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RESUMO - O presente trabalho tem como objetivo avaliar o crescimento da
microalga (MA) Dunaliella tertiolecta pela biofixacdo do CO, liberado pela
producdo de cerveja, determinando futuramente os carotenoides naturais
produzidos. 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 fermentacdes. Inicialmente se fez
fermentacdes com meio Yeast Peptone Dextrose (YPD) em fermentadores de 2 L
sendo acoplados a cada 24 h ao fotobiorreatores em 4 condi¢6es distintas, sendo o
Gltimo fermentador colocado sempre em 144 h de cultivo de MA: 30 g L™ de
dextrose a partir de 72 h do de cultivo de MA, 60 g L™ de dextrose a partir de 72 h
de cultivo de MA, 30 g L™ de dextrose a partir de 24 h de cultivo de MA e
variando a concentracdo de (10 & 60) g L™ de dextrose a partir de 24 h de cultivo
de MA (YPD (10 a 60)gL™ / 24 h). Os maiores valores de biomassa e
produtividade foram obtidos na condicdo YPD (10 & 60) g L™ / 24 h sendo,
respectivamente, 1,35 + 0,112 gL™ e 0,22 + 0,019 g L™ d™. Para reproduzir a
condicdo YPD (10 & 60) g L™/ 24 h com a cerveja, foram colocados volumes
diferentes de mosto diariamente integrados ao cultivo com MA e os valores
obtidos foram menores, 1,10 + 0,048 gL™ de biomassa, sem diferenca
significativa com YPD (10 & 60) gL'/ 24 h e 0,18 + 0,011gL™ d* de
produtividade, com diferenca significativa através do teste Tukey.

1. INTRODUCAO

A emissdo de gases do efeito estufa continua crescendo, chegando ao méaximo ja
registrado em 2010. O dioxido de carbono (CO;) 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, hd um
crescimento na producdo de biocombustiveis acompanhado a regulamentos mais restritivos
quanto a liberacao do seu CO, para a atmosfera. Com a sua captura, pode-se obter um balanco
negativo de CO, na atmosfera (Mollersten et al., 2003; Kheshgi and Prince,2005 apud Xu,
Isom e Hanna, 2010). Ja a bebida alcoolica mais consumida no mundo, a cerveja, contribui
com uma quantidade significativa de CO, se comparada aos biocombustiveis, conforme
mostra a Tabela 1, e 0 seu percentual de pureza chega a 99 % (Xu, Isom e Hanna, 2010),
muito mais elevado do que o CO, de combustiveis fosseis, permitindo a sua utilizacdo na
producdo de alimentos, por exemplo.
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Tabela 1 - Comparacdo de CO; liberado anualmente no mundo por fermentag6es alcodlicas e
pelos combustiveis fosseis

Produc&o Ano Produto (10° L ano™) CO, liberado (Mt* ano™)
Biocombustivel 2009 65,6 49,8"

Cerveja 2010 185° 140°
Combustiveis fosseis 2009 - 31900°

#Milhdes de toneladas métricas.

®Renewable Fuels Associate, 2009, apud Xu, Isom e Hanna, 2010.

*BMG (2011).

® Estimativa através do calculo comparativo com os valores de biocombustivel (°), considerando liberagdo de
CO, equivalentes para as fermentacOes alcodlicas.

dAgence 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 utilizagdo de microalgas (MA) para
biofixacdo de CO, surge como uma alternativa ambientalmente efetiva para a diminuicdo
deste gas na atmosfera, uma vez que é utilizado, através de reagdes 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
suplemento alimentar (Dewapriya e Kim, 2014 e Hosseini Tafreshi e Shariati, 2009).

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o crescimento da MA Dunaliella
tertiolecta pela biofixacdo de CO, produzido por dois tipos de fermentacdo alcodlica, a
sintética em meio Yeast Peptone Dextrose (YPD) e a para producdo de cerveja, determinando
futuramente os pigmentos naturais produzidos. Dentre as vantagens da utilizacdo deste
sistema esté a reducdo de custo pela utilizagdo de um CO, de alta pureza da fermentacdo sem
a necessidade de armazenamento e beneficiamento deste gas, ao passo que 40 % do valor das
matérias-primas utilizadas para cultivo de microalgas estdo na utilizacdo de CO, comprimido
(Molina Grima et al., 2003), agregando valor ao CO, liberado pela cerveja como, por
exemplo, utilizando as MA produzidas na prdpria cerveja: “A super nutritious and healthy
beer” (Chacon-Lee e Gonzélez-Marifio, 2010).

2. MATERIAIS E METODOS

Para determinacdo da taxa de geracdo de CO, e da conversdo de dextrose em etanol
(Ypse), foram realizadas fermentacdes em duplicatas de (20, 40 e 60) g L™ de dextrose em
Erlenmeyers de 50 mL. A levedura utilizada foi a Saccharomyces cerevisiae CAT-1 do banco
de leveduras do Laboratorio de Biotecnologia (Bioteclab) do ICTA, sendo inoculada a 10 %
(v vY). As concentracdes de YPD utilizadas foram de 10 g L™ de extrato de levedura
(Himedia), 20 g L™ de peptona bacteriolégica (Himedia) e a concentracdo de dextrose
(Nuclear) variou de acordo com os ensaios realizados. Os cultivos foram mantidos em camara
incubadora refrigerada com agitacdo orbital (Marconi MA-830) a 28 °C, 180 rpm e 24 h.
Foram retiradas amostras a cada 3 h para determinar concentra¢des de etanol e agucares em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Através dos resultados da concentracédo de
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etanol fez-se a conversdo por estequiometria para CO, acumulado e geraram-se curvas de CO,
cumulado pelo tempo através de polindmios de grau 3. Essas curvas foram derivadas
resultando em curvas de taxa de geracdo de CO, pelo tempo. A partir desses valores foi
possivel o planejamento e execugdo de fermentagdes integradas com fotobiorreatores. Os
fermentadores utilizados foram de 2 L com camisa externa para troca térmica, mantidos a 28
°C, sendo posicionados acima dos fotobiorreatores e a saida de CO, do fermentador foi
conectada ao fundo dos fotobiorreatores.

A Dunaliella tertiolecta, mantida pelo banco de algas do laboratério 117 do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, foi inoculada a 10 % (em volume) em fotobiorreatores
tipo placa e airlift, com volume util de 2,4 L, providos de camisa interna mantida a 28 °C, o
meio de cultivo utilizado foi o Guillard “f1/2” (Guillard, 1975) modificado com aumento de
salinidade e concentracdo de nitrogénio (Da Fré, 2011), a iluminacdo foi realizada através de
lampadas eletronicas de 30 W gerando uma luminosidade de 18,0 kix e a aeracdo com vazdo
de 1 L min™ de ar comprimido filtrado.

Os seguintes experimentos em duplicatas foram realizados: em 72 h de cultivo de MA
foi acoplado o primeiro fermentador com 2 L de YPD e 30 g L™ de dextrose, ap6s 24 h de
cultivo foi retirado e colocado um novo com a mesma concentracdo. Este procedimento se
repetiu até 144 h (YPD 30 g L™/ 72 h); o mesmo procedimento foi realizado com 60 g L™ de
dextrose (YPD 60gL™ / 72 h); em 24 h de cultivo de MA foi acoplado o primeiro
fermentador com 2 L de YPD e 30 g L™ de dextrose, apés 24 h de cultivo foi retirado e
colocado um novo com a mesma concentragdo. Este procedimento se repetiu até 144 h (YPD
30 g L™/ 24 h); em 24 h de cultivo de MA foi acoplado o primeiro fermentador com 2 L de
YPD e 10 g L™ de dextrose, apés 24 h de cultivo foi retirado e colocado um novo aumentando
a concentragdo em 10 g L™ de dextrose em relagdo ao anterior . Este procedimento se repetiu
até 60 g L™ de dextrose em 144 h (YPD (10 2 60) g L™/ 24 h).

Para as fermentagcbes 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. Fermentacfes foram
realizadas em duplicatas e amostras foram retiradas a cada 3 h para determinar concentragoes
de etanol em CLAE possibilitando a obtencdo do CO, acumulado e da taxa de geracdo de
CO,, assim como no realizado com YPD. Para as fermentagdes integradas com
fotobiorreatores e para que a concentracdo de CO, liberada fosse similar a liberada pela
fermentacdo YPD (10 & 60) g L™/ 24 h, fez-se a variacdo do volume de mosto de cerveja
equivalente calculado através do Ype obtido: no inicio do cultivo de MA foi acoplado o
primeiro fermentador com 257 mL de mosto de cerveja. Ap6s 24 h de cultivo foi adicionado o
segundo, aumentando o volume em 257 mL de mosto em relagdo ao anterior. Este
procedimento se repetiu até 144 h.

O crescimento da Dunaliella tertiolecta foi acompanhado a cada 24 h, com
espectrofotdbmetro Amersham Biosciences modelo Ultrospec 3100 Pro, atraves da densidade
otica (750 nm) de amostras em duplicatas retiradas diretamente do fotobiorreator (Lourenco,
2006). As leituras de pH foram realizadas atraves de fita de pH Alkalit® da marca Merck e a
intensidade luminosa foi monitorada através de luximetro digital MS6610 da Akson. O
consumo de nitrogénio foi acompanhado diariamente por método colorimétrico, com
espectrofotdbmetro Amersham Biosciences modelo Ultrospec 3100 Pro, através da densidade
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Otica (410 nm) de amostras em duplicatas retiradas do fotobiorreator de acordo com Cataldo
et al. (1975), adaptado. Todas as concentracdes de acUcar e etanol foram determinadas por
CLAE através do equipamento Shimadzu, empregando-se coluna Bio-Rad Aminex HPX-87H
a 45 °C, utilizando H,SO,4 (Nuclear) como eluente, com fluxo de 0,6 mL min™ e detector por
indice de refracdo. O volume de amostra injetada foi de 20 pL. As amostras foram
previamente centrifugadas, diluidas e filtradas por filtro “Step-Pack” C18 (Milipore).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Para verificar os instantes em que ocorreu maior liberagdo de CO,, quantificar o CO, e
observar o término das fermentacdes foi tracado o perfil de producdo de etanol em YPD
conforme mostra a Figura 1.
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Figura 1 — (A) Curvas de consumo de dextrose e formacéo de etanol pela Saccharomyces
cerevisiae CAT-1 em meio YPD. (B) Curvas da massa de CO, acumulado por unidade de
volume de meio fermentativo e da taxa de producdo de CO, ao longo das fermentacdes com
YPD. As linhas sélidas representam o eixo esquerdo da ordenada e as tracejadas representam
o direito. (m), (@) e (a) representam, respectivamente, (20, 40 e 60) g L™ de dextrose.
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Com 20 g L™ de dextrose, foram liberados 14,3 g L™ de CO, e a maior taxa de geracio
de CO, foi 1,15 g L'* h™ no tempo 12 h de cultivo. Com 40 g L™ de dextrose, foram liberados
18,2 g L™ de CO, com taxa de geracdo de CO; foi 1,64 g L h* em 12 h de cultivo; com
60 g L de dextrose, foram liberados 27,0 g L™ de CO, e a maior taxa de geracdo de CO, foi
2,059 L"h™ em 15 h de cultivo. Estes dados foram utilizados para planejar fermentages
alcoolicas integradas com fotobiorreatores, as quais foram comparadas com cultivos controle,
sem a utilizagdo de CO, de fermentagGes (Figura 2).

Inicialmente foram realizados cultivos com MA colocando os fermentadores em 72 h de
cultivo, dando tempo para uma maior formagdo de biomassa capaz de fixar o CO; liberado e
para o pH ndo baixar da faixa 6tima (Figura 3 (A) e (B)). O pH dos cultivos de MA foi
acompanhado para observar se 0 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 em 24 h de cultivo de MA (Figuras 3 (C) e (D)). O pH
caiu & 6,5 em 30 h e 57 h de cultivo para YPD 30 g L™/ 24 he YPD (10a60) gL/ 24 he
novamente em 153 h para YPD (10 4 60) g L™/ 24 h.
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Figura 2 — Curvas das médias dos cultivos controle de Dunaliella tertiolecta, sem CO, de
fermentacao.
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Figura 3 — Curvas do cultivo de D. tertiolecta com CO, de (A) YPD 30 g L*/ 72 h, (B) YPD
60gL™*/72h, (C)YPD30gL"/24he (D) YPD (10460) g L™/24h. As setas demonstram
0s instantes em que foram acoplados os fermentadores.
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A quantidade de nitrogénio foi suficiente para os cultivos controle, chegando préximo a
zero no final das bateladas, ja para os cultivos com YPD houve uma maior demanda, pela
maior disponibilidade da fonte de carbono e maior producéo de biomassa, caindo a zero entre
96 h e 120 h. Com nitrogénio em abundancia no meio ha uma tendéncia ao aumento de
proteinas e clorofilas nas células, com quantidades baixas verifica-se a diminuicao da taxa de
divisdo celular, proteinas e clorofilas, ja os carotenoides e polissacarideos podem aumentar
(Lourenco, 2006).

Os maiores valores obtidos para a taxa de acimulo de carbono e para biomassa foram,
respectivamente, de 0,0052 g L h? e 1,35 g L™ no cultivo YPD (10 & 60) g L™/ 24 h. Para
reproduzir esta condi¢do substituindo o YPD pelo mosto de cerveja, fez-se inicialmente o
experimento durante a fermentacdo da cerveja para verificar o instante em gque ocorreu maior
liberagdo de CO,, quantificar o CO, e observar o término das fermenta¢des, com as mesmas
observacgoes sobre o pH feitas nos cultivos com YPD (Figura 4).
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Figura 4 — Curvas da massa de CO, acumulado por unidade de volume do mosto de cerveja e

da taxa de producéo de CO, ao longo da fermentacao.
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Foram liberados 33,4 g L™ de CO, e a maior taxa de geracdo de CO, foi 1,76 g L™ h™
em 27 h de fermentacdo. Estes valores ficaram préximos aos da fermentacido com 60 g L™ de
dextrose. A fermentacdo cessou entre 30 h e 36 h, sendo mais lenta que a fermentagcdo com
YPD, esse fator fez com que o primeiro fermentador fosse integrado ao fotobiorreator no
inicio do cultivo de MA com um volume inicial de mosto de 257 mL calculado através da
comparagéo com 10 g L™ de dextrose e com Ypse de 0,44 + 0,04. Pode-se observar na Figura 5
os resultados dos cultivos com CO, da fermentacdo da cerveja. 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 o0 pH se manteve em 7 neste intervalo.
O nitrogénio foi consumido de forma mais lenta que em YPD (10 & 60) g L/ 24 h sendo
esgotado em 168 h de cultivo. A maior taxa de acimulo de carbono foi de 0,0039 g L™ h™
ficando abaixo do valor de YPD (10 & 60) g L™/ 24 h. Os valores de biomassa, produtividade
e velocidade especifica de crescimento dos diferentes cultivos de MA estdo mostrados na
Tabela 2. Todos cultivos com CO, de fermentacao alcoolica mostraram diferenca significativa
na biomassa quando comparados com o controle, produzindo praticamente o dobro de
biomassa, porém ndo apresentaram diferenca entre si. A maior produtividade foi obtida no
cultivo YPD (10 & 60) g L™ / 24 h. Para a velocidade especifica de crescimento, o maior valor
foi o da cultura com CO; de cerveja seguida pelas culturas com YPD iniciando a fermentacéo
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em 72 h, porém sem diferencas significativas. O cultivo controle (sem CO,) apresentou a
menor velocidade especifica de crescimento.
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Figura 5 — Curvas do cultivo com CO, de fermentacdo do mosto da cerveja. As setas
demonstram os instantes em que foram acoplados os fermentadores.

Tabela 2 — 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 (gL™"d") Hmax ()
Controle 0,66 + 0,066 0,11 +0,002% 0,31 + 0,018
YPD30gL?*/72h 1,10 + 0,006° 0,16 + 0,006 0,49 + 0,064
YPD60gL?/72h 1,23 +0,009" 0,18 + 0,008 0,44 +0,019%
YPD30gL"/24h 1,20 +0,162° 0,16 + 0,016 0,38 + 0,004
YPD (10 460) g L™ /24 h 1,35+0,112" 0,22 +0,019" 0,39 + 0,016
Cerveja 1,10 +0,048° 0,18 +0,011° 0,58 + 0,056

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

Rosenberg et al. (2011) projetaram o cultivo de Chlorella vulgaris em lagoas ranceway
recebendo CO, de biorefinarias de etanol e estimaram uma produtividade de 20 g m? d™
considerada alta para sistemas abertos. 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 fermentacdo alcodlica do mosto de melaco de cana de agucar, a
biomassa maxima obtida foi de 2960 + 35 g m™ e a produtividade 425 + 5,9 g m= d™.

4. CONCLUSOES

O cultivo integrado entre fermentacdes do mosto de cerveja e fotobiorretores se mostrou
uma boa alternativa para a inddstria alimenticia e para 0 meio ambiente. Uma vez que o CO,
desprendido pela fermentacédo é reciclado pelas microalgas, aumentando a sua biomassa e a
sua produtividade, reduzindo custos e podendo gerar mais produtos como os carotenoides

Area temética: Processos Biotecnoldgicos 7
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naturais. Os resultados deste trabalho demonstraram que esta biomassa (1,10 gL™) e esta
produtividade (0,18 g L™ d™) praticamente duplicaram em relagdo ao cultivo com CO
atmosférico.
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