Oz e CO2, pH, salinidade e presenca de compostos toxicos; e fatores bioticos
como a presenca de patdgenos (bactérias, fungos e viroses) e a competicdo com outras
microalgas; e fatores operacionais como o cisalhamento produzido pela agitagdo, taxa de
diluicdo e profundidade (Mata, Martins e Caetano, 2010).

2.6 Fermentacao

A palavra "fermentacdo” pode ter uma variedade de significados. Qualquer definicao
deve incluir atividades que produzem bebidas alcodlicas ou produtos de acidos lacteos,
processos microbianos que ocorrem com ou sem ar, ou de qualquer reagdo com liberacdo de
energia que ocorre em condi¢des anaerdbias. Abrange também a deterioracdo dos alimentos
por microrganismos, como a transformacdo de vinho em vinagre por acetobactérias. Os
microrganismos associados a fermentacdo constituem um grupo diversificado, incluindo

procariotos (bactérias) e eucariontes (leveduras e bolores). A fermentacdo é de grande
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importancia, pois fornece & humanidade uma forma de preservar alimentos e bebidas em uma
ampla diversidade de sabores, aromas e texturas. A fabricacdo de bebidas alcodlicas e
produtos lacteos representam a maior parcela da industria de fermentacdo (Introduction:
Overview of Fermentation and Microorganisms, 2010).

Uma parcela menor da indlstria utiliza a fermentacdo para a obtencdo de
biocombustiveis, através de fermentacdes da cana de aglcar, milho, beterraba, sorgo, arroz
como alternativa para os combustiveis derivados do petréleo. Estima-se que a utilizacdo de
combustiveis renovaveis reduz em 80 % as emissdes de CO; se comparado a utilizacdo de

combustiveis fésseis (Xu, Isom e Hanna, 2010).

2.6.1 Fermentacao alcoodlica

Sob condi¢des anaerdbicas, leveduras convertem actcares em COz e etanol, de acordo

com a Equacdo 2, recuperando menos da energia armazenada nas moléculas de substrato:
CeH1206 + levedura — 2 CoHsOH + 2 CO» + ATP (Energia) + calor (2

A conversdo teorica de 180 g de actcar em 92 g de etanol (51,1 %) e 88 g de didxido
de carbono (48,9 %) s6 poderia ser esperada na auséncia de qualquer crescimento da levedura,
de outros metabdlitos e de perda de etanol por evaporacdo. Num modelo de fermentacdo,
cerca de 95 % do agUcar é convertido em etanol e CO2, 1 % em material celular e 4 % em
outros produtos, tais como o glicerol (Pretorius, 2000, apud Alcoholic Fermentation, 2010).

O substrato utilizado na fermentacdo alcodlica é altamente variavel e pode ser
constituido por produtos com agucares, tais como a cana de acucar, beterraba, mel, melaco e
frutas, ou materiais amilaceos, como grdos de amido, raizes, tubérculos e outros. Os
microrganismos responsaveis pela fermentagdo alcodlica sdo leveduras, tais como
Saccharomyces e Schizosaccharomyces, Kluyveromyces, Brettanomyces, Kloeckera e
Nadsonia sp (Alencar et al., 2009).

O microrganismo a ser utilizado deve ter caracteristicas tais como: capacidade de
fermentar carboidratos com um alto desempenho, alta velocidade de fermentacéo,
osmotolerancia, tolerancia ao etanol, resistir a meios &cidos, poder ser reutilizado. Tais
caracteristicas sdo encontradas na Saccharomyces cerevisiae que é a levedura envolvida na

maioria das fermentacdes industriais (Alencar et al., 2009).
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2.6.2 CO2 da fermentacgéo alcoolica

Em comparagdo com o volume de CO; produzido pela combustdo de combustiveis
fosseis, a quantidade de CO> emitida por fermentacdo para se obter etanol - fonte renovavel -
é pequena. No entanto, ha um crescimento na producdo de biocombustiveis acompanhado a
regulamentos mais restritivos quanto a liberacdo do seu CO; para a atmosfera. Com a sua
captura, pode-se obter um balango negativo de CO, na atmosfera. (Mollersten et al., 2003 e
Kheshgi and Prince, 2005, apud Xu, Isom e Hanna, 2010)

A bebida alcoodlica mais consumida no mundo, a cerveja, contribui com uma
quantidade significativa de CO> liberado se comparada aos biocombustiveis, conforme mostra
a Tabela 4.

Tabela 4 — Comparacdo de CO; liberado anualmente no mundo pelas fermentagdes para obtencédo de
biocombustivel e cerveja, e pelos combustiveis fosseis

Produto Ano Producéo (10°L ano?) CO: liberado (Mt?ano™)
Biocombustivel 2008 65,6" 49,8°

Cerveja 2010 185¢ 140¢
Combustiveis fosseis 2008 - 31900°

2 Milhoes de toneladas métricas.

b Renewable Fuels Associate (2009) apud Xu, Isom e Hanna (2010).

¢BMG (2011).

d Estimativa através do calculo comparativo com os valores de biocombustivel (®), considerando liberagdo de
CO; equivalentes para as fermentagdes alcoolicas de biocombustivel e cerveja.

€ Agence France-Presse (2009) apud Xu, Isom e Hanna (2010).

Em algumas cervejarias € realizado o beneficiamento do CO,, demonstrado na Figura

9. Em microcervejarias tal beneficiamento néo é frequente.
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Figura 9 — Fluxograma para o beneficiamento de CO, em cervejarias (Hough et al., 1982 apud
Briggs, 2004).

O custo do CO2 varia, mas geralmente é caro e certamente custa mais que o
nitrogénio. A quantidade de COz por volume de cerveja produzida necessaria em cervejarias
varia consideravelmente de (1,3 a 2,0) kg para cada 100 L. Um aspecto essencial dos sistemas
de recuperacado é que o gas tem que ser purificado para ser adicionado a cerveja. O CO2 bruto
é normalmente armazenado em um baldo inflavel apds sair do fermentador. Passa através do
lavador de 4gua para remocao de alcodis, aldeidos, cetonas, ésteres e particulas. Na sequéncia
ha a desodorizacdo, antes de ser comprimido a pressdo de liquefacdo. Isso cria um calor
consideravel, o gas comprimido deve ser entdo arrefecido e assim liquefeito. O gas é seco
através de secadores de alumina e, em seguida, armazenado na forma liquida até ser
necessario para utilizacdo, quando ele pode ser restaurado para o estado gasoso através de um
evaporador. Na etapa de condensagéo outros gases (O2, N2, Ar, He) sdo separados do CO: e
eliminados através de purgas que podem arrastar até 10 % de CO2 (perda no processo). Outras
perdas sdo inerentes ao processo e a recuperacdo pode fornecer cerca de 60 % do necessario
em cervejarias para um CO. de pureza de 99,99 %, porém 0s custos energéticos e de
instalacdo do beneficiamento séo elevados (Briggs, 2004).

O CO3 é essencial para muitas finalidades e pode ser armazenado na forma bruta apos
a fermentacdo alcodlica com uma pureza de 99 % (0 Anexo | mostra possiveis impurezas).
Pureza essa muito superior se comparada a do CO> da queima de combustiveis fosseis, por
exemplo, fazendo com que represente a maior parcela do mercado em volume, 33 % (Xu,
Isom e Hanna, 2010).
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Para ilustrar as aplicacdes do CO2, Xu, Isom e Hanna (2010) apresentaram uma Vvisao

geral do mercado nos Estados Unidos (Tabela 5).

Tabela 5 — Visdo geral de mercados existentes, emergentes e potenciais de consumo de CO, nos

Estados Unidos (Xu, Isom e Hanna, 2010), adaptada

CO; consumido

Mercado (Mt ano™) Aplicagdes
Recuperacéo avancada 7500 Recuperacdo de petroleo remanescente em
de petroleo reservatorios
Cultivo de microalgas >1000 Biodiesel, biomassa, carotenoides
Refrigeragdo, congelamento, envase em
Processamento de " « .
. 3,2-4,0 atmosfera modificada, extracdo por fluido
alimentos o e
supercritico, descontaminacéo
Bebidas carbonatadas 1,6-2,4 Cervejas, agua mineral, refrigerantes
Fontes de carbono para carbonatos
Inddstria Quimica 0.4 inorganicos, carbqnatos. organicos,
polimeros e gas de sintese; extragdo com
fluido supercritico
Fabricacdo de metais 0,2 Soldagem, fundicéo, separacdo de residuos
Agricultura 0,05 !:u_mlgzimte/msetluda, aditivo para agua de
irrigacéo e estufas
Processamento de 0,02 Agente de expansao / moldagem e rebarba

plastico e borracha

Solventes -

Tratamento de agua -

Pulverizador para pintura, limpeza a seco,
producdo de particulas finas

Carbonatacdo da agua, controle do pH e
reabilitacdo de dgua de poc¢o

O cultivo de microalgas aparece como um dos mercados mais promissores para o

consumo de COz2, no qual 2 t de microalga removem aproximadamente 1 t de CO2 (Rushing,

2008d, apud Xu, Isom e Hanna, 2010). Além desta grande remocéo, o CO acaba tendo o seu

valor de mercado consideravelmente aumentado, pois participa na formacgdo de produtos

COomo 0s pigmentos naturais.

2.7 CO2 da fermentacdo alcodlica como fonte de carbono para o cultivo de microalgas

em sistemas integrados

Fontes de nitrogénio e carbono sdo importantes objetos de estudo para os cultivos.

Dentre 0s custos associados ao cultivo de microalga (capital, méo de obra, agua, nutrientes e
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energia), calcula-se que o carbono representa um dos principais componentes dos custos de
operacéo (Borowitzka, 1992).

Meios de cultivos tradicionais utilizam carbonato de sdédio e bicarbonato de sddio
como fontes de carbono para microalgas, mas o CO, tem se apresentado como uma excelente
alternativa (Schlosser, 1982 e Paoletti et al., 1975, apud Matsudo et al., 2011).

Ferraz et al. (1985) apud Matsudo et al. (2011), fizeram uma avaliacéo do uso de CO-
proveniente de fermentacdo alcoolica com mosto de melago de cana de agucar no cultivo de
Arthrospira maxima em SAB. Os autores concluiram que este CO2 pode ser uma fonte de
carbono adequada para a A. maxima.

Matsudo et al. (2011) estudaram o cultivo de Arthrospira platensis em um processo
continuo com FBR tubular, utilizando ureia como fonte de nitrogénio, CO, da fermentagédo
alcoolica do mosto de melagco de cana de agUcar, sem qualquer tratamento, como fonte de
carbono e compararam os resultados com os do cultivo com CO: puro. O cultivo com CO> da
fermentacdo alcoolica obteve uma produtividade de células apenas 10 % abaixo da
produtividade com o CO; puro.

Rosenberg et al. (2011) projetaram o cultivo de Chlorella vulgaris em lagoas raceway
recebendo CO- de biorrefinarias de etanol. Ja Arthrospira platensis foi cultivada por Bezerra
et al. (2013) em fotobiorreatores tubulares, em bateladas alimentadas, utilizando ureia como
fonte de nitrogénio e CO- de fermentacao alcodlica do mosto de melaco de cana de agucar.

Estd em andamento um projeto, também com cana-de-agtcar, intitulado “Um processo
integrado para a producdo total de bioetanol e emissdo zero de CO2” na Universidade
Estadual de Campinas com quatro artigos publicados, porém sdo referentes a bioetanol de
primeira e segunda geracdo, sem a utilizacdo de microalgas para biofixacdo (Dias, Junqueira,
Cavalett, Cunha, et al., 2013; Dias, Junqueira, Cavalett, Pavanello, et al., 2013; Mariano et
al., 2013b; a).

Essas referéncias utilizam a biofixacdo por microalga de CO> de fermentacdo para
producdo de biocombustivel. O carater inovador deste trabalho estd no fato de estudar o
cultivo de microalga utilizando como fonte de carbono o CO: oriundo das fermentacdes para
obtencdo da bebida alcodlica mais produzida no mundo, a cerveja, as quais contribuem com
uma liberacdo para a atmosfera tdo significativa quanto a quantidade liberada pela
fermentacdo para a producédo de biocombustiveis.
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3 MATERIAIS E METODOS

Foram realizados dois tipos de cultivos integrados para captura e fixacdo de CO:
proveniente de fermentacGes alcoolicas através da microalga Dunaliella tertiolecta. O
primeiro foi com a fermentacdo em meio YPD e o segundo com a producgdo de cerveja.
Inicialmente foram determinados o CO, acumulado, taxa de geracdo de CO: e conversdo de
dextrose em etanol em fermentacbes com YPD para, entdo, realizar os cultivos integrados
entre fotobiorreatores e fermentadores com este meio. Diariamente foram retiradas amostras
do fotobiorreator para determinacdo de biomassa, nitrogénio consumido e producdo de
carotenoides totais. Ao final de cada cultivo, as microalgas foram centrifugadas e liofilizadas
para andlise de lipideos e determinacdo de perfil de carotenoides. Por altimo, a mesma
sequéncia de trabalho foi realizada para os cultivos entre fotobiorreatores e fermentadores
com mosto de cerveja, reproduzindo a condicdo que obteve os melhores resultados para YPD.
Os preparos dos meios, os cultivos e as analises sdo descritas a seguir. Todos os cultivos e

todas as andlises foram realizadas, no minimo, em duplicata.

3.1 Microalga e meio de cultivo

A microalga utilizada foi a Dunaliella tertiolecta, a qual foi mantida pelo banco de
algas do laboratorio 117, Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, em Erlenmeyer de
250 mL sob 20 °C em incubadora. A iluminacéo foi fornecida por lampadas eletrénicas de 30
W e a luminosidade se mantém em aproximadamente 2,0 kIx com fotoperiodo de 12 h.

Os cultivos do banco de algas sdo renovados em um periodo de um més, mantendo
assim as celulas vivas, nos quais 10 mL do ultimo cultivo s&o transferidos para 100 mL de
meio estéril Guillard “f1/2” (Guillard, 1975) modificado com a adigdo de NaCl P.A. (Synth)
para maior producdo de biomassa pelo estresse salino e maior concentragcdo de NaNOz P.A.
(Fmaia) (Da Fré, 2011).

As concentragdes do meio “f1/2” modificado foram as seguintes: 34 g L de sal
marinho (Red Sea Salt), 17 g L de NaCl P.A., 300 mg L de NaNOs; P.A, 5 mg L*
NaH2PO4.H-0 P.A. (Vetec), 30 mg L Na;SiOs P.A. (Synth). SolugBes estoques foram
preparadas de acordo com Lourencgo (2006) e 1 mL de cada uma das seguintes solucdes foram
adicionadas ao meio: solucdo de metais traco contendo 9,8 mg L™ de CuSO4.5H.0 P.A.
(Vetec), 22 mg L de ZnS04.7H,0 P.A. (Vetec), 1 mg L de CoCl..6H.0 P.A. (Vetec), 180
mg L de MnCl..4H,0 P.A. (Vetec), 6,3 mg L™ de NazM004.2H,0 P.A. (Vetec), 4,36 g L
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de Na2EDTA P.A. (Vetec) e 3,15 g de FeCl3.6H.O P.A. (Vetec), solucdo de vitaminas
contendo 100 mg L™ de tiamina, C12H17N4OS P.A. , (Synth), 0,5 mg L™ de cianocobolamina,
CesHssCON14014P P.A. , (Vetec) e 0,5 mg L™ de biotina, C1oH1sN203S P.A., (Fluka). A
solugéo tampéo foi preparada com 50 g de tris, C4H1:NO3 P.A., (Synth), aproximadamente 30
mL de HCI P.A. (Proton) para ajuste de pH e agua destilada, completando a solu¢do em 200
mL. Todas as solugGes foram preparadas com &gua destilada e autoclavadas (Prismatec,
Autoclave vertical CS) a 121 °C por 15 min, exceto a de vitaminas que foi esterilizada por
microfiltracdo (Sartorius Stedim Biotech), As solucdes foram misturadas e transferidas em
capela de fluxo laminar (Labconco, Purifier'™ Clean Bench), com chama e a temperatura

ambiente.

3.2 Pré-indculo de microalgas

Para cada biorreator de 2,4 L, foi preparado pré-inéculo com 10 mL de microalgas do
banco de cultivo, inoculadas em 100 mL de meio de cultivo estéril em frasco Erlenmeyer de
500 mL. O pré-inoculo permaneceu durante uma semana em incubadora (Oxylab, Oxy 304 T)
com 150 rpm de agitacdo, a uma temperatura de 28 °C e com luminosidade de 3,0 + 1,0 kIx.
Mais 130 mL de meio de cultura estéril foram adicionados. Apds mais uma semana em
incubadora (mesmas condicBes da primeira semana), o pré-inéculo ficou pronto para ser
adicionado aos biorreatores. Todas as transferéncias de liquidos foram realizadas em capela

de fluxo laminar com chama e a temperatura ambiente.

3.3 Cultivo em fotobiorreatores

Primeiramente se fez a assepsia dos fotobiorreatores com 10 mL de solugédo de 2,5 %
de NaClO (Dindmica) em cada reator e os mesmo foram preenchidos totalmente com agua,
permanecendo em repouso por 15 min, quando entéo se neutralizou o0 NaCIO com 2,5 mL de
solucdo de 250 g L de NazS;03 P.A. (Synth), apds 2 h os fotobiorreatores foram esvaziados
(Andersen, 2005) para posterior recebimento de 240 mL de pré-indculo e de 2160 mL de
meio de cultivo cada.

As microalgas foram cultivadas em fotobiorreatores de acrilico tipo placa e airlift,

com volume util de 2,4 L, providos de camisa interna de aguecimento/resfriamento conectada
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a banho térmico (Haake DC 30) e mantidas a 28 °C. Os reatores foram projetados de acordo
com Kochem et al. (2014).

A iluminacdo foi realizada atraves de um painel com lampadas eletrénicas de 30 W
disposto atras dos fotobiorreatores e a luminosidade foi de aproximadamente 18,0 kIx, medida
na parede externa anterior do fotobiorretor pelo luximetro digital MS6610 da Akso.

A aeracdo foi realizada com vazdo de 1 L min? de ar comprimido filtrado com
membrana de 0,22 um Midisart®2000 (Sartorius Stedim Biotech), apds o filtro, na saida de ar
na extremidade da mangueira de silicone, utilizou-se duas pedras porosas inseridas pelo topo
dos fotobiorreatores até o fundo dos mesmos. As vazdes de ar foram controladas utilizando
rotametros (Dwyer).

Os cultivos duraram de 7 a 8 dias, dependo do tratamento, e diariamente foram feitos
0s seguintes procedimentos: leituras de pH através de fita de pH Alkalit® (Merck), adi¢do de
2,4 mL de solucdo estoque de NaH2PO4 e 2,4 mL de solugdo estoque de metais trago, adi¢cdo
de &gua destilada para acertar o nivel de 2,4 L quando o mesmo baixava por evaporacao,
retirada de amostras para medidas de densidade Otica, para as analises de carotenoides totais e
andlise de nitrato. Ao final do cultivo a biomassa formada e o meio de cultivo remanescente
foram centrifugados e liofilizados para que a biomassa seca fosse tratada para analise de
perfis de carotenoides e analise de lipideos.

3.4 Downstream: centrifugacéo e liofilizacdo de microalgas

Ao final do cultivo, o conteddo dos fotobiorreatores foram centrifugados pela
centrifuga Hitachi CR21GlIIl a 10000 x g, durante 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e a biomassa Umida foi lavada com agua destilada e centrifugada novamente. O
novo sobrenadante foi descartado e a biomassa Umida foi liofilizada (Edwards do Brasil) a -40
°C durante 72 h. Na Figura 10 a biomassa centrifugada ¢ demonstrada.
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Figura 10 — Biomassa centrifugada de D. tertiolecta.

3.5 Fermentacéo alcootlica com Yeast Peptone Dextrose

A levedura utilizada foi a Saccharomyces cerevisiae CAT-1 do banco de leveduras do
Laboratdrio de Biotecnologia (Bioteclab) do ICTA, sendo inoculada a 10 % (volume). As
concentracdes de YPD utilizadas foram de 10 g L™ de extrato de levedura (Himedia), 20 g L™*
de peptona bacteriologica (Himedia) e a concentracdo de dextrose (Nuclear) variou de acordo
com o0s ensaios realizados. Foram autoclavadas separadamente a mistura entre extrato de
levedura e peptona bacterioldgica e a solugdo de dextrose, para evitar reacdo de Maillard, a
121 °C durante 15 min. Estas condicdes da autoclave foram utilizadas também para as
vidrarias utilizadas. Todas as transferéncias de liquidos foram realizadas em capela de fluxo
laminar com chama. As condiges utilizadas para os cultivos foram de 28 °C, 180 rpm e 24 h.
Estas condicdes foram utilizadas para o preparo do indculo, determinagdo da conversdo de
substrato em produto, determinacdo de CO> acumulado, taxa de geracgéo de CO; e cultivo nos

fermentadores integrados aos fotobiorreatores.

3.6 Preparo do in6culo de YPD

A levedura foi transferida da placa com Agar do banco de leveduras através de alca
esterilizada por chama para Erlenmeyers de 500 mL com solugdo YPD, que variou sua
concentracdo de dextrose de acordo com o ensaio realizado. As condi¢fes foram as mesmas
descritas no item 3.5, sendo os in6culos mantidos em camara incubadora refrigerada com
agitacdo orbital (Marconi MA-830). Ao final de 24 h, o meio com células foi diluido com

meio YPD até a densidade 6tica (600 nm) chegar a 1, sendo inoculado ent&o a 10 % (volume)
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no YPD. Os in6culos em cdmara incubadora estdo representados na Figura 11 juntamente

com ino6culos de D. tertiolecta.

Figura 111 — Camara incubadora com indculos de Saccharomyces cerevisiae CAT-1 e D. tertiolecta.

3.7 Fermentadores com mosto YPD integrados aos fotobiorreatores

Os fermentadores utilizados foram de 2 L com camisa externa para troca térmica,
sendo posicionados acima dos fotobiorreatores e a saida de CO2 do fermentador foi conectada
no fundo dos fotobiorratores, pedras porosas foram utilizadas para dissipar e diminuir o
tamanho das bolhas de CO.. A agitacdo foi realizada com agitadores magnéticos e as
condicBes foram as mesmas descritas no item 3.5.

Com os valores obtidos no estudo das taxas de geracdo de CO. e dos fatores de
conversdo para as concentragdes de (20, 40 e 60) g L de dextrose em YPD, foram planejados
0s seguintes experimentos em duplicatas:

YPD 30/72: em 72 h de cultivo de microalgas foi acoplado o primeiro fermentador
com 2 L de YPD e 30 g L de dextrose, apds 24 h de fermentacdo foi retirado o fermentador e
integrado um novo ao fotobiorreator, nas mesmas condi¢des do fermentador anterior. Este
procedimento se repetiu até 144 h;

YPD 60/72: em 72 h de cultivo de microalgas foi acoplado o primeiro fermentador
com 2 L de YPD e 60 g L de dextrose, apds 24 h de fermentacdo foi retirado o fermentador e
integrado um novo ao fotobiorreator, nas mesmas condi¢des do fermentador anterior. Este
procedimento se repetiu até 144 h;

YPD 30/24: em 24 h de cultivo de microalgas foi acoplado o primeiro fermentador
com 2 L de YPD e 30 g L de dextrose, apds 24 h de fermentacdo foi retirado o fermentador e
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integrado um novo ao fotobiorreator, nas mesmas condigdes do fermentador anterior. Este
procedimento se repetiu até 144 h;

YPD (10-60)/24: em 24 h de cultivo de microalgas foi acoplado o primeiro
fermentador com 2 L de YPD e 10 g L™ de dextrose, apds 24 h de fermentacéo foi retirado o
fermentador e integrado um novo ao fotobiorreator, aumentando a concentragdo de dextrose
(20 g LY. A cada dia a concentragdo de dextrose foi aumentada em 10 g L7, este
procedimento se repetiu até a concentragio chegar em 60 g L™ de dextrose em 144 h de
cultivo de microalga.

A Figura 12 mostra o sistema integrado entre fermentadores com YPD e
fotobiorreatores. Todos cultivos foram acompanhados por um cultivo controle sem a
utilizacdo de CO: proveniente de fermentacdo alcoolica, representado na Figura 12 pelo

fotobiorreator central.

Figura 122 — Sistema integrado entre fermentadores e fotobiorreatores.

3.8 Preparo da cerveja

As matérias-primas utilizadas foram malte tipo pilsen em gréos, lupulo nugget 11 %
AM T-90 e fermento liofilizado S-33 alta fermentacdo tipo Ale, levedura Saccharomyces

cerevisiae (Fermentis).
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A cerveja foi preparada de forma artesanal. O malte foi moido e colocado em infuséo
com agua na propor¢do 1:2,5 (peso/volume) sob curva de aquecimento cujas temperaturas
variaram entre (20 e 78) °C durante 60 min. No mosto formado foi realizado o teste do iodo
sendo, em seguida, clarificado em tina de aco inoxidavel através de recirculacfes e adicdo de
agua no malte, no mesmo volume utilizado na infusdo, a 76 °C. O mosto clarificado foi
aquecido e no inicio da fervura foram adicionados 4 g L™ de Itpulo, as proteinas formadas
durante a fervura foram retiradas com coador. A fervura permaneceu durante 60 min, na
sequéncia se fez o resfriamento do mosto a 20 °C através de banho com gelo e chiller de
imers30, nesta temperatura o mosto foi transferido para o fermentador e 0,5 g L™ de fermento
foram adicionados. Fez-se agitacdo manual e aeragdo do mosto, por cerca de 2 minutos, antes
da conexdo com o fotobiorreator. As fermentacdes duraram cerca de 36 h, sendo mantidas a
20 °C por banho térmico (Thermomix BM, B. Braun Biotech International), sem agitacéo.

Algumas etapas da producdo de cerveja aparecem na Figura 13.

Figura 13 — Preparo da cerveja.

3.9 Fermentadores com mosto de cerveja integrados aos fotobiorreatores

Os fermentadores utilizados foram frascos de borossilicatos (Duran) de diferentes
volumes, ficando posicionados acima dos fotobiorreatores e a saida de CO2 do fermentador
foi conectada no fundo dos fotobiorreatores, pedras porosas foram utilizadas para dissipar e
diminuir o tamanho das bolhas de CO2. Com base nos resultados das microalgas cultivadas
com CO: provenientes de fermentacdes com YPD e do Yep, fez-se o seguinte planejamento,
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em duplicata, com variacdo volumétrica do mosto da cerveja para a liberacdo de CO>
equivalente a liberacdo de CO> do ensaio com concentracdo varidvel de dextrose de (10 a 60)
g L (Figura 14). No inicio do cultivo de microalgas foi acoplado o primeiro fermentador
com 257 mL de mosto de cerveja, apés 24 h de cultivo de microalga foi integrado um novo
aumentando o volume em 257 mL de mosto em relagcdo ao anterior. Este procedimento se
repetiu até 1543 mL de mosto de cerveja em 144 h de cultivo de microalga. Cada fermentador
ficou em contato com os fotobiorreatores durante 48 h, sendo retiradas amostras em
duplicatas no final de cada fermentacdo para determinar o teor alcoolico da cerveja por
CLAE. Todos cultivos foram acompanhados por um cultivo controle sem a utilizacdo de CO>
proveniente de fermentacdo alcodlica, representado na Figura 14 pelo fotobiorreator da

direita.

Figura 14 — Sistema integrado entre fotobiorreatores e fermentadores com mosto de cerveja.

3.10 Analise da formacé&o de biomassa

O crescimento da Dunaliella tertiolecta foi acompanhado a cada 24 h através da
densidade otica (750 nm) de amostras retiradas diretamente do fotobiorreator, com
espectrofotdbmetro Amersham Biosciences modelo Ultrospec 3100 Pro e os resultados foram
relacionados com a curva de calibracdo caracteristica da Dunaliella tertiolecta do laboratorio.
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3.11 Determinacdo da taxa de acimulo de carbono

A taxa de acumulo de carbono foi calculada através da biomassa da D. tertiolecta do
Laboratorio 117, ICTA, que possui 41,2 % de carbono (resultado ainda ndo publicado).
Depois de calculado o total de carbono em cada ponto da medicdo do cultivo, geraram-se
curvas do total de carbono biofixado pelo tempo através de polindmios de grau 3. Essas
curvas foram derivadas resultando em curvas de taxa de acimulo de carbono (g L h'?) pelo

tempo (h).

3.12 Determinacao de carotenoides totais

As amostras coletadas a cada 24 h do fotobiorreator foram centrifugadas a 16000 x g
durante 5 min pela centrifuga Fanen modelo 204-NR. Os sobrenadantes foram separados para
analise de nitrogénio e nos sedimentos foram colocados 2 mL de Acetona P.A, C3HsO,
(Synth) em cada amostra, as quais foram tampadas, colocadas em local escuro a 4 °C por 12
h. As leituras no espectrofotdmetro Amersham Biosciences modelo Ultrospec 3100 Pro foram
realizadas a 470 nm, 662 nm e 645 nm. As Equacbes (3), (4) e (5) foram aplicadas para
determinar a concentracéo de carotenoides em mg L™ (Lichtenthaler e Buschmann, 2001). Na

Figura 15 estdo as amostras prontas para a leitura.

Ca = 11,24’ X A662 - 2,04’ X A64-5 (3)
Cb = 20,13 X A64-5 - 4,19 X A662 (4)
C = (1000 X Agre — 1,90 X C, — 63,14 X C,)/214 (5)

onde Ca, Cp, e C sdo, respectivamente, as concentracbes de clorofila a, clorofila b e
carotenoides em mg L, e A sdo as absorbancias em (470, 662 e 645) nm.
Os resultados foram relacionados com os resultados da analise da formacdo de

biomassa e apresentados como carotenoides por célula (mg g?)
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Figura 15 — Amostras para andlise de carotenoides totais.

3.13 Andlise de nitrogénio

O método utilizado foi o de Cataldo et al., (1975). Aliquotas de 0,25 mL de
sobrenadante do meio de cultura centrifugado foram transferidas para Erlenmeyers de 250
mL. Foi preparada solugdo de 1 g de acido salicilico, C7HsO3, (Synth) com 20 mL de H2SO4
P.A (Synth), 0,8 mL desta mistura foram adicionados nos Erlenmeyers, permanecendo em
repouso durante 20 min a temperatura ambiente, 19 mL de 2 mol L de NaOH (Synth) foram
entdo adicionados lentamente em cada Erlenmeyer. As leituras no espectrofotdmetro
Amersham Biosciences modelo Ultrospec 3100 Pro foram realizadas a 410 nm apds
resfriamento das amostras a temperatura ambiente. Para cada dia de analise, foram preparadas
novas solucdes e novas curvas de calibracdo. Para o branco foi utilizado o meio de cultivo
salino das microalgas sem nitrato e para as curvas padrdes quantidades estabelecidas de
NaNOz P.A (Fmaia) foram adicionadas no meio de cultivo salino, ambos seguiram o
procedimento do acido salicilico, H.SO4 e NaOH. A Figura 16 representa amostras prontas

para as leituras.
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Figura 16 — Amostras para analise de nitrogénio.

3.14 Anélise de lipideos

O método utilizado foi o de Bligh e Dyer (1959). A biomassa liofilizada foi triturada e
1 g de cada amostra foi pesada (Shimadzu AY?220) e colocada em agitacdo magnética com 10
mL de cloroférmio P.A (Synth), 20 mL de metanol P.A (Synth) e 8 mL de &gua destilada
durante 30 min a temperatura ambiente. Em seguida foram adicionados mais 10 mL de
cloroférmio e 10 mL de solucdo 1,5 g L de NazSO4 (Synth). Ap6s mais 2 minutos de
agitacdo, deixou-se em funil de separacédo até as fases estarem bem divididas. Cerca de 15 mL
da camada inferior foi transferida para um tubo de 30 mL e foi adicionada 1 g de Na>SO4
anidro (Synth). O tubo fechado foi agitado até remover tracos de umidade. O liquido foi
filtrado rapidamente e 5 mL da solucdo limpida foi colocada em béquer de 50 mL com tara
prévia. Os béqueres foram colocados em estufa a 80 °C por cerca de 20 min até a completa
evaporacdo do solvente. Ap6s o resfriamento dos béqueres em dessecador, estes foram
pesados em balanca analitica e o percentual de lipideos foi calculado através da Equacéo (6).

As etapas deste método estdo representadas pela Figura 17.
pl X

% lipideos = 7‘* x 100 (6)

onde pl (g) é a massa de lipideos em 5 mL de amostra e ps (g) € a massa da amostra.
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3.15 Identificacéo dos carotenoides por cromatografia liquida de alta eficiéncia

A metodologia de Mercadante, Britton e Rodriguez-Amaya (1998) foi utilizada para
extracdo de carotenoides. As amostras de microalgas liofilizadas foram pesadas em 0,01 g e
posteriormente hidratadas com 300 pL de agua destilada, ficando em repouso por 24 h em
tubos de ensaio fechados a 4 °C, depois foram congeladas e mantidas por mais 24 h. Apds
este periodo, foram adicionados 2 mL da mistura de hidrocarbonetos éter de petrdleo (Vetec),
1 mL de éter etilico P.A (Vetec) e 1 mL de metanol P.A (Synth), sendo a mistura
homogeneizada por vortex (Certomat MV, B. Braun Biotech International) e centrifugada por
15 min a 2000 x g e 4 °C. A adicdo de solventes, homogeneizagdo e a centrifugacdo foram
repetidas até que a biomassa ficasse branca. O sobrenadante foi transferido para frasco ambar.

O mesmo volume total de solventes utilizado na extracdo foi utilizado na adi¢do de
solugdo 20 g L™ de NaOH P.A. (Fmaia) para saponificar o extrato. Esta reacdo permaneceu
por 24 h a temperatura ambiente em local protegido da luz.

No dia seguinte, o conteddo dos frascos ambar foi colocado em funil de separacéo
juntamente com 500 mL de &gua destilada, 50 mL de éter de petr6leo e 50 mL de éter etilico.
Ap0s separacao das fases, a fase aquosa foi descartada e diversas lavagens com agua destilada
foram feitas até que o meio atingisse pH neutro. Utilizou-se Na,SO4 anidro para retirar a

umidade.
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O solvente do extrato foi evaporado a vacuo pelo evaporador rotatorio (Heidolph
Laborota 4000) a 40 °C. Para retirar completamente o extrato do baldo do evaporador, foi
utilizada uma quantidade minima de éter etilico e este foi retirado do extrato atraves de
nitrogénio gasoso a uma baixa vazdo, sendo apenas os extratos congelados em frascos ambar
a 18 °C para posterior inje¢cdo no CLAE.

Para injecdo no cromatdgrafo, as amostras foram descongeladas e o solvente MTBE
P.A. (Vetec) adicionado a uma quantidade suficiente para as amostras ficarem em um tom
amarelo claro. Cada mistura ficou em banho de ultrassom por 5 min, ap6s foi filtrada com
membrana de 0,45 um (Milipore) para solventes orgénicos para injecdo no cromatdgrafo. A

Figura 18 mostra algumas etapas do preparo da amostra.

Figura 18 — Extragdo de carotenoides da biomassa de D. tertiolecta liofilizada.

Os solventes utilizados para as analises cromatograficas foram metanol, MTBE e
acetonitrila (Panreac). Os padrdes foram B-caroteno (pureza > 93 %), a-caroteno (pureza > 95
%) e zeaxantina (pureza > 95 %) da Sigma e luteina (pureza > 95 %) da Indofine.

O cromatografo utilizado foi 0 G1311A — DE14917573 Agilent 1100 Series com
UV/Vis detector (G1314B - DE71358944 Agilent 1100 Series). A coluna polimérica C30 de
fase reversa, 250 mm x 4,6 mm i.d, 3 um, (YMC, Japdo) foi utilizada. O fluxo da fase mdvel
foi 1 mL min. O volume de injecdo foi 5 pL a 33 °C. A Tabela 6 demonstra os gradientes

utilizados como fase movel.
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Tabela 6 — Gradiente utilizado como fase movel na coluna de fase reversa C30

Tempo (min)  Agua (%) Metanol (%) MTBE (%)
0 5 90 5
12 0 95 5
25 0 89 11
40 0 75 25
60 0 50 50

Os carotenoides foram quantificado utilizando curvas-padrbes para luteina (1-65 ug
mL1), zeaxantina (1-40 pg mL™Y), a-caroteno (1-25 pg mL™) e B-caroteno (5-50 pg mL™).

3.16 Determinacdo da concentracdo de acucar e etanol do YPD por cromatografia
liquida de alta eficiéncia

Todas as concentracfes de acucar e etanol foram determinados por CLAE através do
equipamento Shimadzu, empregando-se coluna Bio-Rad Aminex HPX-87H a 45 °C,
utilizando H.SO4 como eluente, com fluxo de 0,6 mL min e detector por indice de refracéo.
O volume de amostra injetada foi de 20 pL. As amostras foram previamente centrifugadas,
diluidas e filtradas por filtro “Step-Pack™ C18 (Milipore). O método utilizado e as curvas de

calibracdo foram desenvolvidos por estudos prévios do Bioteclab do ICTA.

3.17 Determinacédo do CO2 acumulado, taxa de geragdo de CO: e do fator de conversao
de dextrose em etanol no YPD

Para determinagdo do CO. acumulado, taxa de geracdo de CO. e da conversdo de
dextrose em etanol (Yep), foram realizadas fermentagdes em duplicatas de (20, 40 e 60) g L
de dextrose em Erlenmeyers de 500 mL. As condigdes sdo as mesmas descritas no ite 3.11 em
camara incubadora com agitacdo orbital (Marconi MA-830). Foram retiradas amostras a cada
3 h para determinar concentracGes de etanol e aglcares em CLAE.

Através dos resultados da concentracdo de etanol fez-se a conversédo por
estequiometria para concentracdo de CO, acumulada e geraram-se curvas de concentracéo de
CO2 pelo tempo através de polindmios de grau 3. Essas curvas foram derivadas resultando em

curvas de taxa de geragdo de CO (g L h') pelo tempo (h).
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O fator de conversdo de dextrose em etanol (Yep) é o coeficiente angular da Equacéo

(7).
E =Yg/;p X (D — Do) (7
onde E é a concentracgdo de etanol (g L), D é a concentracdo de dextrose (g L) e Do € a

concentragdo de dextrose inicial (g L™).

3.18 Determinacgdo da concentracdo de etanol da cerveja por cromatografia liquida de
alta eficiéncia

As mesmas condicOes utilizadas para determinar agucares e etanol nas fermentacdes

YPD foram utilizadas para determinar o teor alcodlico da cerveja.

3.19 Determinagdo do CO2 acumulado e da taxa de geracdo de CO2 da fermentacdo com
mosto de cerveja

Para determinacdo do CO acumulado e da taxa de geracdo de CO>, foram realizadas
fermentagdes em duplicatas de (180, 540 e 1080) mL de mosto em frascos de borossilicatos
(Duran) de (250, 500 e 1000) mL respectivamente. As condi¢des foram as mesmas descritas
em preparo da cerveja. Foram retiradas amostras a cada 3 h para determinar concentracdes de
etanol em CLAE. Estas fermentagdes aparecem na Figura 19.

Atraves dos resultados da concentracdo de etanol fez-se a conversdo por
estequiometria para concentracdo de CO. acumulado e gerou-se curva de concentragdo de
CO- pelo tempo través de polindmio de grau 3. Essas curvas foram derivadas resultando em
curvas de taxa de geragdo de CO2 (g L ht) pelo tempo (h).

Figura 19 — Duplicatas das fermentacGes do mosto de cerveja para determinagdo de COs.
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RESUMO - O presente trabalho avaliou o crescimento de Dunaliella tertiolecta
pela biofixacdo do CO> liberado durante a produgéo de cerveja, reciclando um dos
gases responsaveis pelo efeito estufa, reduzindo custo da matéria-prima CO- e
agregando valor ao produzir lipideos e carotenoides naturais. Para isso a
microalga foi cultivada em sistemas integrados entre fotobiorreatores e
fermentadores. A diferenca nos cultivos foi o tipo e a quantidade de CO:
produzida pelas fermentagdes. Inicialmente se fez fermentacées com meio YPD
possibilitando a determinacdo das melhores condicGes para posterior biofixagéo
do CO:z produzido pela cerveja. Os maiores valores para biomassa, carotenoides,
produtividades e lipideos, pela biofixacdo do CO2 de YPD, foram obtidos na
condigdo em que a dextrose variou de (10 a 60) g L™ a cada 24 h. Para reproduzir
esta condicdo utilizando mosto de cerveja, foi calculada a conversao de substrato
em produto para, entdo, acoplar diariamente volumes diferentes de mosto de
cerveja em cultivos de microalga. Os valores obtidos para este cultivo foram 1,10
+ 0,059 L* de biomassa, 0,18 + 0,011 g L d de produtividade de biomassa,
0,58 + 0,06 d* foi a velocidade especifica de crescimento, 4,74 + 0,59 mg g* de
carotenoides por biomassa, 0,86 + 0,06 mgL?® d' de produtividade de
carotenoides e 13,5 + 0,4 % (em massa) de lipideos. Estes valores foram
praticamente o dobro dos valores obtidos para o cultivo com CO2 do ar
atmosférico. Todos cultivos apresentaram o mesmo perfil de carotenoides com
maior porcentagem para luteina (46,7 + 2,0 %).

1. INTRODUCAO

A emisséo de gases do efeito estufa continua crescendo, chegando em 2010 ao maximo
ja registrado. O dioxido de carbono (CO2) representa atualmente 60 % destes gases
(Intergovernmental Panel on Climate Change, 2014). Em comparagdo com o volume de CO>
produzido pela combustdo de combustiveis fdsseis, a quantidade de CO. emitida por
fermentacdo para se obter etanol - fonte renovavel - é pequena. No entanto, h4 um
crescimento na producdo de biocombustiveis acompanhado de regulamentos mais restritivos
quanto a liberacdo do seu CO- para a atmosfera. Com a sua captura, pode-se obter um balanco
negativo de CO> na atmosfera (Mollersten et al., 2003 e Kheshgi and Prince, 2005 apud Xu,
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Isom e Hanna, 2010). J& a bebida alcotlica mais consumida no mundo, a cerveja, contribui
com uma quantidade significativa de CO> se comparada aos biocombustiveis, conforme
mostra a Tabela 1, e o seu percentual de pureza chega a 99 % (Xu, Isom e Hanna, 2010),
consideravelmente mais elevado do que o CO2 proveniente da queima de combustiveis

fosseis, permitindo a sua utilizacdo na producédo de alimentos, por exemplo.

Tabela 1 — Comparacdo de CO- liberado anualmente no mundo por fermentagdes alcoolicas e
pelos combustiveis fosseis

Produto Ano  Producio (10°L ano™) CO; liberado (Mt ? ano'®)
Biocombustivel 2008 65,6 ° 49,8°

Cerveja 2010 185 ¢ 140 ¢
Combustiveis fosseis 2008 - 31900 ¢

2 Milhdes de toneladas métricas.

b Renewable Fuels Associate, 2009, apud Xu, Isom e Hanna (2010).

¢Bmg (2010).

¢ Estimativa através do célculo comparativo com os valores de biocombustivel (®), considerando liberagdo de
CO; equivalentes para as fermentacdes alcoolicas.

d Agence France-Presse (2009) apud Xu, Isom e Hanna (2010).

Tecnologias de captura e sequestro de carbono (CCS - do inglés Carbon Capture and
Storage) vém sendo criadas para diminuir a concentracdo do CO> na atmosfera por promover
a captura deste. Entretanto, tais técnicas necessitam da aplicacdo de substancias quimicas e
altos gastos de energia e o CO» capturado necessita ser armazenado, ou fixado, para que ndo
retorne ao ar (Bilanovic et al., 2009). Neste contexto, a utilizacdo de microalgas para
biofixacdo de CO: surge como uma alternativa ambientalmente efetiva para a diminuigéo
deste gas na atmosfera, uma vez que é utilizado, através de reacdes fotoquimicas, por estes
microrganismos para sua multiplicacdo, producdo de carboidratos, lipideos e carotenoides
naturais de alto valor agregado como o B-caroteno e a luteina que podem ser utilizados como
nutracéuticos (Hosseini Tafreshi e Shariati, 2009; Dewapriya e Kim, 2014). Sua singularidade
que os separa de outros microrganismos € devido a presenca de clorofila e de ter capacidade
fotossintética em uma Unica célula algal, permitindo assim uma maior facilidade para a
geragdo de biomassa e uma investigagdo genética e metabolica mais simples em um periodo
de tempo muito mais curto comparada a plantas convencionais, podendo fixar CO2 de 10 a 50
vezes mais que plantas terrestres, em media microalgas consomem 1,83 g de CO. para
produzir 1 g de biomassa (Chisti, 2007; Wang et al., 2008; Rosenberg et al., 2011).

A biomassa formada por microalgas pode ser comercializada como nutracéutico rico em
acidos-graxos émegas 3, 6 e 9, carotenoides, sendo uma fonte vegana para beneficios
medicinais, incluindo prevencgdo e tratamento de doencas. O &cido-graxo 6mega-3 de 6leos
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marinhos como de peixes e algas teve um consumo mundial estimado em 2013 de 123,8 mil
toneladas métricas, com valor de mercado de US$ 2,3 bilhdes. Prevé-se que a demanda
chegara a 241 mil toneladas métricas, com um valor de US$ 4,96 bilhdes entre 2013 e 2020
(Aim, 2014). Representando um mercado em expansdo de nutracéuticos, os carotenoides tém
um mercado global estimado em US$ 1,2 bilhdes para 2015. B-caroteno, zeaxantina e luteina
sdo carotenoides encontrados em altas concentragcdes em algumas microalgas, em meédia esta
concentracdo fica entre 0,1 % e 2 % de peso seco, porém em espécies do género Dunaliella
pode chegar a 14 %. A luteina e a zeaxantina sdo representantes das xantofilas, divisdo do
grupo dos carotenoides, e sdo fortemente associadas ao tratamento e prevencdo da
degeneracdo macular referente a idade, da catarata e da aterosclerose, possuindo também
propriedades antioxidantes. Ja os carotenos mais representativos, os isdmeros -caroteno e o-
caroteno, sdo importantes por serem precursores da vitamina A, por terem propriedades
antioxidantes e na prevencao ao cancer. O 3-caroteno representa a maior parcela do mercado
de carotenoides avaliado em US$ 247 milhGes em 2007 e com estimativa de US$ 285 milhdes
para 2015. O valor de mercado da luteina foi de US$ 233 milhdes em 2010 com uma
estimativa de US$ 309 milhGes para 2018 (Borowitzka e Brown, 1974; Shaish, Ben-Amotz e
Avron, 1991; Minowa et al., 1995; Krinsky, Landrum e Bone, 2003; Richer et al., 2004;
Hosseini Tafreshi e Shariati, 2009; Oilgae, 2011; 2013; 2014).

Dentre as vantagens da utilizacdo do sistema integrado entre fermentadores e
fotobiorreatores estd a reducdo de custo pela utilizacdo de um CO: de alta pureza da
fermentacdo sem a necessidade de armazenamento e beneficiamento deste gas, uma vez que
40 % do valor das matérias-primas utilizadas para cultivo de microalgas estdo na utilizacdo de
CO2 comprimido (Molina Grima et al., 2003), agregando valor ao CO> liberado pela cerveja
como, por exemplo, utilizando as microalgas produzidas na prépria cerveja: “A super

nutritious and healthy beer” (Chacén-Lee e Gonzalez-Marifio, 2010).

O presente trabalho tem como objetivo implementar um sistema integrado entre
fermentadores e fotobiorreatores, avaliando o crescimento da microalga Dunaliella tertiolecta
pela biofixacdo de CO. produzido por dois tipos de fermentacdo alcodlica, em meio YPD
(Yeast-Peptone-Dextrose) e durante a producdo de cerveja, determinando os carotenoides

naturais produzidos e lipideos.
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2. MATERIAIS E METODOS

Foram realizados dois tipos de cultivos integrados para captura e fixacdo de CO>
proveniente de fermentacGes alcoolicas através da microalga Dunaliella tertiolecta. O
primeiro foi com a fermentacdo em meio YPD e o segundo com a producdo de cerveja.
Primeiramente foram determinados o CO, acumulado, taxa de geracdo de CO> e conversao de
dextrose em etanol em fermentagcbes com YPD para, entdo, realizar os cultivos integrados
entre fotobiorreatores e fermentadores com este meio. Todos cultivos integrados foram
acompanhados por um cultivo controle sem a utilizacdo de CO; de fermentagdo. Diariamente
foram retiradas amostras do fotobiorreator para determinacdo de biomassa, nitrogénio
consumido e producdo de carotenoides totais. Ao final de cada cultivo, as microalgas foram
centrifugadas e liofilizadas para analise de lipideos e determinacdo de perfil de carotenoides.
Por ultimo, a mesma sequéncia de trabalho foi realizada para os cultivos entre
fotobiorreatores e fermentadores com mosto de cerveja, reproduzindo a condi¢do que obteve
os melhores resultados para YPD. Os preparos dos meios, os cultivos e as analises sdo
descritas a seguir. Todos os cultivos e todas as andlises foram realizadas, no minimo, em

duplicata.

2.1.Microalga e meio de cultivo

A microalga utilizada foi a Dunaliella tertiolecta do banco de microalgas do
Laboratdrio 117 do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, sendo inoculada a 10 % (volume). O meio de cultivo utilizado foi o
Guillard “f1/2” (Guillard, 1975) modificado com aumento de salinidade e concentracdo de
nitrogénio (Da Fré, 2011), sendo utilizadas as seguintes quantidades: 34 g L™ de sal marinho
(Red Sea Salt), 17 g L™ de NaCl, 300 mg L™ de NaNOs, 1 mL L* de solugio-estoque de
fosfato, 1 mL Lt de solugio-estoque de silicato, 1 mL L de solugdo-estoque de metais-traco,
1 mL L? de solugio-estoque de vitaminas e 1 mL L™ de solugio-tampdo TRIS. SolugBes
estoques foram preparadas de acordo com Lourenco (2006). Solugdo-estoque de metais-traco:
9,8 mg L't de CuS04.5H20, 22 mg L de ZnS04.7H,0, 1 mg L de CoCl..6H,0, 180 mg L*
de MnCl2.4H20 , 6,3 mg L' de Na;M004.2H20 , 4,36 g L' de Na:EDTA e 3,15 g de
FeCls.6H20. Solugdo-estoque de vitaminas: 100 mg L de tiamina, C12H17N4OS , 0,5 mg L™
de cianocobolamina, CesHssCoN14O14P , € 0,5 mg L de biotina, C10H16N203S. Solug&o-
estoque de fosfato: 5 g L™ de NaH2PO4.H20. Solucdo estoque de silicato: 30 g L™ de
Na;SiO3.9H20. A solucdo-tampdo foi preparada com 50 g de TRIS, CsH1:1NOs,
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aproximadamente 30 mL de HCI, para ajuste de pH, e &gua destilada completando a solucéo
em 200 mL. Todas as solucbes foram preparadas com &gua destilada e autoclavadas a 121 °C
por 15 min, exceto a de vitaminas que foi esterilizada por microfiltracdo (0,22 um Sartorius
Stedim Biotech). Durante os cultivos foram adicionados diariamente 1 mL L™ de solugo-
estoque de fosfato, 1 mL L™ de solugdo-estoque de metais-traco e agua destilada para acertar
o nivel de 2,4 L dos fotobiorreatores quando o0 mesmo baixava por evaporagao.

2.2. Cultivo em meio YPD

A levedura utilizada foi a Saccharomyces cerevisiae CAT-1 do banco de leveduras do
Laboratorio de Biotecnologia (Bioteclab) do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
sendo inoculada a 10 % (volume). As concentragdes de YPD utilizadas foram de 10 g L™ de
extrato de levedura, 20 g L™ de peptona bacterioldgica e a concentragdo de dextrose variou de
acordo com os ensaios realizados. Todas as solucBes foram preparadas com &gua destilada e
autoclavadas a 121 °C por 15 min, sendo misturadas e transferidas em capela de fluxo

laminar, com chama e a temperatura ambiente.

2.3. Fermentacdo com mosto de cerveja

Para as fermentagBes com mosto de cerveja, foram utilizados malte tipo pilsen, lupulo
nugget 11 % AM T-90 e fermento liofilizado S-33 de alta fermentacdo (levedura
Saccharomyces cerevisiae). O preparo foi realizado de forma artesanal. O malte foi moido e
colocado em infusdo com agua na proporcao 1:2,5 (peso/volume) sob curva de aguecimento
que variou entre (20 e 78) °C durante 60 min. No mosto formado foi realizado o teste do iodo
sendo, em seguida, clarificado em tina de aco inoxidavel através de recirculacdes e adi¢do de
agua no malte, no mesmo volume utilizado na infusdo, a 76 °C. O mosto clarificado foi
aquecido e no inicio da fervura foram adicionados 4 g L™ de ldpulo, as proteinas formadas
durante a fervura foram retiradas com coador. A fervura permaneceu durante 60 min, na
sequéncia se fez o resfriamento do mosto a 20 °C através de banho com gelo e chiller de
imersdo, nesta temperatura o mosto foi transferido para o fermentador e 0,5 g L de fermento
foram adicionados. Fez-se agitacdo manual e aeragdo do mosto, por cerca de 2 min. Os

fermentadores foram colocados em banho termostatizado a 20 °C, sem agitacéo.
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2.4. Determinacdo do CO2 acumulado, taxa de geracdo de CO:2 e da conversdo de

dextrose em etanol

Para determinacdo da geracdo de CO> e da conversdo de dextrose em etanol (Yep) em
meio YPD, foram realizadas fermentacdes em duplicatas em 200 mL de meio YPD contendo
(20, 40 ou 60) g L™ de dextrose em Erlenmeyers de 500 mL, mantidos em cAmara incubadora
com agitacdo orbital (180 rpm, 28 °C, 24 h). Amostras foram retiradas a cada 3 h para a

determinacéo da concentracao de dextrose e etanol.

Para determinacdo da geragdo de CO: no mosto de cerveja foram realizadas
fermentagdes em duplicatas de (180, 540 e 1080) mL de mosto em frascos de borossilicato
(Duran) de (250, 500 e 1000) mL, respectivamente, mantidos a 20 °C em banho
termostatizado sem agitacdo. Foram retiradas amostras a cada 3 h para determinar

concentracgdes de etanol.

Através dos resultados da concentracdo de etanol fez-se a conversdo por estequiometria
para CO2 acumulado (1 mol de CO produzido para cada 1 mol de etanol produzido) e
geraram-se curvas de CO acumulado pelo tempo através de polinémios de grau 3. Essas
curvas foram derivadas resultando em curvas de taxa de geracdo de COz pelo tempo. A partir
desses valores foi possivel o planejamento e execucdo de fermentaces integradas com
fotobiorreatores.

2.5. Sistema integrado entre fotobiorreatores e fermentadores

Os fotobiorreatores de acrilico utilizados foram tipo placa e airlift, com volume Gtil de
2,4 L, providos de camisa interna mantida a 28 °C por banho térmico (Kochem et al., 2014).
A iluminacéo foi realizada no lado do riser através de um painel de ldmpadas eletronicas (30
W) na intensidade de 18,0 kix, e a aeracio foi controlada por rotdmetros a 1 L min™ de ar
comprimido filtrado (0,22 um Midisart®2000, Sartorius Stedim Biotech). Diariamente foram
retiradas amostras para medidas de biomassa, carotenoides totais e nitrato. Ao final do
experimento, o conteddo do biorreator foi centrifugado (10000 x g, 10 min, 4 °C) o
sobrenadante foi descartado e a biomassa Umida foi lavada com agua destilada e centrifugada
novamente. A biomassa resultante foi liofilizada e armazenada (-18 °C) para determinacdo de

lipideos e perfil de carotenoides.
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As fermentacOes alcodlicas com 2 L de meio YPD foram realizadas em frascos de
borossilicato encamisados de 2 L, posicionados acima dos fotobiorreatores. A saida de CO>
dos fermentadores foi conectada no fundo dos fotobiorreatores em pedras porosas para
dissipar e diminuir o tamanho das bolhas de CO: (Figura 1). Cada fermentador ficou
conectado durante 24 h ao fotobiorreator. Os cultivos sempre foram acompanhados por um
cultivo controle, sem a injecdo de COg, representado pelo fotobiorreator central da Figura 1.
Os fermentadores foram mantidos em 28 °C e agitados por agitadores magneticos. Foram
realizadas fermentacGes com diferentes concentracGes de dextrose em cada fermentador aos
fotobiorreatores, com o primeiro fermentador sendo conectado em 72 h ou em 24 h de cultivo

da microalga, conforme mostrado na Tabela 2.

As fermentacBes alcoolicas em mosto de cerveja foram realizadas em frascos de
borossilicato de 200 mL, 500 mL, 1,0 L ou 2,0 L mantidos a 20 °C em banho térmico, sem
agitacdo. Cada fermentador permaneceu conectado durante 48 h aos fotobiorreatores em
sistema similar aos cultivos com YPD. Para que a concentracdo de CO; liberada fosse similar
a liberada pela fermentacdo YPD (10-60)/24, diferentes volumes de mosto de cerveja foram
acoplados durante o cultivo. Os volumes utilizados foram calculados através de Yg/p: no inicio
do cultivo de microalgas foi acoplado o primeiro fermentador com 257 mL de mosto de
cerveja, equivalente a 2 L de YPD com 10 g L de dextrose. Ap6s 24 h de cultivo foi
adicionado o segundo fermentador, aumentando o volume em 257 mL de mosto em relagéo ao

anterior. Este procedimento se repetiu até 144 h de cultivo da microalga.
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Figura 1 — Sistema integrado entre fermentadores e fotobiorreatores: (1) banho térmico, (2) e
(3) saida de agua para, respectivamente, camisa interna dos fotobiorreatores e camisa externa
dos fermentadores, (4) lampadas, (5) fotobiorreatores, (6) rotdmetros, (7) linha para ar
atmosférico, (8) filtro, (9) fermentadores, (10) agitador magnético e (11) saida de CO2 do
fermentador para o fotobiorreator.

Tabela 2 — Cultivos de microalgas integrados com fermentac@es alcoolicas. A Tabela mostra
0 instante em que cada fermentador contendo meio YPD foi acoplado e a concentracdo de
dextrose do meio de cultivo

Cultura 24 h 48 h 72h 96 h 120 h 144h

YPD 30/72 - - 30gL* 30gL?! 30gL'! 30glL?
YPD 60/72 - - 60gL' 60gL* 60gL?! 60gL™
YPD 30/24 30gL? 30gL* 30gL! 30gL' 30gL?* 30gL*
YPD (10-60)/24 10gLt 20gL' 30gL? 40gL?! 50gL'! 60gL*

2.6. Procedimentos analiticos

Nas fermentacgdes alcodlicas foram determinadas as concentracdes de dextrose e etanol
por CLAE (Shimadzu) empregando-se coluna Bio-Rad Aminex HPX-87H a 45 °C, utilizando
H>S04 como eluente, com vazdo de 0,6 mL min e detector por indice de refragdo. O volume
de amostra injetada foi de 20 pL. As amostras foram previamente centrifugadas, diluidas e
filtradas por filtro “Step-Pack” C18 (Milipore).
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Nos fotobiorreatores foram determinados a biomassa de microalga, o pH, a
concentracdo de nitrato e de carotenoides totais e calculada a taxa de acumulo de carbono ao
longo dos cultivos. A biomassa foi medida por densidade o6tica a 750 nm e correlacionada
com peso-seco. A taxa de acimulo de carbono foi calculada considerando que a biomassa da
D. tertiolecta possui 41,2 % de carbono (resultados ainda ndo publicados). As curvas de
carbono biofixado pelo tempo foram aproximadas por polindmios de grau 3, 0os quais foram
derivados resultando nas curvas de taxa de acumulo de carbono pelo tempo. As leituras de pH
foram realizadas através de fita de pH (Alkalit®/Merck) e a intensidade luminosa foi
monitorada através de luximetro digital (MS6610/Akson). Diariamente foram retiradas
amostras do fotobiorreator, as quais foram centrifugadas (16000 x g / 5 min), o sobrenadante
e o precipitado foram armazenados separadamente (-18 °C). No sobrenadante foi analisada a
concentracdo de nitrogénio de acordo com Cataldo et al (1975). No precipitado foi analisada a
concentracdo de carotenoides totais por método colorimétrico utilizando acetona como

solvente (Lichtenthaler e Buschmann, 2001).

A biomassa liofilizada ao final do cultivo nos fotobiorreatores foi submetida a anélise
de lipideos e a identificacdo e quantificacdo dos carotenoides. Os lipideos foram determinados
pelo método Bligh’n Dyer utilizando 1 g de biomassa liofilizada (Bligh e Dyer, 1959). A
identificacdo de carotenoides foi realizada por CLAE, através da extracdo de carotenoides
seguindo a metodologia de Mercadante, Britton e Rodriguez-Amaya (1998). O cromatdgrafo
utilizado foi 0 G1311A — DE14917573 Agilent 1100 Series com UV/Vis detector (G1314B -
DE71358944 Agilent 1100 Series). A coluna polimérica C30 de fase reversa, 250 mm x 4,6
mm i.d, 3 um, (YMC, Japéo) foi utilizada. O fluxo da fase mével foi 1 mL min*. O volume
de injecdo foi 5 puL a 33 °C. O comprimento de onda foi ajustado a 450 nm. As variagdes das
concentragfes da mistura entre agua, metanol e MTBE, assim como as demais condicdes,

foram realizadas de acordo com Zanatta e Mercadante (2007).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Cinética de producéo de etanol e liberacdo de CO2 em meio YPD

Em um primeiro momento do trabalho foram realizados cultivos de S. cerevisisae CAT-
1 em meio YPD com diferentes concentracOes de dextrose com o objetivo de determinar a
cinética de producdo de etanol e liberacdo de CO,. Como esperado, 0 aumento da

concentracdo inicial de dextrose levou a um aumento na taxa de maxima de formacéo de CO»,
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na concentracdo de etanol e na massa acumulada de CO produzido (Figura 2). Tanto no
cultivo com 20 g L de dextrose quanto no com 40 g L™ de dextrose, a maior taxa de geracéo
de CO; foi em aproximadamente 12 h de cultivo, enquanto que no com 60 g L de dextrose
foi entre 15 h e 18 h de cultivo. Em todas fermentagdes a dextrose foi totalmente consumida

até 18 h de cultivo.
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Figura 2 — Cinética de producdo de etanol por Saccharomyces cerevisiae CAT-1 em meio
YPD com concentragdo de dextrose de (m) 20 gL, (#) 40 g L™, e (a) 609 L™ (a) Curvas
de consumo de dextrose e formacdo de etanol. (b) Curvas da massa acumulada de CO:
produzido e da taxa de producgdo de CO,. Os desvio-padrdes dos dados foram 0,044 g L™ para
dextrose e 0,079 g L! para etanol.

3.2. Média dos cultivos controle e cultivos integrados com meio YPD
Os dados da liberagdo de CO2 em YPD foram utilizados para planejar fermentacoes

alcoolicas integradas com fotobiorreatores, as quais foram comparadas com um cultivo

controle, sem a utilizagéo de CO2 de fermentagdes (Figura 3).
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Figura 3 — Cinética do cultivo em fotobiorreator de Dunaliella tertiolecta, sem adi¢do de COx.
Os desvios-padrdes dos dados foram 0,25 para pH, 0,052 g L™ para biomassa, 3,1 mg L™ para
nitrogénio e 0,16 mg g* para carotenoides.

No cultivo controle observa-se uma tendéncia de alcalinizagdo do meio. O pH ficou
dentro da faixa 6tima para microalgas, iniciando em 8 e atingindo 9 em 72 h, permanecendo
com este valor até o final. Em comparacdo com o cultivo controle, todos os cultivos de
microalgas enriquecidos com CO. provenientes de fermentagcdo alcodlica em meio YPD
(Figura 4) apresentaram maior taxa de acUmulo de carbono, producdo de biomassa e
carotenoides, apresentando também um consumo mais rapido do nitrogénio presente no meio

de cultivo.

Inicialmente foram realizados cultivos com microalgas acoplando os fermentadores a
partir de 72 h de cultivo, dando tempo para uma maior formacédo de biomassa capaz de fixar o
COz liberado, evitando assim uma queda excessiva do pH (Figura 4 (YPD 30/72) e (YPD
60/72)). O pH dos cultivos de microalgas foi medido nos tempos de maior liberacdo de CO>
das fermentacOes, para observar se o pH minimo ficasse abaixo da faixa entre 6 e 9,
considerada 6tima para Dunaliella (Oren, 2005). Como o pH minimo obtido foi 7, foram
realizadas bateladas integrando os fermentadores a partir de 24 h de cultivo de microalgas
(Figuras 4 (YPD 30/24) e (YPD (10-60)/24)). O pH caiu a 6,5 em 30 h e 57 h de cultivo para
YPD 30/24 e YPD (10-60)/24 e novamente em 153 h para YPD (10-60)/24.
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Figura 4 — Cultivo de D. tertiolecta em fotobiorreator enriquecido com CO; proveniente de
YPD 30/72, YPD 60/72, YPD 30/24 e YPD (10-60)/24. As setas indicam 0s instantes em que
foram acoplados os fermentadores. Os desvios-padrdes dos dados foram 0,008 para pH, 0,014
g L para biomassa, 1,4 mg L™ para nitrogénio e 0,031 mg g* para carotenoides.

No cultivo controle, o nitrogénio foi consumido lentamente, chegando préximo a zero

no final das bateladas, ja para os cultivos acoplados com fermentacdes alcodlicas, houve uma

maior demanda de nitrogénio, devido a maior disponibilidade da fonte de carbono e maior

producdo de biomassa, caindo a zero entre 96 h e 120 h. Vérias observacdes na literatura

apontam que o0 aumento da biossintese de carotenoides esta relacionado com um desequilibrio

nutricional, particularmente falta de nitrogénio, em conjunto com outras condi¢des de estresse

como altas concentragcdes salinas, intensidade luminosa e temperatura. Essas condigOes

podem afetar negativamente o crescimento de microalgas e a producao de clorofila, mas como

resposta metabolica de protecdo ao aparato fotossintético ocorre maior producdo de

carotenoides, que pode ser observado pela mudanca da coloragdo do cultivo de verde para o

amarelo, dependendo dos carotenoides produzidos (Ben-Amotz e Avron, 1983; Berges et al.,
1996; Marin et al., 1998; Celekli e Donmez, 2006).
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A fracdo massica de carotenoides presente na biomassa caiu nas primeiras 24 h de
cultivo, com excecdo do YPD 30/72. ApOs este periodo a producdo de carotenoides
acompanhou a de biomassa com excecdo de YPD 60/72 que oscilou durante o cultivo. No
inicio do cultivo a concentracao celular é baixa, ficando o meio com luminosidade suficiente
para fotossintese. A medida que a biomassa aumenta ocorre o0 sombreamento das células e
como resposta ha maior producdo de carotenoides para manter elevada a captacdo de luz
celular. Os carotenoides acompanharam o crescimento de biomassa até o esgotamento do
nitrogénio, onde se observa a maior quantidade de carotenoides, apds ocorreu o decaimento
de carotenoides e a biomassa continuou aumentando, provavelmente pelo acimulo de lipideos

e carboidratos, chegando ao maximo entre 144 h e 168 h de cultivo.

No cultivo YPD (10-60)/24 ocorreu a maior taxa de acimulo de carbono, pois a adi¢do
gradual de CO2 acompanhou o aumento da biomassa, diminuindo a possibilidade de retorno
do CO; para atmosfera e aumentando a sua biofixagdo. Além do retorno para a atmosfera, a
biofixacdo pode ser comprometida pela alteracdo do CO: na solugdo. Quando o CO; é
dissolvido na agua, trés tipos de carbonos inorganicos podem ser formados dependendo do pH
da solucédo: predominio de moléculas de CO> ou acido carbdnico (H2COz) em pH abaixo de
4,5, predominio de HCO3 em pH 8,5, predominio de carbonato (CO3?) em pH acima de 8,5.
Geralmente, ndo ha difusdo através da membrana celular para HCO3". No entanto, com a
presenca da enzima anidrase carbOnica na superficie da célula, o HCO3 ¢é rapidamente
convertido em CO; e posteriormente transportado para dentro da célula para a assimilacao
(Lam, Lee e Mohamed, 2012; VVan Den Hende, Vervaeren e Boon, 2012).

Os maiores valores obtidos para a taxa de acimulo de carbono, biomassa e carotenoides
foram, respectivamente, de 0,0052 g L*h? 1,35gL"? e 529 mg g* no cultivo YPD (10-
60)/24. Desta forma este cultivo foi escolhido para ser reproduzido com a fermentacdo do

mosto de cerveja.
3.3. Cinética de liberagéo de CO2 em mosto de cerveja

A Figura 5 mostra a caracterizagéo da liberagdo de CO2 na fermentagéo da cerveja.



68

35 28 <
] i -
30 / L2g =
- £
- 1 u r i
O 254 - 120 O
& ] ] L (@]
- m /Ry ©
8 20 - L16 ©
= | L . | o
£ a IS«
3 154 o / 12 S
mN ! u I g
Q 104 . / Log &
o | )]
| . L] O
m 5 n _/ 0,4 g
! 1 . w I -
0 L e A B s S s s s B s s s B 0,0
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 ‘30 33 36 39 W
Tempo (h) ‘

Figura 5 — Curvas da massa acumulada de CO> produzido e da taxa de produgédo de CO> ao
longo da fermentacéo alcodlica em mosto de cerveja. O desvio-padrdo médio foi de 0,83 g L
de CO2 acumulado.

Foram liberados 33,4 g L de CO; e a maior taxa de producdo de CO; foi 1,76 g L* h!
em 27 h de fermentacéo. Estes valores ficaram proximos aos da fermentacdo com 60 g Lt de
dextrose (27,4 g L de CO, € 2,47 g Lt h'l). A fermentacéo da cerveja cessou entre 30 h e 36
h, sendo mais lenta que a fermentacdo em YPD. Este fator fez com que o primeiro
fermentador fosse integrado ao fotobiorreator no inicio do cultivo de microalgas (tempo 0 h)
ao invés de ap6s 24 h de cultivo, e que cada fermentador permanecesse acoplado durante 48
h. Para reproduzir a liberagédo crescente de CO> que foi obtida variando-se a concentragédo de
glicose no cultivo YPD (10-60)/24, na fermentacdo da cerveja variou-se o volume de mosto a
ser fermentado em cada 24 h. O volume inicial de mosto de 257 mL foi calculado para uma
liberagdo de CO- similar a fermentagio com 10 g L de dextrose. Pode-se observar na Figura
6 os resultados dos cultivos com CO2 da fermentagéo da cerveja.
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Figura 6 — Cultivo de D. tertiolecta em fotobiorreator enriquecido com CO; proveniente de
fermentacdo de mosto da cerveja. As setas indicam os instantes em que foram acoplados os
fermentadores. Os desvios-padrdes dos dados foram 0,049 g L™ para biomassa, 3,1 mg L*
para nitrogénio, 0,17 mg g* para carotenoides e o pH n&o apresentou desvio.

Como os fermentadores foram acoplados a cada 24 h e a fermentacdo de cada reator

durou entre 30 h e 36 h, sempre houve CO> de fermentacdo disponivel até 156 h de cultivo e 0

pH se manteve em 7 neste intervalo. O nitrogénio foi consumido de forma mais lenta do que

no cultivo YPD (10-60)/24, sendo esgotado em 168 h de cultivo. A maior taxa de acumulo de
carbono foi de 0,0039 g L™ h* ficando abaixo do valor de YPD (10-60)/24 (0,0052 g L hh).

3.5. Comparagdes entre os cultivos

A Figura 7 mostra as produtividades para biomassa e carotenoides nos cultivos.
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Figura 7 — Produtividades de (a) biomassa (desvio-padrdo 0,013 g L™t d!) e (b) carotenoides
(desvio-padrdo 0,054 g L* d) nos cultivos (<) Controle, (m) YPD 30/72, (¢) YPD 60/72, (¥)
YPD 30/24, (a)YPD (10-60)/24 e () Cerveja.

Produtividade de cacrotenoides (mg L™ d™)

As maiores produtividades de biomassa e carotenoides ocorreram entre 96 h e 144 h de
cultivo. Os maiores valores de produtividade, biomassa e velocidade especifica de
crescimento dos diferentes cultivos de microalgas estdo na Tabela 3. J& os maiores valores
para concentracdo carotenoides no meio de cultivo, produtividade de carotenoides e lipideos

estdo na Tabela 4.

Tabela 3 — Resultados de biomassa (X), produtividade de biomassa (Qx) e velocidade
especifica maxima de crescimento (umax) para os cultivos de D. tertiolecta

Cultura X(gL?) Qx (gLtd? pmax (d1)
Controle 0,66 +0,07°  0,11+0,002° 0,31 +0,018¢
YPD 30/72 1,10+ 0,012 0,16 + 0,006® 0,49 + 0,064
YPD 60/72 1,23+0,01* 0,18 +£0,008® 0,44 + 0,019%
YPD 30/24 1,20+0,16 0,16 + 0,016 0,38 + 0,004
YPD (10-60)/24 1,35+0,11*  0,22+0,019* 0,39 + 0,016«
Cerveja 1,10 +0,05* 0,18 +0,011* 0,58 + 0,056

Letras iguais na mesma coluna mostram resultados sem diferenca significativa entre si pelo teste de Tukey com
nivel de significancia de 5 %.

Todos cultivos com CO> de fermentacdo alcodlica mostraram diferenga significativa na
biomassa quando comparados ao controle, produzindo praticamente o dobro, porém néo
apresentaram diferenca entre si. A maior produtividade foi obtida no cultivo YPD (10-60)/24
mostrando que a quantidade e a forma que o CO- e distribuido influencia no cultivo, sendo a
unica com diferenca em relacdo ao controle. Dentre as culturas com fermentac&o alcoodlica, o
cultivo acoplado com a fermentagdo do mosto de cerveja foi o Unico que teve CO2 disponivel
ininterruptamente e pH estavel em 7 durante a maior parte do tempo e consequentemente foi o

gue apresentou a maior velocidade especifica de crescimento, seguida pelas culturas com
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YPD iniciando a fermentacdo em 72 h, porém sem diferencas significativas. O cultivo

controle apresentou a menor velocidade especifica de crescimento.

Rosenberg et al. (2011) estudaram o cultivo de Chlorella vulgaris em lagoas raceway
recebendo CO: de biorrefinarias de etanol e estimaram uma produtividade de 20 g m2 d*
considerada alta para sistemas abertos. J& Arthrospira platensis foi cultivada em
fotobiorreatores tubulares, em bateladas alimentadas, utilizando ureia como fonte de
nitrogénio e CO; de fermentacéo alcoolica do mosto de melago de cana de agUcar, neste caso,
a biomassa maxima obtida foi de 2960 + 35 g m™ e a produtividade 425 + 5,9 g m? d*
(Bezerra et al., 2013).

Tabela 4 — Resultados de concentracdo de carotenoides totais (C), produtividade de
carotenoides (Qc) e lipideos para os cultivos de D. tertiolecta

Cultura C (mg g?) Qc(mgL1d?')  Lipideos (%, gg?)
Controle 3,89 + 0,342 0,40 + 0,067° 8,6+0,5
YPD 30/72 3,98 + 0,392 0,61 + 0,058 11,6 + 0,8
YPD 60/72 4,05 + 0,622 0,67 + 0,095% 13,7 £ 0,28
YPD 30/24 4,88 + 0,142 0,76 + 0,0472 13,5+ 0,82
YPD (10-60)/24 5,29 + 0,672 0,83 + 0,0372 14,0 + 0,5
Cerveja 4,74 +0,59? 0,86 + 0,059? 13,5 + 0,42

Letras iguais na mesma coluna mostram resultados sem diferenca significativa entre si pelo teste de Tukey com
nivel de significancia de 5 %.

O cultivo YPD (10-60)/24 apresentou maior quantidade carotenoides por células, porém
sem diferenca significativa entre os cultivos. Observa-se uma tendéncia a maior producéo de
carotenoides em cultivos com CO- de fermentacdo alcodlica. A produtividade de carotenoides
no meio de cultivo praticamente dobrou em culturas que iniciaram a fermentacdo em 24 h,
assim como no cultivo com cerveja, se comparados com o controle. Também foi maior a
producdo de lipidios em cultivos com o CO, de fermentacdes alcoolicas, com tendéncia a
maior formacdo em cultivos com maior injecdo de CO,. Para a producdo de lipideos,
Muradyan et al. (2004) cultivaram a Dunaliella salina em bateladas sob altas concentragdes
de CO2. Em condicdes naturais, no ar atmosférico, estdo presentes cerca de 0,03 % de COy, ja
para condicdes Otimas para cultivos de microalgas sdo necessarios de 2 % a 5 %, 0s autores
utilizaram 10 % e obtiveram 133,1 mg g* de peso seco para lipideos, sendo boa parte desta
quantidade representada pelos édmegas 3, 6 e 9 benéficos a salde. Este valor ficou acima do
obtido pelos autores utilizando 2 % de CO2 e séo similares aos encontrados no presente

trabalho com CO; de fermentagdes alcodlicas.
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A Figura 8 demonstra um exemplo da caracterizacdo dos carotenoides na biomassa de
D. tertiolecta. O maior pico encontrado foi de luteina seguido pelo de B-caroteno, zeaxantina

e a-caroteno.
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Figura 8 — Cromatograma dos carotenoides extraidos de microalgas do cultivo com CO; de
mosto de cerveja. Os picos numerados indicam (1) luteina, (2) zeaxantina, (3) a-caroteno e (4)
[-caroteno.

Na Tabela 5 estdo as quantidades de carotenoides obtidas nos diferentes cultivos.

Tabela 5 — Carotenoides identificados em D. tertiolecta (mg g*) submetida a diferentes
condicdes de cultivo quanto a disponibilidade de CO>

Cultura Luteina p-caroteno  Zeaxantina a-caroteno Outros

Controle 1,88+0,33° 0,78+0,07° 0,37+0,03* 0,036+0,003° 0,81+0,072
YPD 30/72 1,83+0,26® 0,89 +0,09° 0,34+0,03* 0,043 +0,004* 0,88 +0,09°
YPD 60/72 1,94 +0,42% 0,86+0,13® 0,41+0,06° 0,033 +0,005° 0,80+ 0,12
YPD 30/24 2,13+0,09% 1,18+0,03® 0,42+0,01*° 0,064 +0,002* 1,09 + 0,03
YPD (10-60)/24 2,61 +0,47° 1,34+0,17* 0,555+0,07* 0,062 +0,008° 0,73 + 0,09
Cerveja 2,14 +0,38% 1,02+0,13®® 0,45+0,06° 0,059 +0,007% 1,07 +0,13?

Proporcéo 46,7+20% 225+16% 950+0,66% 1,10+0,16% 20,2+28%

Letras iguais na mesma coluna mostram resultados sem diferenca significativa entre si pelo teste de Tukey com
nivel de significancia de 5 %.

N&o ocorreu diferenga significativa entre as culturas na propor¢do de carotenoides,
sendo obtido o dobro de luteina em relacdo ao B-caroteno. Observa-se uma tendéncia de
maior producdo de luteina, B-caroteno e a-caroteno nos cultivos com CO; de fermentacédo
alcoolica. A condigdo YPD (10-60)/24 apresentou diferenca significativa para luteina e f-
caroteno se comparada ao controle. Fu et al. (2013) estudaram o aumento da biossintese de
carotenoides em Dunaliella salina com diodos emissores de luz e evolugdo adaptativa em

laboratdrio, na condigdo de estresse pela luminosidade combinada LED vermelho e azul, em
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fotobiorreator tubular do tipo coluna de bolhas alimentado com 90 mL min de ar, sendo 2,5
% de CO>. Os autores obtiveram aproximadamente 1,6 % de carotenoides em peso seco de
células divididos em aproximadamente 0,8 % de luteina, 0,75 % de B-caroteno e o restante
representado por licopeno e zeaxantina. A Dunaliella salina também foi cultivada por Garcia-
Gonzalez et al. (2005) com 50 L ht de ar e 1 % (volume) de CO,. O pH se manteve em 7,5 +
0,5 em fotobiorreatores tubulares do tipo airlift com luminosidade solar e regime semi-
continuo. Os autores alcangaram uma produtividade de 102,5 + 33,1 mg m? d* para
carotenoides totais, aproximadamente 20 mg L™ de B-caroteno e 19 mg L™ de luteina. Em
ambos os trabalhos a proporgdo entre (3-caroteno e luteina foi similar, diferentemente do
presente trabalho no qual a luteina ocorreu em maior concentragdo. No trabalho de Fu et al.
(2013), observa-se alteracdo das quantidades e da proporcdo entre os carotenoides com a
mudanca da quantidade e da qualidade da luminosidade. Ahmed et al. (2014) determinaram o
perfil de carotenoides para diversas amostras de microalgas, essas foram cultivadas em
frascos de 250 mL com meio F/2, ao final da fase exponencial de crescimento retiraram e
trataram amostras para analise em CLAE. Os autores encontram maiores proporcdes de
luteina do que de B-caroteno para D. salina (65.2 %) e D. tertiolecta (21,8 % e 13,3 % de
luteina epoxidada), diferentemente dos trabalhos anteriores e de forma similar ao presente
trabalho.

4. CONCLUSOES

O cultivo integrado entre fermentaces do mosto de cerveja e fotobiorreatores se
mostrou uma boa alternativa para a industria alimenticia e para 0 meio ambiente, uma vez que
0 CO. desprendido pela fermentacdo € reciclado pelas microalgas, aumentando a sua
biomassa e a sua produtividade, reduzindo custos e gerando mais produtos como carotenoides
naturais e lipideos. Os resultados deste trabalho demonstraram que a biomassa e os lipideos
praticamente duplicaram com a utilizacdo do CO, proveniente da fermentacdo do mosto de
cerveja em relacdo ao cultivo com CO2 atmosférico, além de mostrar uma tendéncia a maior
producdo de carotenoides por células. Os resultados também mostraram a importancia da
distribuicdo progressiva deste CO2 ao longo do cultivo e que a proporcao de carotenoides néo

é modificada significativamente com a alteragdo de CO> injetado.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A biofixacdo do CO> de fermentacGes alcodlicas por microalga é uma boa alternativa
para industria de alimentos, pois aumenta a producédo, de forma sustentavel, de carotenoides
naturais e lipideos de alto valor agregado, aléem de reduzir custos por reciclar a matéria-prima
mais cara para produgdo de microalgas, o CO.. Os resultados deste trabalho demonstraram
que a biomassa e os lipideos praticamente duplicaram com a utilizagdo do CO2 proveniente da
fermentagdo do mosto de cerveja em relacdo ao cultivo com CO, atmosférico, além de
mostrar uma tendéncia a maior producdo de carotenoides por células. Os resultados também
mostraram a importancia da distribuicdo progressiva deste CO2 ao longo do cultivo e que a
propor¢do de carotenoides ndo € modificada significativamente com a alteracdo de CO:
injetado.

Como perspectivas futuras, tem-se o planejamento de novos cultivos, variando o
volume de mosto de cerveja em quantidades diferentes das utilizadas até o momento, para
otimizar ainda mais o processo. Outro estudo a ser realizado é a influéncia do nitrogénio para
a producdo de carotenoides, para isso serdo realizados cultivos com diferentes concentragdes
de nitrato, além de realizar a caracterizacdo dos lipideos produzidos e estudar maneiras de
aumentar a biofixagdo do CO2 como, por exemplo, utilizar enzimas no cultivo. Planeja-se,
também, utilizar o sistema integrado para cultivos semi-continuos de microalgas e estudar a

sua produtividade.
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ANEXO

Possiveis impurezas no CO. na fermentacdo alcodlica (Swiegers et al., 2005, apud Alcoholic
Fermentation, 2010)

Fermentation byproduct

Characteristic odor description

Acetic acid

Acetone

Acetoin

Aldehydes (various)
Butanediol

Butyric acid

Carbonyl sulfide
Diacetyl

Dimethyl sulfide

Diethy!| sulfide

Dimethyl disulfide
Diethy| disulfide

Ethanal (acetaldehyde)
Esters {various)

Ethyl mercaptan, ethanethiol
Formic acid

Fumaric acid

Glycerol

Higher alcohols (various)
Hydrogen sulfide
2-Mercaptoethanol
Methionol

Methyl mercaptan, methanethiol
Propionic acid

Sour, vinegary

MNail varnish

Buttery, creamy

Buttery, fruity, nutty

Sweet, sickly

Rancid butter

Ether, chemical

Buttery, cloying

Quince, truffle, stagnant water
Ether, pungent

Quince, asparagus, garlic

Garlic, rubber

Sherry-like, bruised apple, oxidized, unpleasant
Fruity, floral

Onion, garlic

Tart, pungent

Smoky, pungent

Mouthfeel, sweetness

Pleasant floral— sickly fusel aromas
Rotten egg

Burnt rubber

Cooked cabbage, potato
Stagnant water, canned vegetable
Cabbage, rancid




