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RESUMO

VIEIRA, Daniele Biajoli., M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2011.
Cultivo de chlorella sp. em fotobiorreator suplementado com gas de
incineracdo de residuos soélidos perigosos e avaliagdo de sequestro de
diéxido de carbono para producdo de biomassa. Orientador: Marcio Arédes
Martins. Co-orientadores: Jane Sélia dos Reis Coimbra e Rosane Maria de Aguiar
Euclydes.

O sequestro de gases causadores de aquecimento global tem sido pauta
de inumeros projetos em que organismos fotossintetizantes absorvem diéxido de
carbono e transformam-no em biomassa. Microalgas possuem aparato
fotossintético para desempenhar este sequestro. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o potencial de Chlorella sp. no sequestro de emissdes atmosféricas
originadas em incinerador de residuos. O gas de incineragdo foi tratado em
sistema composto por resfriador, ciclone, lavador Venturi € um removedor de
névoas. Os efluentes langados nao ultrapassaram os limites permitidos pela
Resolugadgo CONAMA 316 de 2002 na maior parte do tempo. Em trés
fotobiorreatores as microalgas foram cultivadas com gas de incineracdo e em
outros trés com CO, puro, para avaliar a diferenca dos tratamentos. O sequestro
de CO; foi mensurado por meio da quantificacdo de biomassa. Curvas de
crescimento foram elaboradas por meio da quantificagdo da biomassa, contagem
de células, clorofila-a, clorofila-b e clorofila-a+b. Os resultados obtidos para
biomassa em g L™ foram 0,4307 + 0,07 para tratamento na presenca do gas de
incineracao e 0,4889 * 0,09 para CO; puro. O sequestro de didéxido de carbono foi
(0,8971 + 0,16) g L e (0,7904 + 0,12) g L™ para cultivos com CO, puro e de
incineragéo, respectivamente. A taxa de crescimento obtida foi de (0,0918 %
0,001) d”' e (0,0982 + 0,003) d”' para CO. do residuo e puro, respectivamente. A
contagem de células remete a valores da ordem de (7,9 x 10° e 9,8 x 10°) células
mL", para cultivos com CO, de incineragdo e puro, respectivamente. Para
clorofila-a o cultivo com CO, de incineragdo registraram valores de (2,3 x 10* e
5,9 x 10”°) pg célula™, enquanto para CO, puro os valores variaram entre (2,6 e
1,2) x 10* pg célula”. Resultados de (8,57 e 9,26) x 10° pg célula” foram

encontrados para clorofila-b em cultivo com CO, de residuo e puro,
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respectivamente. Para clorofila-a+b os resultados foram (2,44 e 2,78) x 10 pg
célula™ para tratamento com CO, de residuo e puro, respectivamente. Os dados
foram avaliados ao nivel de 5 % de probabilidade e ndo houve diferencga
estatistica entre os tratamentos para nenhuma analise. Desta maneira, as
microalgas cultivadas com gas de incineragdo mostraram ser resistentes e
apresentaram crescimento similar aos cultivos com CO; puro. Adicionalmente
avaliou-se a producao de lipideos pelo cultivo. Foi feita uma comparacao entre o
teor de lipideos no indculo cultivado em meio Watanabe e os cultivos do
experimento, cultivados em meio Watanabe com baixo teor de nitrogénio. O
in6culo apresentou teor de lipideo de 16,17 %. Os resultados para o meio com
baixo teor de nitrogénio foram (16,60 + 2,85) % e (18,07 £ 0,67) % para gas de
incineragéo e CO; puro, respectivamente. Estatisticamente, ao nivel de 5 % de
probabilidade, os tratamentos nao diferiram entre si. Desta forma, este estudo
pode fornecer subsidio a construcdo de fotobiorreatores em escala plena para o
sequestro de emissdes de incineradores industriais. Adicionalmente o uso de
microalgas para produgao de biocombustiveis pode ser mais uma alternativa

lucrativa ao empreendimento.
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ABSTRACT

VIEIRA, Danielle Biajoli., M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, june de 2011.
Chlorella sp. growing in photobioreactors supplemented with gas from
hazardous waste incinerator and potential for carbon dioxide sequestration
and biomass production. Adviser. Marcio Arédes Martins. Co-advisers: Jane
Sélia dos Reis Coimbra and Rosane Maria de Aguiar Euclydes.

The sequestration of gases that cause global warming has been discussed
in various projects in which photosynthetic organisms absorb carbon dioxide and
transform it into biomass. Microalgae have photosynthetic apparatus to carry out
this sequestration. The aim of this study was to evaluate the potential of Chlorella
sp. the sequestration of atmospheric emissions originating from waste incinerator.
The incineration gas was treated in a system composed of cooler, cyclone, venturi
scrubber and a haze remover. The effluents did not exceed the limits allowed by
CONAMA Resolution 316 of 2002 most of the time. In three photobioreactors
microalgae were grown with gas incineration and other three with pure CO, to
evaluate the difference in the treatments. The sequestration of CO, was measured
by biomass. Growth curves were prepared by quantifying the biomass, cell counts,
chlorophyll-a, chlorophyll-b and chlorophyll-a+b. The results obtained for biomass
in g L™ were 0,07 + 0,4307 for treatment of gas combustion and 0,4889 + 0,09 for
pure CO,. The sequestration of carbon dioxide was (0,8971 + 0,16) g L and
(0,7904 + 0,12) g L™ for cultures with pure CO; gas and incineration, respectively.
The growth rate achieved was (0,0918 + 0,001) d™* and (0,0982 + 0,003) d”' for the
residue and pure CO,, respectively. Cell counts refer to values of around (7,9 x
10° and 9,8 x 10° cells mL" for cultures with incineration and pure CO,,
respectively. For chlorophyll-a growing CO; incineration reported values of (2,3 x
10 and 5,9 x 10°) pg cell”’, while for the culture with pure CO, values ranged
from (2,6 and 1,2) x 10* pg cell". Results of (8,57 and 9,26) x 10° pg cell"’ were
found for chlorophyll-b in culture with incineration CO, and pure respectively. For
chlorophyll-a+b the results were (2,44 and 2,78) x 10 pg cell for treatment of
waste CO; and pure, respectively. The data were evaluated at 5 % probability and
there was no statistical difference between treatments for any analysis. Thus,

microalgae grown with gas incineration proved to be resilient and showed growth
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similar to cultures with pure CO,. Additionally the lipid production by cultivation
was evaluated. A comparison was made between the lipid content in the inoculum
grown in medium Watanabe and cultures of the experiment, cultured in medium
Watanabe with low nitrogen. The inoculum had a lipid content of 16,17 %. The
results for the medium with low nitrogen were (16,60 + 2,85) % and (18,07 £ 0,67)
% for gas combustion and pure CO,, respectively. Statistically, at 5 % level of
probability, the treatments did not differ. Thus, this study may provide a subsidy to
build full-scale photobioreactors to sequester emissions of industrial incinerators.
Additionally the use of microalgae for biofuel production could be a lucrative
alternative to the enterprise.



1 Introducéo Geral

O acelerado processo de urbanizagdo, aliado ao consumo crescente de
produtos menos duraveis e descartaveis, provocou sensivel aumento do volume e
diversificacdo de residuos gerados, assim como sua concentragdo espacial
(ROTH et al., 1999; IPT, 2000; TSUHAKO, 2004).

De acordo com Tsuhako (2004), a disponibilidade de areas para a
disposicdo de residuos esta cada vez mais escassa. Desta forma, a opgao do
tratamento dos residuos passa a ser estimada, visando reduzir o espago para a
sua disposicao final.

Sistemas de tratamento de residuos solidos consistem no conjunto de
unidades, processos e procedimentos que alteram as caracteristicas fisicas,
quimicas ou biolégicas dos residuos (RESOLUCAO CONAMA n° 358, 2005).
Dentre as técnicas usuais de tratamento, pode-se citar a incineracdo, a
reciclagem e a compostagem (OLIVEIRA, 1997).

A incineragdo de residuos sélidos é definida pela norma NBR 11175
(ABNT, 1990) como o processo de oxidagdo a alta temperatura que destréi ou
reduz o volume ou recupera materiais ou substancias. Roth et al. (1999) relatam
que a incineragao contribui para a redugao do volume e do potencial téxico dos
detritos, bem como possibilita a utilizagdo da energia liberada pela sua queima.
Neste patamar, os residuos perigosos tornam-se os principais candidatos a tal
tratamento, tais como os residuos hospitalares e industriais.

Os residuos solidos sao classificados em duas classes (Quadro 1.1)
quanto a periculosidade de acordo com a norma NBR 10004 (ABNT, 2004).
Conforme o Quadro 1.1, os residuos classe | possuem significativo risco
ambiental e sanitario e, desta maneira, ndo podem ser enviados a aterros comuns
e devem receber tratamento diferenciado. Os rejeitos solidos produzidos no
servico de saude e a maioria dos industriais sao classificados como classe |

devido as suas particularidades.



Quadro 1.1 Classificacao dos residuos quanto a sua periculosidade (ABNT, 2004).

Classe | Classe

) _ Residuos néo perigosos
Residuos perigosos

Classe IIA Classe IIB

Apresentam uma das seguintes | Nao se enquadram como | Nao possuem nenhum de
caracteristicas: inflamabilidade, | residuos perigosos | seus constituintes
corrosividade, reatividade, | (Classe ), nem como |solubilizados a
toxicidade ou patogenicidade residuos inertes (Classe |concentragdes  superiores
11B) aos padrdes de potabilidade
da agua, exceto os de
aspecto, cor, turbidez,

dureza e sabor

Uma variedade de alternativas foi proposta na literatura para o tratamento
de residuos perigosos, tais como autoclavagem, desinfecgdo quimica,
desinfeccdo gasosa, radiacao e microondas (JANGSAWANG et al., 2005). No
entanto, estas técnicas ndo reduzem de forma significativa a massa e o volume
dos residuos, sdo pouco eficientes para a desinfeccdo da massa em sua
totalidade e nao eliminam a toxicidade e o risco quimico. Adicionalmente n&o sao
aplicaveis a todas as variedades de residuos do servico de saude (RSS), que
necessitam da prévia ftrituragdo para sua estabilizacdo. Desta maneira, a
incineracao € considerada a opcdo mais eficiente para o tratamento destes
residuos.

O principio de tratamento de residuos pelo processo de incineragao
baseia-se no fato de que, a medida que os residuos sdélidos ou liquidos entram
em contato com temperaturas elevadas, uma fracdo de sua massa ¢
transformada em gases. Os incineradores sao equipamentos que geralmente
operam em duas camaras: na primeira ocorre a combustdo do residuo, com
temperaturas entre (400 e 600) °C. Os gases gerados sdo entdo oxidados em
uma segunda camara com temperaturas entre (800 e 1200) °C (JANGSAWANG
et al., 2005). Esta elevada temperatura de trabalho garante n&do s6 a
detoxificagdo, pela inativagdo de organismos patogénicos, bem como a
volatilizagdo de aproximadamente 90 % do material em volume e 70 % em massa
(SHI et al., 2008).




Contudo, a incineragdo recebe muitas criticas. Dentre as principais
destacam-se as emissdes atmosféricas das unidades de incineragao. De acordo
com Jangsawang et al. (2005), nas condigbes otimizadas de operagao garante-se
a decomposicao completa dos compostos organicos volateis em dioxido de
carbono, agua, oxigénio e nitrogénio. No entanto, ha que se salientar o potencial
do gas carbonico (CO;) como agravador do problema climatico mundial.

De acordo com Mendonga (2003) e Pacala & Socolow (2004) a elevacao
das temperaturas da atmosfera terrestre, particularmente da troposfera,
genericamente chamada de aquecimento global, deve-se a descontrolada
emissado de gases de efeito estufa para a atmosfera, principalmente o diéxido de
carbono (CO,). De acordo com Pacala & Socolow (2004) esta concentragéo
duplicou dos niveis pré-industriais aos dias atuais.

Neste patamar, mecanismos de sequestro de carbono podem ser
acoplados aos projetos de incineradores de residuos, na tentativa de se obter um
projeto limpo, ou seja, de emissdes reduzidas e até mesmo nulas. Muito se
conhece a respeito de florestas plantadas com este objetivo, no entanto, o cultivo
de microalgas para esta finalidade €& potencialmente mais atrativo devido a
elevada taxa de crescimento (MAEDA et al., 1995; ARESTA et al., 2005; HO et
al., 2011).

Fotossinteticamente as microalgas sdo mais eficientes do que as plantas
vasculares e podem ser produzidas em meios de cultivos simples e em larga
escala (SCRAGG et al., 2002; LOPES, 2007). De acordo com Lopes (2007) a
caracteristica espectral da absor¢do da luz nas microalgas € diferente dos outros
organismos fotossintéticos. Este fato justifica-se pelas altas taxas de atividade
fotossintética, medidas ndo somente na regido espectral em que a luz € melhor
absorvida pela clorofila (665 a 680 nm). Adicionalmente é dentro desta faixa entre
(560 a 620) nm que a ficoeritrina e a ficocianina, respectivamente absorvem luz
efetivamente. Isto mostra que a luz absorvida pelas ficobiliproteinas é usada por
estas microalgas tao eficientemente quanto a luz absorvida pela clorofila, o que
sugere a elevada capacidade fotossintética destes microrganismos (LOPES,
2007; MUNOZ & GUIEYSSE, 2006).

Devido a seu rapido crescimento, a fixacdo de gas carbbdnico pelas

microalgas € maior quando comparado a culturas terrestres (BENEMANN, 1997;



WANG et al., 2008). A produgédo de biomassa de microalgas em larga escala é
efetuada em fotobiorreatores (PULZ, 2001; CARVALHO et al., 2006). Estes
equipamentos consistem em reatores tubulares ou helicoidais, construidos de
material transparente a luz, e conectados a tanques com agitagcdo. O gas
carbbnico e os nutrientes sdo injetados no sistema durante o periodo de
exposicao a luz. Continuamente, uma fracdo do fluxo do reator é extraida para
colheita da biomassa. Uma vez que os fotobiorreatores sao sistemas fechados,
estes podem ser conectados as linhas de emissdao de gas carbdnico das
industrias e incineradores de residuos. Adicionalmente, este mecanismo de
sequestro de gases estufa gera outro mercado em potencial, o de créditos de
carbono, agregando valor ao processo produtivo.

O elevado poder calorifico da biomassa algal (ILLMAN et al., 2000;
SCRAGG et al., 2002) sugere sua utilizagcdo em substituicdo a fontes fosseis de
energia. Diversos pesquisadores tém reportado na literatura a possibilidade da
producdo de biocombustiveis a partir de microalgas, uma vez que muitas cepas
possuem teores de lipideos superiores a 40 % em massa seca (SPOLAORE et
al., 2006; MORAIS & COSTA, 2008; RANJAN et al., 2010).

Desta forma, os fotobiorreatores de microalgas sdo capazes de assimilar
as emissdes de didéxido de carbono de sistemas de incineracdo de residuos,
produzindo biomassa com potencial energético. Contudo, ainda ndo existem
estudos a respeito do cultivo de microalgas suplementado com gas de incineragao
de residuos.

No presente texto, o capitulo 2, escrito na forma de um artigo, discute o
sequestro de gases de incineragdo de residuos pela microalga Chlorella sp.
Curvas de crescimento de cultivos suplementados com gas de incineragao e CO,
puro foram comparadas para avaliacdo do sequestro do diéxido de carbono e da
toxicidade do gas.

O capitulo 3, também escrito na forma de artigo, discute o potencial da
utilizacdo da biomassa obtida como matéria-prima para a produgdo de
biocombustiveis. Para tanto, o conteudo de lipideos foi analisado em cultivos com
CO; de incineragéo e CO; puro. O CO; presente no gas de incineragao foi tratado

previamente a sua adicao ao cultivo.



2 Potencial de seqliestro de gases de incineracao de residuos pelo cultivo

da cepa Chlorella sp.

2.1 Introducéo

Um incinerador é qualquer dispositivo, aparato, equipamento ou estrutura
usada para a oxidacdo a alta temperatura que destréi ou reduz o volume ou
recupera materiais ou substancias (ABNT — NBR 11175, 1990). Inicialmente os
residuos atingem uma temperatura de cerca de (400 a 600) °C na camara de
combustdo primaria, originando mondxido de carbono e hidrocarbonetos. Esta
etapa tem a fungao apenas de gaseificagao dos residuos sélidos (JANGSAWANG
et al., 2005).

Os efluentes atmosféricos gerados na camara de combustdo primaria, ou
camara de gaseificagdo, sdo direcionados a camara de combustdo secundaria,
onde sado aquecidos a temperaturas entre (800 e 1200) °C, por meio de
queimadores a gas liquefeito de petrdleo (GLP). O escoamento é turbulento e
com excesso de ar, em torno de 8 % de O,.

De acordo com Werther (2007), os principais efluentes gasosos sé&o
monoxido de carbono (CO), diéxido de carbono (CO), éxidos de nitrogénio (NOy),
acidos fluoridrico (HF) e cloridrico (HCI), diéxido de enxofre (SO,) e gases tdxicos
como dioxinas (PCDD) e furanos (PCDF).

Neste patamar, limites de emissdes sé&o estabelecidos para monitorar o
funcionamento destas unidades. A NBR 11175 (ABNT, 1990) e a Resolugao
CONAMA n° 316 de 2002 estabelecem limites para emissdes de gases como
oxidos de enxofre e de nitrogénio, monoxido de carbono, compostos clorados
inorganicos, compostos fluorados inorgénicos, dioxinas e furanos (Tabela 2.1).
Além destes gases também instituem limites para material particulado total
(MP+p), substancias inorganicas na forma particulada, agrupadas em conjunto
como Classe 1 (cadmio, mercurio, talio); Classe 2 (arsénio, cobalto, niquel, telurio,
selénio) e Classe 3 (antimbnio, chumbo, cromo, cianetos, cobre, vanadio, dentre

outros).



Tabela 2.1 - Concentragdao maxima de emissdo de poluentes permitida pela Resolugao

CONAMA 316 de 2002 para todo e qualquer sistema de tratamento térmico.

Valores SOx (mg Nm™) NOyx (mg Nm?3) CO (ppm) Dioxinas e furanos
(ng Nm?)

Limite de 280 560 100 0,50
emissao

Conforme Bizzo (1997) muitos fatores interferem nas emissdes gasosas
de uma planta de incineragao, dentre eles pode-se destacar o excesso de ar, a
permeacao de ar na carga de residuos, o tipo de combustivel utilizado e a
composic¢ao do residuo queimado.

Werther (2007) verificou que todos os gases emitidos podem ser
controlados por meio de condi¢gbes operacionais e por uma planta de tratamento
de gases. Obedecendo as recomendagbes propostas em diversos estudos
(ASSUNCAO & PESQUERO, 1999; MCKAY, 2002; WERTHER, 2007), obtém-se
um efluente gasoso livre de compostos acidos, dioxinas e furanos, metais e
poluentes diversos. Um dos mecanismos que possibilitam esta afirmativa é a
decomposicdo completa dos compostos organicos volateis em dioxido de
carbono, agua, oxigénio e nitrogénio na camara de combustdo secundaria
(JANGSAWANG et al.,, 2005). Porém, estas descargas possuem elevado
potencial de agravamento do aquecimento global, principalmente no que tange ao
diéxido de carbono.

De acordo com Moreira & Giometti (2008), o gas carbdnico € um dos gases
que naturalmente contribuem para o efeito estufa normal do planeta, mas o
aumento de sua concentracdo na atmosfera tem provocado o aquecimento do
globo terrestre. O Protocolo de Kyoto (1998) define como gases causadores de
efeito estufa (GEE) o diéxido de carbono (CO3), metano (CHy), hidrofluorcarbonos
(HFCs), perfluorcarbonos (PFC), hexafluoreto de enxofre (SFg) e o 6xido de
nitrogénio (N2O). Desde 1750, as concentracbes atmosféricas de CO, e CH,4
aumentaram em 31 % e 149 %, respectivamente, em relacdo a niveis pré-
industriais (MENDONCA, 2003). Em 2004, Pacala & Socolow (2004) afirmam que
a concentracao de CO; era de 375 ppm (partes por milhdo) enquanto na era pré-

industrial os niveis n&o ultrapassavam a metade deste valor.



Para a resolugdo do problema do aquecimento global tem-se considerado
trés opcdes: a reducdao do uso de combustiveis fdsseis, remogao do CO,
atmosférico e a captura de GEE logo apdés sua emissdo, impedindo seu
langamento para a atmosfera (BENEMANN, 1997).

Nesta ultima opgdo muito se sabe sobre o cultivo de plantas vasculares,
que em seu processo fotossintético utilizam o CO, atmosférico. No entanto, as
microalgas, devido ao seu rapido crescimento, sdo mais eficientes no sequestro

de GEE, como pode ser observado no Quadro 2.1.

Quadro 2.1 - Comparagao entre potenciais reservatérios de carbono atmosférico
(CONCEICAO et al., 2009a; CONCEICAO et al., 2009b; CONCEICAO et al., 2009c).

Produtividade CO,
Espécie de carbono equivalente Referéncia

(tha*ano™® | (tha'ano™)

Eucalipto
Eucalyptus pyrocarpa 27,35 100,37 Pasztor et al. (1980)
Eucalyptus maculata 23,49 86,21 Pasztor et al. (1980)
Eucalyptus grandis 17,59 64,56 Reis et al.(1994)
Eucalyptus viminalis 10,58 38,83 Silva et al. (1993)
Eucalyptus grandis 10,07 36,97 Silva et al. (2008)

Florestas Plantadas

Embrapa (1986) citado
por Embrapa (2006)

Pinus taeda- PinuA 10,34 37,95

Anadenanthera

_ ] 8 29,36 Finco et al. (2009)
colubrina — Angico

Cedrela fissilis Vell. —

5,6 20,55 Finco et al. (2009)

Cedro
Swietenia macrophylla .

] 5,6 20,55 Finco et al. (2009)
King —Mogno
Havea sp -

] ] 5,17 18,97 Fernandes et al (2007)

Seringueira

Cana de acucar

Saccharum ssp. 4,09 15 Campos, 2003

Saccharum ssp. 1,36 5 Campos, 2003




Microalgas
Chilorella sp. 182 667,94 Teixeira et al. (2009)
Spirulina sp. 107 392,69 Morais (2008)
Scenedesmus obliquus 102,7 376,91 Morais (2008)
Synechocystis aquatilis 68,98 256,78 Murakami & Ikenouchi
(1997)
Spirulina platensis 44 161,48 Teixeira et al. (2009)

De acordo com Lopes (2007) e Wang et al. (2008) a superioridade das
microalgas perante as florestas plantadas quanto ao sequestro de GEE, baseia-se
tanto no rapido crescimento quanto na elevada capacidade de captura de energia
solar, cerca de 10 a 50 vezes maior que as plantas superiores. Além disto, as
microalgas conseguem crescer em condigdes menos exigentes que as plantas
superiores, nao dependendo do tipo de solo e da precipitacdo anual
(BENEMANN, 1997). Conforme Borges et al. (2005) as microalgas possuem
elevada tolerancia a condi¢cbes extremas, além da possibilidade de serem
cultivadas em pequenas areas e em regides inadequadas para culturas agricolas.

O diéxido de carbono solubilizado na fase aquosa dos cultivos de
microalgas pode ser sequestrado por precipitagdo quimica, por meio da reagao
dos ions bicarbonato e carbonato com elementos presentes no meio de cultivo,
como calcio e magnésio (LEE, APEL & WALTON, 2004; MARCUS, 1997).

A fixagcao de carbono pelas microalgas também pode ser efetuada segundo
o ciclo de Calvin-Benson, onde enzimas especializadas presentes nestes
organismos catalisam reag¢des que incorporam atomos de carbono, oriundos do
CO; envolvido na fotossintese (FALKOWSKI, 1997). A conversdo bioldgica do
dioxido de carbono resulta em produtos do metabolismo fotossintético como
células, oxigénio e biopolimeros soluveis no meio de cultivo (REBOLLOSO
FUENTES et al., 1999; ACIEN-FERNANDEZ et al., 2005).

Existe uma grande variedade de espécies de microalgas e para projetos de
sequestro de didxido de carbono, deve-se avaliar a cepa a ser utilizada tanto em
relagdo a expectativa de sequestro quanto em relagao a resisténcia a condi¢gdes

adversas.



2.1.1 Variedade de Cepas

Existe uma grande abundancia de espécies de microalgas, no entanto, a
escolha da cepa adequada remete a uma analise criteriosa de sua produtividade,
da facilidade de separacao e da funcionalidade dos co-produtos (ANDREWS et
al., 2008). Como o objetivo deste projeto é o seqliestro de didéxido de carbono,
interessa a cepa de maior produtividade, ou seja, a que produz biomassa mais
rapidamente, sequestrando maior quantidade de CO..

De acordo com Andrews et al. (2008) e Conceigao et al. (2009) (Quadro
2.1) as microalgas que possuem maior potencial para sequestro de CO; sao as do
género Chlorella sp.

A espécie Chlorella vulgaris € uma microalga de agua doce pertencente a
classe Chlorophyceae, ordem Chlorococcales e familia Oocystaceae (HOEK et
al., 1995). Apresenta forma de vida unicelular ou colonial, e pode acumular
pigmentos como clorofila a e b, B-caroteno e xantofilas. A reproducdo pode ser
por divisdo binaria, esporos assexuais e reproduc¢ao sexual (HOEK et al., 1995;
FALKOWSKI E RAVEN, 1997; ESTEVES, 1998; TOMASELLI, 2004; LEE, 2008).

Conceicdo et al. (2009a) afirmam que estas cepas sao capazes de
alcangar em torno de 182 t ha™ ano™ de produtividade de carbono e sequestrar
667,94 t ha” ano™ de CO; equivalente.

Conforme Hsueh et al. (2007), o desenvolvido sistema fotossintético das
microalgas as torna propicias para uso no tratamento de efluentes gasosos com
elevadas concentracdes de CO; das industrias.

Desta maneira, as cepas escolhidas para sequestro de emissdes
atmosféricas contendo poluentes precisam ser consideradas de acordo com sua
resisténcia as condicbes ambientais extremas. Ademais devem ser avaliadas
quanto a capacidade de ser cultivada em massa e a taxa de crescimento relativo
perante a contaminagéo potencial (BENEMANN, 2003).

Adicionalmente, Wang et al. (2008) afirmam que a cepa supracitada €&
resistente ao cultivo com gas de combustao. Os 6xidos de nitrogénio e de enxofre

presentes no gas de combustdo podem também ser utilizados como nutrientes
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para as microalgas. De acordo com Andrews et al. (2008), a utilizagdo de gases
de combustao propicia uma produtividade mais elevada comparada a alimentacao
com CO; atmosférico, devido ao fornecimento continuo de nutrientes.

Conforme Olaizola (2003), Pedroni et al. (2004) e Radmann & Costa
(2008), os gases de combustdo de carvao em usinas de energia contém oxido de
enxofre, Oxido de nitrogénio e outros elementos-traco que n&o afetam o
crescimento de microalgas em qualquer sistema de cultivo, seja em cultivos
abertos ou fechados.

Dada sua adaptagdo e resisténcia ao efluente gasoso de usinas
termelétricas (ZEILER et al., 1995), a microalga Chlorella sp revela-se promissora
do ponto de vista de cultivo com gas de incineradores de residuos e, por esta

razao, foi a cepa escolhida para esse experimento.

2.1.2 Mecanismo de Desenvolvimento Limpo e Créditos de Carbono

Em 1997, na cidade de Kyoto no Japéao, foi firmado um acordo entre paises
preocupados com a situagdo climatica global, que consiste na possibilidade de
utilizacdo de mecanismos de mercado para que os paises desenvolvidos possam
reduzir as emissoes de gases de efeito estufa (MARCHEZI & AMARAL, 2008).

O tratado compromete uma série de nagdes industrializadas (paises que
constam no Anexo |, representados no Quadro 2.2) a reduzirem suas emissdes
através de trés “mecanismos de flexibilidade” que os permitem cumprir as

exigéncias fora de seus territorios.
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Quadro 2.2. — Paises anexo | e paises nao-anexo | (FEARNSIDE, 2000; ROCHA, 2003;
SOUZA & AZEVEDO, 2006).

Paises Anexo | Paises ndo Anexo |

Nivel de | Paises desenvolvidos como Franca, | Paises em  desenvolvimento
desenvol- | Alemanha, Italia, Australia, Espanha, | como Brasil, india, México,
vimento Irlanda, Paises Baixos, Canada, | China, dentre outros.

Japao, dentre outros.

Metas de | Variavel de acordo com cada pais. Em | Como n&o atingiram determinado
reducéo média reducédo de 5,2 % em relacdo | indice de desenvolvimento, nao

de GEE aos niveis que emitiam em 1990. tém metas.

De acordo com Justi (2006), os trés mecanismos de flexibilidade
estipulados sdo: o Comércio de Emissdes entre Paises Desenvolvidos, as
Transferéncias e Aquisicao de Reducao de Emissdes entre Paises Desenvolvidos
e os Mecanismos de Desenvolvimento Limpo (MDL).

O MDL permite que paises desenvolvidos invistam nos paises em
desenvolvimento em oportunidades de reducdo de baixo custo e que recebam
créditos pelo resultado obtido. Conforme Motta (2000), uma vez que as
oportunidades de reducdo de emissbes sdo mais baratas em paises em
desenvolvimento, aumenta-se a eficiéncia econbmica para alcancar as metas
iniciais de redugcao de emissdes.

Para que os projetos de MDL sejam certificados e validados estes deverao
oferecer beneficios de longo prazo, reais e mensuraveis para os propositos de
arrefecimento da mudanca do clima e do efeito estufa, além de promover uma
reducao de emissdes adicional (MCT, 2009).

Dentre as modalidades de projetos que tenham objetivo de redugdo de
efeito estufa e que sejam compativeis aos objetivos de desenvolvimento
sustentavel destacam-se trés:

e Redugdo de Emissdes: Como exemplo pode-se citar melhoras
tecnoldgicas, substituicdo de combustiveis, conservagao de energia e aumento da
eficiéncia energética diminuindo a emissao de GEE.

e Emissdes Evitadas: Projetos que aumentam a oferta de energia, com a

utilizagao de fontes renovaveis ou de baixo potencial emissor.
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e Resgate de Carbono: promover o sequestro de CO, atmosférico e sua
estocagem em reservatorios (Exemplo: reinjecao de COy).

Na utilizacdo de fotobiorreatores de microalgas na descarga de gases de
incineracao tem-se duas possibilidades de obtencao de créditos de carbono. A
primeira refere-se ao resgate de carbono realizado pelas microalgas enquanto
microrganismos fotossintetizantes. Desta maneira, parte do CO, emitido pela
planta de incineragao € absorvido. A segunda possibilidade é quanto as emissdes
evitadas, uma vez que se utilizando as microalgas secas, em detrimento do GLP
como combustivel nos queimadores, utiliza-se uma fonte de energia renovavel,
substituindo o combustivel féssil.

O fato de obter-se créditos de carbono com o projeto agrega valor ao
fotobiorreator em pesquisa. Em 2007 a tonelada de carbono foi negociada no
mercado por volta de vinte euros, e em 2005 era da ordem de cinco euros a
tonelada (PIAZZA et al., 2007). Com o advento da recente crise econdmica
mundial, houve uma queda dos precos da tonelada de CO,. Em janeiro de 2010
se registraram valores da ordem de 12,96 euros a tonelada. Em dezembro de
2010 as Redugdes Certificadas de Emisséo (RCEs) se mostraram razoavelmente
fortes mantendo seu valor em 11,71 euros a tonelada. A expectativa € de que o
mercado cresc¢a 15 % no ano de 2011 (ESTADAO, 2010).

Segundo o IPCC (2007) os estudos de modelagem mostram que os precos
do carbono subirdo para vinte a oitenta dolares a tonelada de CO,-equivalente até
2030. As mesmas pesquisas mostram valores para a tonelada de COo-
equivalente de trinta a cento e cinquenta e cinco dolares até 2050. Os estudos
consideram que a mudanga tecnoldgica induzida reduzem essas faixas de prego
para cinco a sessenta e cinco a tonelada de CO,-equivalente em 2030, e quinze a
cento e trinta a tonelada de CO,-equivalente em 2050.

Conforme Andrews (2008), a Companhia Cyanotec no Havai construiu uma
pequena usina para produzir energia e CO, para suplementar o cultivo de algas.
O sistema sequestra cerca de 67 t CO, més™, com a produgdo de 36 t més™' de
Spirulina sp. O sistema gera uma renda anual liquida de cerca de trezentos mil

ddlares proveniente da geracéo de energia e dos créditos de carbono.
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2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial de sequestro de dioxido de carbono pela microalga
Chlorella sp. em um fotobiorreator acoplado a descarga atmosférica de um

incinerador de residuos do sistema de saude.

2.2.2 Objetivos Especificos

e Construir e avaliar o desempenho de um incinerador em escala piloto.

e Avaliar a tolerancia da cepa Chlorella sp. a suplementacdo com CO,
emitido durante a incineracéo de residuos do sistema de saude.

e Analisar a possibilidade do emprego de microalgas no setor de incineragéao
de residuos como um mecanismo de desenvolvimento limpo, concorrendo

aos créditos de carbono por ele estipulados.
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2.3 Material e Métodos

O projeto foi realizado na Universidade Federal de Vigosa, na area de
Energia do Departamento de Engenharia Agricola. As analises foram realizadas
no Laboratério de Painéis e Energia da Madeira do Departamento de Engenharia
Florestal, no Laboratério de Operagdes e Processos do Departamento de
Engenharia de Alimentos e no Laboratério de Ficologia da Unidade de
Crescimento de Plantas do Departamento de Biologia Vegetal. O experimento foi
realizado em etapas que iniciaram com a construcido de um incinerador e de um

fotobiorreator associado ao cultivo de microalgas.

2.3.1 Cultivo da microalga

A microalga foi cultivada e mantida em meio Watanabe com baixa
concentracdo de nitrogénio (203 mg L™ (NH4),HPO,, 2236 g L™ KCI, 2465 g L™
MgSOQy4, 10 mg L™ FeSO,, 1361 g L' KH,PO,.) e o pH foi ajustado para 6,0. Duas
fontes de CO, foram testadas: CO, puro, que constitui na testemunha do
experimento, e CO, proveniente de um incinerador de residuos de saude em
escala piloto.

Os cultivos foram realizados em fotobiorreatores tipo Erlenmeyer de 3 L de
capacidade com volume inicial de 2,5 L. Seis Erlenmeyers foram dispostos em
uma camara retangular de 1,40 m por 0,60 m conforme Figura 2.1. Trés
Erlenmeyers receberam CO; puro e trés receberam efluente gasoso proveniente

da incineragao dos residuos durante 21 dias.
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(a)
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Figura 2.1 — Camara de cultivo da microalga Chlorella sp.: (a) representagéo

esquematica e (b) registro fotografico.

Foi utilizado um fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, que &
proximo as condigdes reais de uma usina de incineracdo. Esta condicao foi
escolhida dada a intengao deste estudo em se obter subsidios para a implantagéo
de fotobiorreatores em escala industrial para sequestro de gases em plantas de
incineragéo.

A intensidade luminosa foi obtida com lampadas de elevado indice de
Reproducao de Cor (IRC ou RA), aproximando-se a luminosidade proporcionada
naturalmente pelo sol. A intensidade luminosa foi determinada a partir de um
luximetro digital (Marca Instrutherm, modelo LDR-208).

A agitagcdo do meio de cultivo foi realizada por coluna de bolhas, pela

utilizagcao de bombas de diafragma (Marca Body Air Pump, modelo U-3600).

2.3.2 Suplementacéo de dioxido de carbono

O diéxido de carbono puro foi obtido através de um cilindro de CO,
ultrapuro (White Martins), que consiste na testemunha do experimento.

O calculo da vazao de CO, necessaria baseou-se na solubilidade do gas
no cultivo e na demanda das microalgas na fase log, por se tratar da fase em que

as ceélulas atingem a taxa maxima de crescimento, demandando mais carbono.
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Como a necessidade de carbono microalgal demanda uma vazdo menor
que aquela que promove a saturagdo do meio, optou-se por injetar a vazdo de
saturagcdo no meio de cultivo. O gas de incineragao possui em média 16 % de
CO,, assim, a vazao de gas de incineragao foi corrigida com este teor.

A injecdo de CO; puro (0,756 L h™") e de CO, de incineracdo (4,725 L h™")
foi realizada por meio de uma bomba dosadora peristaltica com controle
eletrébnico de vazédo (Marca Provitec, modelo AWG 5000) e de um rotametro
(Marca Omel, modelo 3P5). Estas injecoes foram efetuadas na linha de ar
utilizada para agitar o meio de cultivo. A concentragdo de CO, apoés esta diluicdo

foi de 5 % em volume.

2.3.2.1 Construcgéo do incinerador

O incinerador construido para o experimento foi projetado com capacidade
para incinerar 0,4 kg h™ de residuos e possui duas camaras, a primaria de 14880

cm? e a secundaria de 9920 cm?® (Figuras 2.2 e 2.3).

£
, . Queimador ¥ M
Alimentacag = =
O Saida de
A ases
Camara 9
Priméria A
Secundarja
el Camara de
Saida dos
Gases
Queimador

Figura 2.2 — Esquema em corte do incinerador.
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Figura 2.3 — Visao geral do incinerador.

O incinerador de residuos desenvolvido segue todos os preceitos
pertinentes a decomposicao térmica dos residuos preconizada na norma ABNT
NBR 11175.

A camara de incineracdo possui um “design” (Figura 2.2) destinado a criar
instabilidades no escoamento, produzindo recirculagdes. Com isso, ha geragao de
zonas de mistura entre o gas e o oxigénio de maior intensidade de turbuléncia.
Independente da utilizacdo deste dispositivo, o volume da camara de incineragao
foi dimensionado para garantir um tempo de residéncia médio de no minimo dois
segundos para os gases de combustdo, conforme recomendado na ABNT NBR
11175.

As cadmaras do incinerador sao construidas com tijolos refratarios. As
paredes refratarias sédo revestidas por uma camada de tijolos isolantes e esta
ultima é totalmente recoberta em acgo carbono. Este tipo de construgdo garante
que o incinerador opere com pressdao manométrica negativa, o que impede
quaisquer emissdes de gases, desde a alimentagao até a chaminé do incinerador.

A camara primaria é aquecida por meio de um queimador (Marca Jackwall,
Modelo n° 2), com vaz&o maxima de 80 g h™' de GLP, e temperatura de chama de

1000 °C (Figura 2.4a). Os gases resultantes da combustdo primaria sdo oxidados
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a temperaturas controladas na segunda camara, por meio de um segundo
queimador (Marca Jackwall, modelo n° 3), com vazdo maxima de 190 g h' e
temperatura de chama de 1050 °C (Figura 2.4b).

(a) (b)

|E = i-n-—.

Figura 2.4 — Queimadores utilizados na (a) primeira e na (b) segunda camara de queima.

As vazoes de gas foram ajustadas em fungao da temperatura da segunda
camara (800 °C). Todas as temperaturas foram medidas por meio de termopares
do tipo K. A aquisicéo de dados foi efetuada por um dataloger com capacidade de
10000 leituras (Marca Minipa, modelo MT 600).

O residuo € inserido pelo compartimento de alimentagao (Figura 2.5a) e
desce até uma grelha. Esta esta localizada acima do primeiro queimador,
mantendo o residuo suspenso durante a gaseificacdo. Isto possibilita melhor
controle de queima, uma vez que o ar de combustdo, ja aquecido, percola toda a
carga introduzida no incinerador.

A alimentagado do incinerador com residuos foi efetuada a cada quinze
minutos com cargas de 100 g (Figura 2.5b), acondicionadas em sacolas, a forma

usual de disposi¢ao dos residuos do sistema de saude.
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Figura 2.5 — (a) Alimentacédo de residuos, compartimento de remogéo de cinzas e (b)

cargas de 100 g de residuos.

Devido ao potencial toxicoldgico dos residuos de saude, optou-se pela ndo
utilizacdo deste residuo na pesquisa, evitando a contaminagao da equipe. Desta
maneira, o residuo incinerado foi proveniente de uma simulagao de residuos de
saude a partir da composi¢cao gravimétrica descrita no Quadro 2.3 conforme
Ferreira (1999), Soares et al. (2001) e Saloméao et al. (2004).

Quadro 2.3 - Composicao gravimétrica do residuo simulado (FERREIRA, 1999; SOARES

et al., 2001 e SALOMAO et al., 2004)

$ad

i

Material Porcentagem
Papel 32,0
Plastico 31,0
Borracha (luvas) 8,0
Tecido (gazes e algodao) 12,5
Vidro 2,5
Metal (agulha de seringa, latas, bisturi, limalha) 55
Matéria Organica (pedagos de carne) 8,5

O gas de incineragao foi previamente tratado de maneira a possibilitar a

remocgao de vapores acidos e cinzas, e teve sua temperatura reduzida a 25 °C. O
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sistema de tratamento de gases consiste de equipamentos em série: resfriador,

ciclone, lavador Venturi e removedor de névoa (demister), conforme Figura 2.6.

Resfriador
Removedor
de névoa
Venturi
Ciclone

Figura 2.6 — Incinerador e sistema de tratamento de gases. Em sequéncia da direita para

esquerda: resfriador, ciclone, lavador Venturi e demister.

O primeiro estagio do tratamento é o resfriamento rapido dos gases, até a
temperatura de, no minimo, 120 °C. O resfriador é constituido de uma coluna
cilindrica em ago inox 310. O resfriamento ocorre por aspersao de agua, que
ocorre na entrada do resfriador com uma vazao de até 5,8 L h™ O resfriamento
por calor latente é em correntes paralelas, resultando em um resfriamento rapido,
com o objetivo principal de evitar a regeneragcdo de moléculas orgénicas téxicas,
principalmente de dioxinas e furanos, cuja legislacdo vigente (RESOLUCAO
CONAMA 316 de 2002) impde um limite de tolerancia de 0,5 ng m™ nas
condigdes normais de temperatura e pressao.

Apds o resfriamento, a corrente de gases passa por um ciclone de alto

desempenho para coletar as cinzas primarias de incineracdo e as particulas
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menores, aglomeradas no resfriador. Esta configuragdo reduz consideravelmente
a carga solida na agua de circulagédo. O ciclone € construido em acgo inox 310 e
possui um compartimento de descarga inferior para a disposicdo da carga
particulada.

A corrente gasosa que deixa o ciclone € entdo lavada com agua em um
lavador tipo Venturi, construido em ago inox 310. A lavagem em Venturi € uma
das operagdes unitarias mais eficientes para a coleta de particulado, lavagem de
gases e absorgao de vapores. O lavador Venturi é alimentado com agua de
circulagdo, com uma vazéao de 3,92 L h'.

Diferente do resfriador e do ciclone, o Venturi gera um efluente liquido, que
contém particulas finas e com didmetro menor que o diametro de corte do ciclone,
além dos acidos minerais que foram solubilizados. No entanto, este efluente
recircula no sistema de tratamento de gases e nao € disposto na rede publica de
esgoto.

Apods a lavagem no Venturi, as goticulas de agua contém uma consideravel
carga acida, que sado removidas do efluente gasoso por um separador de névoa
de duplo estagio (demister). O primeiro estagio de separagdo ocorre pela
imposigdo de um campo centrifugo, o que remove as gotas maiores. Apds esta
secao, ha dispositivos de desaceleracao inercial por impacto que coalescem as
gotas menores, retornando para o estagio anterior.

Todo o escoamento de gas de incineragdo é realizado por um exaustor
centrifugo, com pas curvadas para tras. O uso da exaustao garante uma baixa
pressdo em todo o sistema, evitando a emissdo de gases em quaisquer pontos,
caso haja vazamentos. Apds o exaustor, ha uma chaminé que langa os gases na
atmosfera.

Um analisador de gases (Marca Testo, Modelo 327-1) foi utilizado para

quantificar o teor de O,, CO, CO,, NO e H20O durante a incineragédo dos residuos.
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2.3.3 Sequestro de emissdes atmosféricas de incineradores

O sequestro de CO, foi medido através da extrapolagao do carbono contido
na biomassa. Desta forma, a quantificacdo da biomassa foi realizada. O
crescimento foi monitorado de forma a manter o meio estéril, recolhendo amostras
diariamente durante um periodo 21 dias. As amostras foram coletadas
assepticamente e destinadas a determinacdo da biomassa, contagem de células

e clorofila.

2.3.4 Andlises

2.3.4.1 Quantificacdo da biomassa e determinacdo da massa sequestrada de

dioxido de carbono

Uma amostra de 30 mL de biomassa microalgal foi submetida a
centrifugagcéo a 5000 rpm por 10 minutos (Centrifugue Eppendorf, modelo 5430, 6
x 110 G). O sobrenadante foi descartado e o volume deslocado foi completado
com agua deionizada e novamente centrifugado. O material decantado no fundo
dos tubos de centrifuga foi seco a 105 °C em estufa (Estufa bacteriolégica
Marconi, modelo MA 032) até obtencdo de massa constante (CHIU et al., 2009).
Conhecidos a massa seca e o volume inicial determina-se a densidade celular do
cultivo.

A taxa de crescimento especifica () foi obtida pela equagdo 1, proposta
por Chiu et al. (2009), que relaciona a concentragao inicial e final de biomassa
com o tempo de cultivo.

In(Wf /Wo
o Inwt 1oy

At M

em que:

W = taxa de crescimento (d™');
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W; = concentraco final de biomassa (g L™);
W, = concentracéo inicial de biomassa (g L™); e

At = tempo de cultivo (dias).

A biomassa de microalgas possui cerca de 50 % de carbono em peso seco
(MIRON et al. 2003). Uma tonelada de carbono equivale a 3,67 toneladas de CO,
(CONCEICAO et al., 2009a).

Conforme Chisti (2007), todo carbono da biomassa provém de CO»
atmosférico, de maneira que cada 100 toneladas de biomassa algal fixou 183,5
toneladas de CO,. Desta maneira, a determinacéo da massa de CO, sequestrada

foi calculada a partir da biomassa seca de acordo com a equagao 2.

m, =1,835xW (2)
em que:
mc = massa de CO, seqiiestrada (g L™"); e

W = concentragdo de biomassa (g L™).

2.3.4.2 Contagem de células

Para a contagem de células, 750 yL de metanol foram adicionados a 750
ML da amostra, e retirou-se uma aliquota de 1 mL. Esta foi diluida com 4 mL de
agua deionizada, e agitada em um agitador de tubo tipo vortex (Phoenix Luferco
modelo AP56, 3800 rpm).

O volume de 0,5 mL foi retirado e disposto sobre a camara de contagem.
As contagens foram realizadas em microscoépio (Microscopio Optico Olympus,
modelo CX40RF100) com auxilio de Camara de Neubauer, sendo que o numero

de células corresponde a média de quatro contagens.
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2.3.4.3 Clorofila

A extracido de clorofila foi mensurada através do protocolo descrito por
Lichtentaler e Wellburn (1985). Uma aliquota de 3 mL foi retirada do meio de
cultivo e foi homogenizada em agitador de tubo tipo vortex (Phoenix Luferco
modelo AP56, 3800 rpm). A amostra foi entdo centrifugada por 10 minutos a 3000
rom (Centrifugador Excelsa 2, modelo 205N, 3125 G). Descartou-se o
sobrenadante e acrescentou-se 3 mL de agua deionizada no precipitado. A
amostra foi homogeneizada novamente e acrescida de 12 mL de metanol.

Para evitar a degradacdo da clorofila, a cultura foi armazenada em
auséncia de luz. A amostra foi deixada por 30 min a 60 °C em banho de
temperatura controlada em recipiente fechado (Banho Tecnal, modelo TE 184). A
amostra foi centrifugada por 10 min a 3000 rpm e a absorbancia do sobrenadante
foi determinada em espectrofotbmetro a 653 e 666 nm (Shimadzu, modelo
UVmini-1240).

O calculo da clorofila-a e clorofila-b foi realizado pela equagao cromatica de
Lichtentaler e Wellburn (1985), a partir da absorbancia do sobrenadante em 666
nm, sendo descontado o espalhamento de luz observado em 653 nm, utilizando o

solvente como o branco (equacéao 3 e 4).

clorofila—a =15,65x D.0.., — 7,34 x D.O. ¢, 3)

em que:
Clorofila-a = clorofila-a (ug mL™);
D.O.653 = Densidade dtica a 653 nm; e

D.0O.656 = Densidade 6tica a 666 nm.

clorofila—b = 27,05x D.0..; ~11,21x D.O. (4)

em que:
Clorofila-b= clorofila-b (ug mL™);
D.0.g53 = Densidade otica a 653 nm; e

D.0O.656 = Densidade 6tica a 666 nm.
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A clorofila-a+b foi obtida pela soma dos resultados obtidos para clorofila-a e
clorofila-b.
A transformacdo dos dados em pg mL™" para pg célula™ foi realizada por

meio dos dados obtidos para contagem de células (nimero de células mL™).

2.3.5 Andlise estatistica

Os resultados de densidade celular, contagem de células e clorofila foram
analisados através de Analise de Variancia (ANOVA) e Teste T, com nivel de

significancia de 5 %.
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2.4 Resultados e Discusséao

2.4.1 Condicdes de operacao do incinerador e do cultivo

O cultivo nos primeiros dias de experimento (Figura 2.7).

Figura 2.7 — Cultivo de Chlorella sp. em fotobiorreatores com suplementagéo de CO; puro
(esquerda) e CO, de incineragao de residuos (direita) no (a) primeiro, (b) quarto, (c) oitavo

e (d) nono dia de cultivo.

As condicdes de temperatura das camaras de incineracao, os teores de CO
emitidos pelo incinerador, a temperatura do cultivo e a intensidade luminosa deste

ensaio também foram avaliadas.
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2.4.1.1 Temperatura da camara de combustéo

A temperatura de gaseificagdo e combustdo sao parametros chave para o
processo de incineracdo de residuos. Temperaturas na ordem de (400 a 600) °C
na camara primaria garantem a gaseificagdo dos residuos, promovendo uma
reducado de aproximadamente 70 % em massa e 90 % em volume (SHI et al.,
2008).

Temperaturas na ordem de (800 a 1200) °C sdo necessarias na camara de
combustdo secundaria para transformar os vapores organicos em dioxido de
carbono, agua, oxigénio e nitrogénio (JANGSAWANG et al., 2005).

As temperaturas de incineragdo obtidas durante o funcionamento do
incinerador nos dias 1 e 4 (testes 1 e 2) estdo na Figura 2.8, enquanto os dias 5 e
6 (testes 3 e 4) na Figura 2.9 e os dias 7 e 8 (testes 5 e 6) na Figura 2.10.
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Figura 2.8 — Temperaturas de saida dos gases (a) da camara de incineragao e (b) do
resfriador nos testes 1 e 2.
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Figura 2.9 — Temperaturas de saida dos gases (a) da camara de incineracdo e (b) do

resfriador nos testes 3 e 4.
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Figura 2.10 — Temperaturas de saida dos gases (a) da camara de incineracao e (b) do
resfriador nos testes 5 a 6.

Na camara secundaria as temperaturas minimas devem-se aos processos
de inicio de operagao e desligamento do incinerador. Vencida a inércia térmica as
temperaturas atingem regime estacionario. Durante o funcionamento do
equipamento, as temperaturas mantiveram-se em um valor mediano de 776,7 °C
com a maxima de 903,3 °C.

As oscilagbes de temperatura ocorrem por causa das variagdes durante o

processo de incineragdo. Como exemplo cita-se a variacdo do residuo, a abertura
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do incinerador que promove a entrada de ar e esfria a cAmara e o apagamento do
queimador.

As elevadas temperaturas na saida dos gases evidenciam uma melhor
queima dos mesmos e, portanto, decomposi¢cdo dos compostos organicos
volateis.

Werther (2007) afirma que dioxinas e furanos podem ser destruidas pelas
proprias condigdes da combustdo ou minimizadas por processos de adsorg¢ao ou
processos cataliticos. De acordo com McKay (2002), a resposta para minimizar a
formacdo destes compostos € manter elevadas temperaturas de combustao,
garantir elevada turbuléncia, manter o tempo de residéncia maior que dois
segundos na camara de combustdo secundaria (cAmara de incineragao), resfriar
rapidamente o efluente atmosférico pds-combustao de (450 a 200) °C.

Nos graficos de temperatura da saida do resfriador observa-se
temperaturas efetivamente baixas, logo, o resfriamento foi rapido. A temperatura
minima obtida foi 10,5 °C e a maxima 89,5 °C. Ademais, a diferenca de
temperatura média do processo de resfriamento foi de (622,6 £ 170) °C.

A reducdo de temperatura dos gases antes e apos a passagem pelo
resfriador permite avaliar a eficiéncia do equipamento. A temperatura média na
saida do resfriador estabilizou em um valor médio de (57,9 + 5,1) °C. Uma vez
que a temperatura média dos gases foi de (757,7 + 59,1) °C, utilizando todos os
testes, verifica-se uma possibilidade minima de formagao de compostos toxicos
pertencentes a classe das dioxinas e furanos.

Segundo McKay (2002) a formag¢ao de compostos toxicos como dioxinas e
furanos ocorre em zonas de temperatura entre (300 e 400) °C. Desta forma, um
resfriador que promova rapido resfriamento dos gases garante a minimizagao da

formacao destes compostos.

2.4.1.2 Gases de combustao

Os gases analisados foram O,, CO, CO,, NOy e H,O durante a incineragao

dos residuos. A relagao entre os teores de CO, CO;, e NOy, respectivamente com
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a temperatura na cémara de incineragdo dos gases esta representada nas
Figuras 2.11,2.12 e 2.13.
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Figura 2.11 - Relagcado entre os teores de CO com a temperatura na camara de

incineragao dos gases.
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Figura 2.12 - Relagdo entre os teores de CO, com a temperatura na cémara de

incineragao dos gases.
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Figura 2.13 - Relacédo entre os teores de NO, com a temperatura na camara de

incineracao dos gases.

Observa-se que a temperatura de operacdo da camara de combustdo de
gases influencia diretamente a formacado de compostos toxicos. Se por um lado
temperaturas baixas aumentam as emissdes de CO e CO; elas diminuem as de
Oxidos de nitrogénio. Analogamente, a medida que o forno esquenta aumentam
as de NOy e diminuem as de CO e CO..

Jangsawang et al. (2005) relatam que a temperatura de pré-aquecimento
da camara primaria e seu tamanho afetam fortemente a produgdo de CO e sua
conversdao em CO,. Em altas temperaturas de aquecimento, ha menos tempo
disponivel para a volatilizagdo dos residuos. Quando ndo ha tempo suficiente o
processo de combustdo se apaga, o que resulta em uma maior emissdes de CO
nos gases de saida. Bizzo (1997) afirma que a emissdo destes compostos
relaciona-se nao s6 a temperatura como também a mistura entre combustivel e
oxidante.

A média de CO foi (39,8 £ 74,6) ppm. O elevado desvio deve-se aos

instantes de inicio e final de operagao, onde o forno esta frio, emitindo mais
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monoxido de carbono. Para NOx e CO; as respectivas médias foram (5,62 £ 3,45)
ppm e (13,08 £ 0,14) %.

Os limites exigidos por legislacdo (RESOLUCAO CONAMA 316, 2002)
para langamento de efluentes atmosféricos em sistemas de tratamento térmico de
residuos é de 100 ppm para CO e 560 mg Nm™ para NOy. Os valores maximo e
médio obtidos para NOy foram (27,02 e 8,93) mg Nm™, de maneira que as
emissdes ndo ultrapassaram os limites exigidos. Para CO das 112 leituras
realizadas a cada cinco minutos nas 9,3 horas de leitura, apenas cinco passaram
do limite permitido pela legislagdo. Estas correspondem aos primeiros 35 minutos
de medicao, inicio da operagao, momento em que o forno estava sendo aquecido
e a chama ainda nao havia estabilizado.

Os valores encontrados sao inferiores aos encontrados por outros
pesquisadores. Mininni et al. (2007), encontraram valores de (66,1 a 137) mg Nm~
% para emissdes de NOy e de (460,2 a 880,1) mg Nm™ de CO, apéds o trocador de
calor.

As emissdes de H,O e O, em relagcdo a temperatura da cédmara de

incineragao estao nas Figuras 2.14 e 2.15.
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Figura 2.14 - Relagdo entre os teores de H,O com a temperatura na cémara de

incineracao dos gases.
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Figura 2.15 - Relagao entre os teores de O, com a temperatura na camara de
incineracao dos gases.

Analogamente ao comportamento dos Oxidos de carbono, os teores de
vapor de agua e oxigénio diminuiram a medida que as temperaturas se elevaram.
Isso acontece porque a medida que o forno € aquecido o oxigénio é utilizado na
incineracédo dos gases. A média foi (1,28 £ 0,04) % para O, e de (12,42 + 0,20) %
para H,O.

2.4.1.3 Temperatura do cultivo

O experimento ocorreu na area de Energia do Departamento de
Engenharia Agricola. A camara de cultivo ficou exposta a radiagdo solar difusa e,

por se tratar de uma estrutura metalica, atingiu temperaturas entre 24,2 °C e 32,4
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°C. Esta elevacdo de temperatura também se deve ao aquecimento causado
pelas lampadas fluorescentes dispostas no interior da camara.

Chisti (2007) constatou que a faixa 6tima de cultivo das microalgas em
geral é entre (20 e 30) °C e a FAO Corporate Document Repository (1996) afirma
que a tolerancia € até 16 °C. Contudo, o fato da cadmara de cultivo ndo possuir um
sistema de resfriamento e alcangar temperaturas acima de 30 °C pode influenciar
o0 desempenho dos cultivos.

Grossmam et al. (1994) reportam como faixa 6tima de crescimento o
intervalo de (25 a 35) °C. Andrews (2008) afirma que a faixa de (18 a 24) °C é a
otima para os cultivos e que a toleravel é de (16 a 27) °C.

Alguns pesquisadores ressaltam a importancia de selegcdo de espécies
resistentes a elevadas temperaturas (40 a 60 °C), possibilitando a injecao de
gases de processos térmicos (SAKAI et al., 1995; WEISSMAM et al., 1998; ONO
& CUELLO, 2007). Andrews et al. (2008) citam cepas de Chlorella sp. capazes de
tolerar temperaturas de até 42 °C.

Além de influenciar diretamente na adaptagcao da espécie ao meio, a
temperatura pode interferir indiretamente no cultivo. De acordo com Lopes (2007),
a temperatura influencia a solubilidade de gases, de maneira que quanto mais
elevadas, menor a solubilidade tanto do oxigénio quanto do didxido de carbono

prejudicando o cultivo.

2.4.1.4 Intensidade Luminosa

Conforme Andrews (2008) a intensidade luminosa é essencial para o
cultivo de microalgas. A disponibilidade de energia luminosa esta diretamente
relacionada a taxa de fotossintese e, consequentemente, a taxa de sequestro de
CO..

A luz é absorvida rapidamente pelas células da superficie do fotobiorreator.
Inicialmente, quando a concentragdo celular € baixa, uma baixa intensidade
luminosa é suficiente. No entanto, com o aumento da concentragdo celular, a

intensidade luminosa deve aumentar para nao prejudicar o cultivo.
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Em condicbes em que ha intensidades luminosas baixas ha limitagdo da
energia necessaria para a sequéncia da reacdo fotossintética. A atividade
fotossintética se eleva com o aumento da irradiagao até determinados valores em
que comega a ocorrer inibicdo do crescimento celular (LOPES, 2007). Neste
estagio o aparato fotossintético satura e a fotossintese cessa. Este evento
denomina-se fotoinibi¢do.

Células expostas a baixas intensidades luminosas possuem altos teores
lipidicos, porém baixas concentracbes de biomassa (CHISTI, 2007). Em baixa
intensidade luminosa foi alcangada (20 a 24) % de eficiéncia de conversao
fotossintética de luz visivel em biomassa com elevado poder -calorifico
(BENEMANN, 1997). Adicionalmente, conforme Chisti (2007) células expostas a
altas taxas de luminosidade apresentam maior conversao de biomassa.

Lv et al. (2010) encontraram aumento na concentracdo de biomassa de
Chlorella vulgaris de 0,37 g L™ para 0,75 g L™' com o aumento de luminosidade de
(24 para 60) ymol fétons m? s™'. Com o aumento da intensidade luminosa de 120
umol fétons m™? s™', no entanto, a concentracédo celular aumentou ligeiramente na
fase inicial da cultura seguida por uma diminui¢do. Esta pode ser devido a foto-
inibicao.

Saturacao de luz é o principal fator limitante da produtividade das culturas
de massa de algas em paises nao tropicais. Contudo, a iluminagao artificial pode
contornar este obstaculo (ANDREWS, 2008). A luz fluorescente que emite faixas
do espectro azul e vermelho, os mais ativos para a fotossintese, sdo preferidas
(FAO CORPORATE DOCUMENT REPOSITORY, 1996).

A intensidade luminosa foi medida em posi¢cdes aleatérias sobre a
superficie dos Erlenmeyers através de luximetro digital (Instrutherm, modelo LDR-
208). O valor médio da intensidade luminosa foi de 529 lux. O valor encontrado é
inferior ao utilizado em outras pesquisas que obtiveram maiores taxas de
crescimento celular e produgao de biomassa.

Lopes (2007) avaliou o efeito da intensidade luminosa no crescimento de
cianobactérias. As condi¢cbes experimentais foram luminosidades de (960, 3000,
6000, 9000 e 11000) lux. Os resultados para o crescimento da cianobactéria
Aphanothece microscopica Na geli foram proporcionais a intensidade luminosa.

Desta forma, para a intensidade de 960 lux originou as menores concentragdes
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celulares, enquanto 11000 lux originou as maiores. Verificou-se que a maxima
irradiancia utilizada foi insuficiente para promover o fendbmeno de fotoinibicao
celular, ja que em condi¢gdes de 11000 lux, registraram-se elevadas taxas de
crescimento.

Morais e Costa (2007) utilizaram a iluminéncia de 3200 lux fornecida por
ldampadas fluorescentes tipo luz do dia (General Eletric, 40 W) enquanto Ranjan et
al. (2010) 1200 Ilux. Penteado (2010) utilizou 5500 Ilux para cultivo de
Phaeodactylum tricornutum. Todos estes pesquisadores encontraram valores de
biomassa e concentragao celular superior ao deste estudo.

Scragg et al. (2002) afirma que é dificil comparar biorreatores pois estes
possuem diferentes areas de superficie e portanto, diferentes taxas de absorcao

da iluminacdo. Desta forma, a luz pode ser o fator limitante do crescimento.

2.4.2 Quantificacdo da biomassa e determinacdo da massa sequiestrada de

dioxido de carbono

A quantificacdo do sequestro de carbono foi realizada através da
conversdo do teor de biomassa algal maximo alcangado ao final do cultivo
(Tabela 2.2).

Tabela 2.2 — Biomassa maxima alcangada (g L™) e seqiiestro de CO, (g L™).

Com CO, deincineracao Com CO; puro
Repeticéo Biomassa Sequestro de Biomassa  Sequestro de
@L? CO (g L) @L? CO (g L)
1 0,4767 a 0,8747 b 0,5100 a 0,9359 b
2 0,3733 a 0,6851 b 0,4611 a 0,8461 b
3 0,4422 a 0,8115b 0,4956 a 0,9093 b
Média 0,4307 £0,07a 0,7904+0,12b 0,4889+0,09a 0,8971+0,16b

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste T, a 5 % de

probabilidade.
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As produtividades alcangadas remetem aos resultados de estudos de
outros pesquisadores como Morais & Costa (2007), lllman et al (2000), Lv et al.
(2010) e Zepka et al. (2008).

Morais & Costa (2007) em cultivo de Scenedesmus obliquus e Chlorella
kessleri com CO, de emissbes de termoelétrica obtiveram concentragdes
maximas de biomassa de (1,14 € 0,98) g L', respectivamente.

lliman et al. (2000) encontraram valores inferiores na ordem de (0,41 e
0,52) g L' em cultivo de Chlorella vulgaris em meio Watanabe e meio com baixo
nitrogénio, respectivamente, durante 14 dias.

Para diferentes concentragdes de KNOg, Lv et al. (2010) obtiveram valores
distintos de biomassa de Chlorella vulgaris. Para (5,0, 3,0, 1,0 € 0,2) mM de KNO3
as concentragdes obtidas foram de (1,1, 1,0, 0,7 e 0,5) g L respectivamente.
Este cultivo foi realizado em agua do mar artificial desprovida de fosfato e nitrato.

A curva de crescimento (Figura 2.16) obtida corrobora os resultados de

outros pesquisadores.
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Figura 2.16 — Curva de crescimento de Chlorella sp. (biomassa).
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A partir do décimo quarto dia de cultivo, observou-se um comportamento
semelhante entre as curvas de crescimento. De maneira que se pode concluir que
os altos e baixos no crescimento foram influenciados por fatores externos, que
nao a fonte de CO,. Acredita-se que a temperatura e a intensidade luminosa da
camara sejam possiveis responsaveis pelas alteracdes.

Observou-se também que a fase de declinio ndo se estabeleceu mesmo
apos vinte e um dias de cultivo. Em estudo realizado com Chlorella sp. em
fotobiorreatores verticais, Chiu et al. (2009) afirmaram que o comecgo da fase
estacionaria esta relacionada & concentragdo de biomassa da ordem de 3g L™

A diferenca observada entre os dois tratamentos foi analisada
estatisticamente ao nivel de 5 %. De acordo com a analise realizada, a diferenca
entre os dois tratamentos nao foi significativa, de maneira que as médias nao
diferem estatisticamente.

Esperava-se uma diferencga justificavel pela presenca de contaminantes
nos gases de incineragao de residuos (Figuras 2.11, 2.12 e 2.13). Embora um
sistema de tratamento para a remocao de vapores acidos, SOx, NOx, cinzas e
compostos organicos, com eficiéncia de remocao elevada esteja implantado, esta
nao atinge 100 %. Teores maximos de 17 ppm, 1532,6 ppm e 14,3 % para NO;,
CO e CO; respectivamente foram encontrados neste cultivo. Os valores médios
encontrados foram 5,6 ppm, 39,8 ppm e 13,1 % para NO,, CO e CO;
respectivamente. Desta forma, alguns contaminantes poderiam ter comprometido
o crescimento das microalgas.

Alguns poluentes em gas de incineragdo sido considerados téxicos ao
crescimento de microalgas. Em estudo da influéncia da concentragdo de SO, e
NOy no crescimento de Chlorella sp. Lee et al. (2002) observaram que as cepas
mostraram-se resistentes a exposicdo desses poluentes. A produtividade maxima
de biomassa em cultivo suplementado com CO; a 15 % foi de 3 g L. Para uma
mistura gasosa com 15 % de CO; e concentracdes de (60, 100 e 150) ppm de
SO,, foram obtidas concentragées de (2,0, 1,3 e 0,2) g L, respectivamente,
evidenciando a toxicidade do enxofre. Variando-se a concentracdo de NO entre
(100 e 300) ppm a produtividade variou entre (2,6 € 0,3) g L™, respectivamente.

Maeda et al. (1995) estudaram a fixagdo de CO, emitido de termoelétricas

por Chlorella sp. Este estudo variou as concentracées de NOy e SO, do gas de
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alimentacdo. As combinacdes de concentragcdes em ppm de poluentes foram 5 e
15, 10 e 30, 20 e 60, 50 e 150, 80 e 240, de SO e NOy, respectivamente. Para as
menores concentracdes de poluentes foi observado aumento do pH de 6 para 7,0.
Para estes tratamentos as microalgas atingiram concentracdes de até 1 g L™.
Contudo, para as maiores concentracdes de poluentes o pH diminuiu de 3 para
2,5 e o cultivo ndo se estabilizou.

Quanto aos metais pesados presentes nas cinzas dos gases, Mufoz &
Guieysse (2006) observaram taxas de remocgao por absor¢ao de zinco da ordem
de 114,2 mg L' d7 para Chlorella vulgaris e capacidade de acumulagdo de
cadmio de 2,6 mg g de biomassa para Chlorella sorokiniana. Metais como
mercurio, aluminio, cromo, cobre e cobalto também tiveram suas taxas
observadas, de maneira que se observa a tolerancia aos metais.

Ademais, Hirooka et al. (2003) verificaram a capacidade de remocgéo de
dinitrofenol e diclorofenol por cepas de Chlorella fusca var. vacuolata e Anabaena
variabilis.

Munoz & Guieysse (2006) relataram pesquisas de cepas de Chlorella e
algumas bactérias capazes de remover compostos como fenol, fenantreno,
salicilato de fenol, acetilnitrato, petréleo e p-Nitrofenol.

As microalgas tém sido referido como um figado "verde" dos oceanos,
agindo como sumidouros importante para a quimica ambiental
(TORRES et al., 2008). Alguns poluentes orgéanicos persistentes (POP’s) como
dioxinas e furanos sao encontrados na composi¢cao das células.

O desafio, porém, é que o0s baixos niveis de poluentes presentes
regularmente em células individuais ndo podem ser suficiente para induzir
adaptacgdes bioquimicas significativas nas microalgas (TORRES et al., 2008). No
entanto, a biomagnificagdo ou bioacumulagédo por meio da cadeia alimentar pode
causar impactos drasticos sobre os organismos maiores.

Conforme Nakano et al. (2005), o género Chlorella tem sido estudado como
estimulante da excrecao fecal de dioxinas em ratos e camundongos.

No entanto, estatisticamente os resultados de biomassa sdo iguais para
ambos os tratamentos. Desta forma, as microalgas mostraram-se resistentes ao

sequestro de gases provenientes de plantas de incineragao de residuos.
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Quanto ao sequestro de dioxido de carbono, os valores obtidos para CO,
de incineracdo e CO, puro foram (0,79 e 0,90) g L', respectivamente ou (0,0376 e
0,0427) g L d'. Estes valores por vezes mostram-se superiores a estudos
analogos.

Hirata et al., (1996) cultivaram Chlorella sp. em atmosferas contendo entre
(3 a 40) % de CO,, obtendo taxas de fixagdo de 0,00133 g CO, L™ h™.

Em avaliagédo da eliminagao bioldgica de 6xido nitrico e didéxido de carbono
em fotobiorreatores tubulares de Nannochloris sp., Yoshihara et al. (1996)
encontraram maximas taxas de eliminagédo de CO, na ordem de 0,036 g CO, L™
h'.

Ohtaguchi et al. (1997) estudando a bioconversdo de diéxido de carbono
em biocombustiveis encontraram taxas de incorporacéo de didéxido de carbono na
biomassa de Synechococcus leopoliensis na ordem de 0,0354 g CO, L™ h™.

Yamada et al. (1997) em avaliacdo da converséo biolégica de dioxido de
carbono em fotobiorreatores air-lift demonstraram taxas maximas de incorporacao
de carbono na biomassa de Anacystis nidulans de 0,0168 g CO, L™ h™".

Cultivos de Chlorella vulgaris a partir dos efluentes liquidos de industria de
producado de aco visando o tratamento de NH; e CO,, obtiveram taxas de fixacao
de 0,026 g CO, L' h™" (Yun et al., 1997).

Kajiwara et al. (1997) obtiveram taxas de remog¢dao de CO; em
fotobiorreatores air-lift com cultivo de Synechococcus PCC 7942, de 0,025 g CO;
L h™ em concentragdes celulares de 0,286 g L.

Murakami & lkenouchi (1997) em estudo sobre selecdo de microalgas com
elevada capacidade de incorporagcdo de CO,, obtiveram maximas taxas de
fixacdo de 0,0625 g CO, L' h™, para a espécie Synechocystis aquatilis.

Usui & lkenouchi (1997) em avaliagao da fixagao bioldgica de CO, em nove
configuragdes diferentes de fotobiorreatores obtiveram taxas de fixagdo na ordem
de 0,0054 g CO, L' h™ com cepas de Chlorella sp.

Keffer & Kleinheinz (2002) em estudo dos perfis de concentragdo de CO,
em fotobiorreatores com Chlorella vulgaris foram obtidas taxas de 0,0639 g CO; L
h'.
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Lopes et al. (2007) em estudo da modelagem cinética da remog&o de
diéxido de carbono em fotobiorreatores tubulares encontraram taxas maximas de
remoc&o de 0,1086 g CO, L™ min™.

Conforme Andrews (2008), a Companhia Cyanotec suplementa o cultivo de
algas com gas de uma usina de geracgao de energia. O gas possui 8 % de CO; e
o sistema de 67 tanques, com 0,3 ha de area total, consome cerca de 67 t CO,
més™ por meio da producédo de 36t més™' de Spirulina sp.

Morais & Costa (2007) cultivaram Scenedesmus obliquus e Chlorella
kessleri com diferentes concentracdes de CO, de emissdes de termoelétricas. Os
autores concluiram que a resposta do cultivo foi maximizada a uma concentracéo
de (6 a 12) % de CO;, para Chlorella kessleri e 12 % para Scenedesmus obliquus.
Adicionalmente, concluiram que ambas as cepas cresceram quando submetidas a
suplementacédo com 18 % de CO,, mostrando-se potenciais para sequestro de
diéxido de carbono de termoelétricas.

Analogamente, os resultados obtidos para gas de incineragdo permitem
concluir que as microalgas séo capazes de sequestrar emissdes destes efluentes.
Porém, o gas de incineragcdo implementado no cultivo foi previamente tratado.
Dada a eficiente remogéo de vapores acidos do sistema de tratamento de gases,

o cultivo manteve valores de pH entre 5,88 e 6,46.

2.4.3 Taxa de crescimento especifica (l)

Neste estudo, dado o longo periodo de cultivo, os dados obtidos para gas
de incineragdo e CO; puro foram um pouco inferiores aos encontrados em
literatura, na ordem de (20,5 e 23,3) mg L™ d”", respectivamente.

Scragg et al. (2002) obtiveram valores de biomassa da ordem de (40 e 41)
mg L™ d™' para Chlorella vulgaris e Chlorella emersonii, respectivamente, em
meio Watanabe. Para meio com baixo teor de nitrogénio valores da ordem de (24
e 36) mg L™ d”" foram encontrados para Chlorella vulgaris e Chlorella emersonii,

respectivamente.
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Ha que se salientar que as condicbes de cultivo como temperatura,
luminosidade e tempo n&o foram controladas objetivando otimizagdo, sendo
apenas monitoradas. Isto se justifica pelo fato deste estudo pretender criar
subsidios para um fotobiorreator para sequiestro de gases em plantas plenas de
incineracdo de residuos, onde nido havera controle das condigbes de cultivo.
Desta forma, os resultados obtidos compactuarem com os de outros autores
significa que as cepas utilizadas sdo capazes de serem cultivadas em escala
plena sob condi¢cdes de estresse.

Os resultados para taxa especifica de crescimento foram calculados de
acordo com a equacgao 1 e estdo expressos na Tabela 2.3.

A equacdo da taxa de crescimento especifico foi obtida a partir da fase

logaritmica de crescimento ao longo dos 21 dias do cultivo.

Tabela 2.3 — Concentragao de biomassa inicial e final em cada cultivo e taxa de

crescimento especifica.

CO, de incineragéo CO; puro
Amostras 1 2 3 4 5 6
W (g LY 0,0727 0,0658 0,0667 0,0742 0,0651 0,0665
Wi (g L™ 0,4767 0,3733 0,4422 0,5100 0,4611 0,4956
u@dh 0,0940a 0,0868a 0,0946a 0,0964a 0,0979a 0,1004 a
Média p (d™) 0,0918 £ 0,001 a 0,0982 + 0,003 a

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste T, a 5 % de

probabilidade.

As taxas de crescimento mostraram-se baixas quando comparadas a
dados de literatura cultivados em meios com nitrogénio e com baixo teor de
nitrogénio.

Em estudo com cinco espécies de microalgas, lllman et al. (2000) em
cultivo com watanabe encontraram taxas de crescimento de (0,99, 0,86, 0,33,
0,58 e 0,43) d’ para cepas de Chlorella vulgaris, Chlorella ermesonii, Chlorella
protothecoides, Chlorella sorokiniana e Chlorella minutissima, respectivamente.

Scragg et al. (2002) encontraram valores da ordem de 0,40 e 0,38 para o

cultivo em Watanabe de Chlorella vulgaris e Chlorella ermesonii, respectivamente.
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No entanto para cultivos com meio de baixo teor de nitrogénio os mesmos
autores reportaram taxas distintas das mencionadas anteriormente.

Scragg et al. (2002) encontraram valores da ordem de Chlorella vulgaris e
Chlorella ermesonii, respectivamente a ordem de (0,69 e 0,38) d'. lllman et al.
(2000) encontraram para Chlorella vulgaris, Chlorella ermesonii, Chlorella
protothecoides, Chlorella sorokiniana e Chlorella minutissima valores de (0,77,
0,46, 0,27, 0,19 e 0,43) d”', respectivamente.

Porém, como ressaltado anteriormente, as condi¢ées para um cultivo 6timo
nao foram controladas, de maneira que os microrganismos foram submetidos a
estresse.

Morais & Costa (2007) em cultivo de Scenedesmus obliquus e Chlorella
kessleri com CO, de emissdes de termoelétrica obtiveram taxas maximas de
crescimento (0,261 e 0,267) d”' respectivamente.

Adicionalmente, pode-se observar na Figura 2.16 que apesar da taxa de
crescimento ter se apresentado baixa, a concentracdo de biomassa manteve-se
acima de 0,3 g L a partir do décimo quinto dia de cultivo para ambos os
tratamentos. Isto significa que a populagdo manteve-se por um longo periodo a
concentragdes elevadas e, portanto, sem crescer significativamente.

Este fato justifica a baixa taxa de crescimento e, mesmo assim, reafirma o

potencial das microalgas para sequestro de gases de incineragao.

2.4.4 Contagem de células

Os resultados para contagem de células estdo na Figura 2.17.
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Figura 2.17 — Curva de crescimento de Chlorella sp. (contagem de células).

Os resultados obtidos sao concordantes com aqueles publicados por Liu et
al. (2008), que estudaram a influéncia de diferentes teores de ferro e nitrogénio no
cultivo de Chlorella vulgaris. Estes pesquisadores encontraram valores na
contagem de células da ordem de (14 a 5) x 10° células por mL de cultivo.

Scragg et al. (2002) encontraram numeros maximos de células por mL de
cultivo da ordem de 5,7 x 10" e 3,3 x 10° para Chlorella vulgaris e Chlorella
emersonii em meio Watanabe, respectivamente. Para meio com baixo teor de
nitrogénio valores da ordem de (7,0 e 4,0) x 10° foram encontrados para Chlorella
vulgaris e Chlorella emersonii, respectivamente.

Conforme lliman et al. (2000) valores de 5 x 10° células por mL de cultivo
sdo encontrados para Chlorella vulgaris em meio Watanabe e valores da ordem
de 6 x 10° células por mL de cultivo sdo encontrados para a mesma cepa em
meio com baixo teor de nitrogénio.

Bertoldi et al. (2008), em estudo sobre cultivo de Chlorella vulgaris em meio
hidropdnico residual, observou o crescimento celular com resultados entre (10,6 e

4,2 x 10°) células por mL de cultivo.
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Brown (1996) em cultivo da alga verde Monoraphidium minutum com gas
de combustdo observou que o crescimento da alga com suplementacédo de ar
atmosférico foi da ordem de 10° enquanto para gas de combusto foi na ordem de
10”. Isto ocorreu devido ao fornecimento de carbono, presente no gas de
combustdo. A mesma observagao foi constatada quando comparados cultivos
com e sem fonte de nitrogénio, evidenciando a dependéncia deste nutriente para
o crescimento (BROWN, 1996).

Ha que se salientar o tempo de cultivo do experimento que difere de outras
pesquisas. Na literatura encontram-se cultivos de 15 a 18 dias, devido a
instalagdo da fase de declinio, em que a taxa de morte celular é elevada.

A contagem de células (Figura 2.17) foi analisada estatisticamente ao nivel
de 5 % de significancia. A analise indicou que o crescimento celular para o cultivo
com gas de incineragao e o cultivo com CO;, puro foram iguais. Desta forma,
analogamente a curva de biomassa, a diferenca observada nos dois tratamentos
nao foi significativa estatisticamente.

Pode-se concluir que as microalgas mostraram-se nao so resistentes ao
cultivo com gas de incineragdo, mas também mostraram-se promissoras como

mecanismo de sequestro de gases de efeito estufa.

2.4.5 Clorofila

A concentragao de clorofila € um parametro chave por relacionar-se com a
taxa de fotossintese e, portanto, com o sequestro de CO,. Este parametro é
utilizado como indicador da quantidade de biomassa de algas e, apesar do
conteudo de clorofila por célula variar conforme o estado fisiolégico e a espécie,
sua correlacdo com a densidade celular é satisfatéria (KURODA et al., 2005).

A clorofila-a é o pigmento fotossintético presente em todos os organismos
fitoplanctonicos sejam eucaridticos (algas) ou procariéticos (cianobactérias) e é
utilizado como parédmetro de biomassa algal (KURODA et al., 2005).

De acordo com Lv et al. (2010) além de a clorofila-a poder ser utilizada
como resposta do crescimento celular esta também, pode ser relacionada a

atividade da enzima ACCase, importante na sintese de lipideos. Isto porque a
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célula em meio com baixa concentragdo de nitrogénio desvia a atividade
metabdlica da divisdo celular para o acumulo de energia para um periodo de
privagao.

Os resultados obtidos para clorofila-a estao na Figura 2.18.

2,2

—e— CO, de incineragéo
-0+ CO, puro

2,0

Clorofila-a (ug mL™)

25

Dias

Figura 2.18 — Clorofila-a para os 21 dias de cultivo de Chlorella sp.

Os dados obtidos quando convertidos em picogramas por célula destoam
dos estudos de outros pesquisadores como Bertoldi et al. (2008) e Lv et al.
(2010). Para o cultivo com CO; de incinerag&o os valores obtidos foram da ordem
de 2,3 x 10* pg célula™ e 5,9 x 10° pg célula™, enquanto para o cultivo com CO;
puro os valores variaram entre (2,6 e 1,2) x 10™ pg célula™.

De acordo com Lv et al. (2010), a adicao de nitrogénio ao meio de cultivo
pode provocar o aumento da concentracdo de clorofila-a. Em estudo com
variadas concentracbes de KNO3; os valores de 5 mM reportaram a valores de
2,25 pg por célula de clorofila-a, enquanto concentragdes inferiores como 0,2 mM
conduziram a 0,25 pg por célula.

Bertoldi et al. (2008) encontraram valores clorofila-a em Chlorella vulgaris

entre 0,38 e 0,28 pg por célula.
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Os dados foram analisados ao nivel de 5 % de significancia e ndo diferem
ente si. Adicionalmente a restricdo de nitrogénio, os poluentes presentes no gas
de incineragcdo poderiam ter adicionado estresse ao meio, limitando a diviséo
celular. Este fato justificaria uma menor concentracdo de clorofila-a nas células
cultivadas com gas de incineracdo. No entanto, a curva de clorofila-a teve
comportamento similar as de biomassa e contagem de células.

Enquanto a clorofila-a recebe energia luminosa e € excitada, promovendo
uma reacao de oxido-reducdo que determina a fotossintese, a clorofila-b € um
pigmento acessorio e transfere a energia para a clorofila-a (KURODA et al.,
2005).

Os resultados obtidos para clorofila-b e clorofila-a+b estdo nas Figuras 2.19
e 2.20.

1,2

—e— CO, de incineragéo

104 O CO, puro

Clorofila-b (ug mL™)

0,0 T T T T

Dias

Figura 2.19 - Clorofila-b para os 21 dias de cultivo de Chlorella sp.
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Figura 2.20 - Clorofila-at+b para os 21 dias de cultivo de Chlorella sp.

Os resultados obtidos para clorofila-b e para clorofila-a+b também diferem
dos encontrados na literatura.

Resultados médios da ordem de (8,57 x 10° e 9,26 x 10°) pg célula™
foram encontrados para clorofila-b em cultivo com CO, de residuo e CO, puro,
respectivamente. Bertoldi et al. (2008) encontraram valores clorofila-b em
Chilorella vulgaris entre (0,09 e 0,16) pg por célula.

Para clorofila-atb os resultados também diferiram dos resultados da
literatura, tendo como valores de (2,44 x 10* e 2,78 x 10*) pg célula” para
tratamento com CO, de residuo e puro, respectivamente. Bertoldi et al. (2008)
encontraram valores clorofila-a+b entre (0,40 e 0,54) pg por célula.

Analogamente a clorofila-a, os resultados obtidos para os tratamentos com
CO,; puro e de incineracdo de clorofila-b e clorofila-atb n&o diferiram
estatisticamente.

Na literatura encontra-se pesquisas em que a diferenga entre os gases de
alimentagdao nao diferem estatisticamente. Estudando o cultivo da alga verde
Monoraphidium minutum com gas de combustdo Brown (1996) observou que os

valores de clorofila entre 0,30 e 0,55 pg célula”. Nao foi observada diferenca
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estatistica entre os tratamentos com gas simulado de combustdo e com gas
controle.

A inferioridade dos valores obtidos em comparacdo aos de outros
pesquisadores € analoga a inferioridade dos resultados para as curvas de
crescimento de biomassa e contagem de células.

Este fato deve-se ao nao controle das condicdoes de cultivo como
temperatura, luminosidade e tempo e as condigdes de estresse a que foram

submetidas as células.
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2.5 Conclusodes

O incinerador projetado e seu sistema de tratamento de gases funcionaram
corretamente, produzindo efluentes atmosféricos com teores de poluentes dentro
dos limites exigidos pela legislagado nacional na maior parte do tempo.

Para os dados de biomassa, contagem de células e clorofila, ndo houve
diferenca estatistica entre o tratamento controle e o que utilizou gas de
incineragao.

O cultivo de Chlorella sp. se mostrou resistente a suplementacdo com gas
de incineracdo de residuos, apresentando mesmo crescimento que quando
cultivada com CO; puro.

O sequestro de CO, obtido foi equiparavel a estudos de literatura para
gases similares como o de combustao de termoelétricas. Desta forma, Chlorella
sp. pode ser utilizada em larga escala para sequ estro de di6xido de carbono em
incineradores de plantas industriais. No entanto, o crescimento deve ser
acompanhado de maneira a se observar a introdugdo de poluentes no cultivo e a
necessidade de nutrientes.

Ademais, o projeto de fotobiorreatores acoplados a plantas de tratamento
de gases de incineragado de residuos pode vir a constituir um mecanismo de
desenvolvimento limpo. Isto porque foi comprovada a capacidade de sequestro de
gases estufa pelas microalgas, minimizando a contribuicdo para o aquecimento
global. Desta maneira, € possivel converter o sequestro em créditos de carbono,

gerando lucro a um empreendimento de tratamento térmico de residuos.
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3 Avaliacdo do teor de lipideos do cultivo de Chlorella sp. suplementado

com gas de incineracdo em meio com baixo teor de nitrogénio

3.1 Introducéo

As microalgas sao microrganismos autotroficos que crescem naturalmente
em agua doce ou salina, ou seja, sdo capazes de sintetizar seu préprio alimento e
energia assim como as plantas vasculares (ANDREWS et al., 2008). Para tanto
utilizam energia solar, agua, sais inorganicos e diéxido de carbono (CO,).

Existem trés vias de assimilagdo de carbono inorganico, porém apenas
uma trata-se de absor¢do de CO, atmosférico. Conforme Lopes (2007), o
mecanismo de concentracdo de carbono (CCM) bombeia CO, até os sitios de
carboxilagao fotossintéticos. De acordo com a intensidade luminosa, o carbono
inorganico é transformado em constituintes celulares essenciais, tais como
aminoacidos, ou em reservas energéticas como agucares, amido e lipideos. A
principal forma de reserva € o amido, porém sob certas condicbes podem
armazenar lipideo.

Dada sua capacidade de fixar CO, atmosférico, as microalgas podem ser
cultivadas em fotobiorreatores como mecanismo de seqlestro de emissdes
(WANG et al., 2008) como as descargas de incineradores.

Para o cultivo das microalgas pode-se utilizar fotobiorreatores, que
segundo Lopes (2007) podem ser definidos como sistemas usados para o
desenvolvimento de reacgdes fotossintéticas. Estes equipamentos podem ser
classificados de acordo com o modo de alimentagdo da mistura reagente
(descontinuo ou continuo), por meio do tipo de escoamento (mistura completa ou
pistonado), pelo tipo de cultivo empregado (células livres ou imobilizadas) e
através da configuracao (fotobiorreatores abertos ou fechados). Adicionalmente
os projetos destes fotobiorreatores podem assumir variadas formas como
helicoidal, tubular, em coluna, painéis planos dentre outros.

Quanto ao processo de descarte, uma finalidade ambientalmente segura

deve ser dada ao material excedente. Neste patamar, cabe salientar que a
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existéncia de lipideos, carboidratos e proteinas na biomassa algas, possibilitam
seu uso posteriormente como ragdo animal, fertilizante organico, fermentagéo
para a obtencdo de metanol ou etanol (RIESING, 2006), além de ser aproveitado
na industria de farmacos e de alimentos.

A microalga Chlorella possui grande capacidade fotossintética, é rica em
micronutrientes, possui alto teor de clorofila, proteinas, vitaminas, sais minerais e
acidos graxos (HENRIKSON, 1994). Além disso, Chlorella pode ser utilizada
como alimento sem causar risco a saude humana, pois € considerada GRAS
(Generally Recognized As Safe) pelo FDA (Food and Drug Administration) dos
EUA. Segundo alguns autores, Chlorella apresenta efeito terapéutico (KOMAKI,
1998; QUEIROZ, 2003), é utilizada como ragdo animal e como suplemento
alimentar (AGUADOA, 2005). Contudo, células cultivadas com efluentes podem
apresentar riscos ao consumo, e ndo devem ser ingeridas.

Adicionalmente, ha se avaliar a producao de biocombustiveis através da
biomassa algal. Recentemente, Chisti (2007) mostrou que as microalgas séo a
unica fonte capaz de suprir grandes demandas por 6leos para a produgdo de
biodiesel, pois elas possuem grande potencial fotossintético e lipidico. Gouveia &
Oliveira (2008) demonstraram que a producéo de biodiesel a partir de microalgas
pode ser de 10 a 20 vezes maior do que a producdo advinda de plantas
oleaginosas, como por exemplo, a soja, a canola e o dendé.

A producdo de biocombustiveis esta diretamente relacionada a quantidade
de biomassa produzida e ao teor de lipideos produzidos (SCRAGG, 2002).
Ademais, para a pesquisa da utilizagdo de microalgas para a produgao de

biocombustiveis interessa o teor de lipideo e a produtividade da biomassa.

3.1.1 Conteudo Celular

A possibilidade da utilizacdo dos co-produtos da extracdo do dleo para
diversos fins, inclusive o estudo da potencial atividade bioldégica apresentada
pelos extratos e fragdes obtidos desse material (HONG et al., 2008; STAUBER,

1998) tem motivado a producdo de microalgas.
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O cultivo de Chlorella sp. tem sido realizado em diversas pesquisas com o
meio Watanabe (ANDREWS et al., 2008; MORAIS, 2008), meio sintético usual
para tal cepa. O meio de cultivo fornece uma combinacio balanceada dos micro e
macro nutrientes necessarios ao crescimento da cultura.

No entanto, um meio com limitagbes de nitrogénio, como proposto por
lliman et al. (2000), Scragg et al. (2002), Liu et al. (2008), Morais & Costa (2008) e
Lv et al. (2010) pode induzir a maior producgao de lipideo.

A biossintese de lipideos, juntamente com carboidratos e proteinas envolve

muitas rea¢des enzimaticas, que podem ser divididas em quatro (Figura 3.1).
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Figura 3.1 - Biosintese de componentes bioquimicos das células de Chlorella vulgaris
(LV et al., 2010).

Primeiramente ocorrem as reacdes de fotossintese, incluindo as reacdes
de claro e escuro (MADIGAN et al., 2004). Durante o processo de iluminacéo, a

clorofila pode transformar energia luminosa em ATP e NADPH, que poderiam
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entdo ser utilizados para converter CO, em gliceraldeido-3-fosfato (G3P) durante
as reacoOes na fase escura (LV et al., 2010).

Parte do G3P ¢é utilizado para produzir carboidratos, como glicose e amido
em uma série de reacdes. Posteriormente ocorre o processo de formagao das
proteinas. Outra parte do G3P foi transformado em piruvato e acetil-CoA através
da acgéo da glicolise e da catalise adicional de piruvato desidrogenase (MADIGAN
et al., 2004).

De acordo com (LV et al., 2010) o acumulo de lipideos ocorre quando o
acetil-CoA é convertido em malonil-CoA seguido por acidos graxos apoés ciclos
continuos, catalisada pela acetil-CoA carboxilase (ACCase).

O acumulo de lipideos ocorre no cloroplasto e ACCase exerce intensa
regulamentagcao da sintese de acidos graxos em microalgas (LV et al., 2010). O
melhor funcionamento desta enzima pode estimular uma maior producédo de
lipideo.

Sob condi¢des de estresse ambiental, muitas microalgas alteram sua rota
biossintética para formagdao e acumulo de lipideos neutros, principalmente,
triacilglicerideos (TAGs) (WANG et al., 2008). Os principais estimulos ao estresse
quimico sdo a composi¢do, a salinidade e o pH do meio de cultivo. Entre os
estresses fisicos a temperatura e a intensidade luminosa s&o o0s mais
importantes. Além disso, as fases do crescimento (lag, log e senescéncia) da
cultura também afetam a producdo e a composicdo dos acidos graxos
sintetizados (HU et al., 2008; HSIEH & WU, 2009).

Morais & Costa (2008) analisando o comportamento de Spirulina sp.
reportaram ao cultivo de baixo teor de nitrogénio as maiores concentragdes de
lipideo. lllman et al. (2000) e Wang et al. (2008) reportaram teores de lipideo
elevados para cultivo com meio deficiente em nitrogénio de Chlorella emersonii e
Chlorella sp., respectivamente.

A limitagdo de nitrogénio, nos meios de cultivo, pode alterar rotas
relacionadas com a sintese de compostos celulares, como ocorre na sintese de
proteinas, que podera ser desviada para outras sinteses: carboidratos ou lipideos
(FOGG, 1966). Tal fato é especifico para cada espécie, podendo ser observado
dentro de espécies do género Chlorella, onde em determinada condicéo,

associada a um baixo teor de N foi produzido maior conteudo de carboidratos,
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enquanto em outra houve maior produgdo de lipideos (RICHMOND, 1986;
CHINNASAMY et al., 2010).

Em geral, as células com maior teor de lipideos e baixo teor de
carboidratos e proteinas tém valor calérico mais elevado, produzindo maior
rendimento em energia (ANDREWS et al., 2008).

lllman et al. (2000) reportam que obtiveram para cultivo de Chlorella
vulgaris em meios com baixa concentragao de nitrogénio maiores quantidades de

carboidratos e menores quantidades de proteina.

3.1.2 Fatores intervenientes no crescimento das microalgas

Comparadas aos vegetais superiores, as microalgas apresentam maior
eficiéncia fotossintética e podem ser cultivadas em meio salino simples
(RADMANN & COSTA, 2008). Meios de cultura sintéticos como Watanabe sao
amplamente utilizados no cultivo de microalgas (LOPES, 2007, ANDREWS et al.,
2008; MORAIS, 2008).

Para a produgcdo de biocombustiveis faz-se necessario combinar
produtividade de biomassa e teor de 6leo. Pesquisadores (ANDREWS et al.,
2008; WANG et al.,, 2008) tém apresentado relatos de que a deficiéncia de
nitrogénio em meios de cultivo aumenta a concentragao de lipideos nas células.

Liu et al. (2008) em estudo de meios com e sem nitrogénio observaram que
culturas com adi¢cao de nitrogénio apresentaram a menor densidade celular e o
inicio da fase de declinio foi mais cedo do que o controle.

Contrariamente, Lv et al. (2010) afirmam que a baixa concentragdo de
nitrogénio gera estresse que reduz o processo de divisdo celular, diminuindo a
produtividade do cultivo e, consequentemente, a produtividade do dleo.

Para o cultivo de microalgas tem que se considerar seu ciclo produtivo
(Figura 3.2). A fase lag é a fase de adaptagdo do microrganismo onde n&o ha
crescimento da populacdo, apenas aumento do tamanho das células (MADIGAN
et al., 2004). Na fase log a taxa de crescimento € maxima, correndo o pico de

atividade fisiologica. Logo em seguida tem-se a fase estacionaria, quando a
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populagdo atinge seu maximo e a taxa de crescimento € nula (MADIGAN et al.,
2004). Acontece o acumulo de substancias toxicas e diminuicdo do numero de
células viaveis. Na ultima fase, a de declinio ocorre acumulo adicional de produtos
metabdlicos inibitérios (MADIGAN et al., 2004). A taxa de morte é acelerada e o

numero de células diminui de modo exponencial.
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Figura 3.2 - Curva de Crescimento de microrganismos e suas fases tipicas (TORTORA
et al., 2000).

Apesar de se tratarem de microrganismos de excelente resisténcia a
condicbes adversas, as microalgas tém sua taxa de crescimento maximizada
quando cultivadas em condi¢cdes especificas.

Andrews et al. (2008) afirmam que os referidos microrganismos necessitam
de luz, diéxido de carbono, sais e agua para crescer. Entretanto, pesquisadores
fazem algumas meng¢des quanto aos paradmetros 6timos para o cultivo das cepas.
Dentre estes tem-se temperatura, tempo, pH, meio de cultivo, concentracdo de
COg, energia luminosa, agitagdo e mistura do meio (LOPES, 2007).

Quanto a temperatura Chisti (2007) assegura que a faixa entre (20 e 30) °C
€ a que promove melhor crescimento, enquanto a tolerancia atinge até 16 °C
(FAO CORPORATE DOCUMENT REPOSITORY, 1996).

Além de influenciar diretamente na adaptacdao da espécie ao meio, a

temperatura pode interferir indiretamente no cultivo. De acordo com Lopes (2007),



57

a temperatura influencia a solubilidade de gases, de maneira que quanto mais
elevadas, menor a solubilidade tanto do oxigénio quanto do didxido de carbono
prejudicando o cultivo. Desta maneira, condi¢cdes 6timas devem ser aplicadas nos
fotobiorreatores para promover o maximo crescimento dos microrganismos.

As microalgas, assim como outros microrganismos, possuem uma faixa de
pH 6tima ao crescimento e uma faixa mais ampla de toleréancia (MADIGAN, 2004).
A faixa de pH considerada 6tima para a fotossintese situa-se entre 7,5 e 10,
estando os limites minimos entre 6,5 e 7,0 (LOPES, 2007). Andrews et al. (2008)
reportam uma faixa 6tima entre 7,2 e 7,8 e outra de tolerancia entre 7 e 9, com
uma resposta minima de crescimento em pH de 6,5.

O consumo de carbono inorgénico no meio promove deslocamento do
equilibrio carbonato-bicarbonato no sistema tamp&o, gerando o aumento do pH.
Tal incremento pode interferir na taxa de crescimento dos microrganismos.

A disponibilidade de carbono também afeta as condi¢des de cultivo.
Segundo Ishida et al. (2001), a baixa disponibilidade de carbono pode causar
limitagdo do crescimento microalgal e a adicdo de CO, no meio de cultivo pode
aumentar em até 7 vezes a produtividade. Muradyan et al. (2004), constataram
que a concentragdo em acidos graxos triplicou com aumento da concentragéao de
(2 a 10) % de CO; nos cultivos de Dunaliella salina.

Estes microrganismos tém sido cultivados fotossinteticamente com CO,
atmosférico, ndo necessitando de diéxido de carbono de alta pureza. Enquanto a
atmosfera contém apenas (0,03 a 0,06) % de CO,, emissbes com elevadas
concentragbes deste gas podem resultar em um aumento na produtividade de
biomassa seca (ANDREWS et al., 2008). Isso faz com que gases de combustao,
com niveis de emissdes de CO; de (5 a 15) %, proveniente de usinas de energia,
sejam um substrato altamente disponivel para uso em processos com microalgas
(DOUCHA et al., 2005). Andrews et al. (2008) reportam resisténcia de Chlorella
sp. em concentragdes de CO, da ordem de (6 a 40) %.

De acordo com Lopes (2007), o mecanismo de concentragao de carbono
(CCM) explica a tolerancia das diversas espécies de microalgas a variadas
concentragdes de carbono. Desta forma, os gases de incineragéo, que produzem

em meédia (0,7 a 1,2) mg de CO, para cada 1 mg de residuo sdlido urbano
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incinerado (IPCC, 2000), constituem potenciais substratos para o cultivo de
microalgas.

Além da absorcdo de dioxido de carbono em periodos luminosos
(fotossintese), os organismos autotroficos realizam respiragao (liberacdo de COy)
em periodos desprovidos de luz. A relagdo entre a duragdo dos ciclos claro-
escuro em um cultivo denomina-se fotoperiodo. Borges (2005), Lopes (2007) e
Radmann & Costa (2008) utilizaram em seus experimentos fotoperiodos de 12
horas de luz e 12 de escuro. Segundo Andrews et al. (2008), o fotoperiodo étimo
é de 16:8 (luz:escuro).

A disponibilidade de energia luminosa esta diretamente relacionada a taxa
de fotossintese e, consequentemente, a taxa de sequestro de CO,. Desta
maneira, € comum supor que quanto maior a disponibilidade de energia luminosa
maior a produtividade da microalga e maior o sequestro de gas. Porém, Borges et
al. (2005), afirmam que eventos extremos de intensidade luminosa podem
prejudicar o crescimento das populagbes microbianas.

Existe um evento denominado fotoinibicdo em que o aparato fotossintético
satura e a fotossintese cessa. Morris (1981) afirma que espécies adaptadas a
sombra mostram-se fotoinibidas em intensidades luminosas baixas. Porém
espécies adaptadas a luz embora demonstrem eficiéncia fotossintética menor,
possuem maior resisténcia a fotoinibicao.

Por outro lado, a quantidade de luz pode interferir na formagao dos
constituintes celulares desejados. Em condi¢des de luz limitadas a assimilagao do
carbono é canalizada preferencialmente em direcdo da sintese de aminoacidos e
outros constituintes celulares essenciais, mas sob condi¢cbes saturadas de luz,
agucares e amido sao formados (LOPES, 2007).

Quanto aos fatores operacionais de importancia em fotobiorreatores, os
sistemas de agitagdo e mistura podem causar ou prevenir inumeros riscos
(MOLINA et al.,, 2001; LOPES, 2007). A turbuléncia promove melhoria da
transferéncia de massa e do movimento das células através das zonas de
claro/escuro do fotobiorreator, dificultam a formagdo de gradientes de
temperatura, a concentragcao de nutrientes e evitam a sedimentacao da biomassa
(GROBBELAAR, 2000; CHISTI, 2007 e LOPES, 2007).
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Entretanto, um sistema de agitagcdo e mistura inadequado pode causar
danos nas células (estresse hidrodindmico), com subsequente reducédo do
desempenho microbiano (WU & MERCHUK, 2004). Para solucionar este impasse
existem os fotobiorreatores de coluna de bolha (LUO & AL-DAHHAN, 2008). Ha
ainda estudos que reportam uso de bombas convencionais sem problemas de

estresse hidrodinamico para as microalgas.

3.2 Objetivos

Avaliar o efeito do cultivo com gas de incineragao de residuos no conteudo

lipidico da biomassa algal.

3.3 Material e Métodos

O projeto foi realizado na Universidade Federal de Vigosa, na area de

Energia do Departamento de Engenharia Agricola.

3.3.1 Cultivo da microalga

A microalga foi cultivada e mantida em meio Watanabe com baixo teor de
nitrogénio. Os cultivos foram realizados em fotobiorreatores tipo Erlenmeyer com
capacidade de 3 L com volume inicial de 2,5 L. Trés Erlenmeyers receberam CO,
puro e trés receberam efluente gasoso proveniente da incineragao dos residuos
durante 21 dias.

O gas de incineragéo foi diluido na corrente de ar de agitagdo do meio de

cultivo, em quantidade suficiente para satura-lo. O diéxido de carbono puro foi
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obtido através de um cilindro de CO; ultrapuro (White Martins), que consiste na

testemunha do experimento.

3.3.2 Construcao do incinerador

O incinerador construido para o experimento foi projetado com capacidade
para incinerar 0,4 kg h™ de residuos e possui duas camaras, a primaria de 14880
cm? e a secundaria de 9920 cm?®. As camaras do incinerador sdo construidas com
tijolos refratarios. As paredes refratarias sao revestidas por uma camada de tijolos
isolantes e esta ultima é totalmente recoberta em acgo carbono.

O incinerador desenvolvido segue todos os preceitos pertinentes a
decomposicao térmica dos residuos preconizada na norma ABNT NBR 11175.

Devido ao potencial toxicolégico dos residuos de saude, optou-se pela ndo
utilizacdo destes no experimento. Desta maneira, o residuo incinerado foi
proveniente de uma simulagdo de residuos de saude a partir da composi¢cao
gravimétrica descrita em literatura (FERREIRA, 1999; SOARES et al., 2001 e
SALOMAO et al., 2004). Os residuos possuem em média 32 % de papel, 31 % de
plastico, 8 % de borracha (luvas), 12,5 % de tecido, 2,5 % de vidro, 5,5 % de
metal e 8,5 % de matéria organica (carne).

O residuo é inserido pelo compartimento de alimentagdo (Figura 3.3a) e
desce até uma grelha. A alimentagdo do incinerador com residuos foi efetuada a
cada quinze minutos com cargas de 100 g de residuo simulado (Figura 3.3b).

O gas de incineracao foi previamente tratado de maneira a possibilitar a
remocao de vapores acidos e cinzas, e teve sua temperatura reduzida a 25 °C. O
sistema de tratamento de gases consiste de equipamentos em série: resfriador,

ciclone, lavador Venturi e removedor de névoa (demister).
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Figura 3.3 — (a) Tratamento de gases. (b) Cargas de 100 g de residuos.

Todo o escoamento de gas de incineragdo é realizado por um exaustor
centrifugo, com pas curvadas para tras. Um analisador de gases (Marca Testo,
Modelo 327-1) foi utilizado para quantificar o teor de O,, H,O, NO,x CO, CO; e

excesso de ar durante a incineragao dos residuos.
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3.3.3 Anélises

As analises foram realizadas no Laboratério de Operacgdes e Processos do

Departamento de Engenharia de Alimentos.

3.3.3.1 Extracédo e quantificacdo de lipideos

Para quantificagcao de lipideos totais a metodologia empregada foi proposta
por Bligh & Dryer (1959) descrita por Manirakiza et al. (2001), mediada por um
aparelho de ultrassom (RANJAN et al., 2010).

O método foi realizado usando-se 100 mg de biomassa seca e, como
solvente, uma mistura de cloroférmio, metanol e agua (2:2:1 v/v). O material foi
levado ao vortex por 2 minutos. Posteriormente as amostras foram levadas ao
banho ultrassénico (Unique UltraCleaner, modelo 1400A) por trés ciclos de 15
minutos com intervalos de trés minutos afim do rompimento celular das amostras
liofilizadas e melhor expressao do conteudo de lipideos.

As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 2000 rpm (Centrifugue
Eppendorf, modelo 5430, 6 x 110 G) e o extrato retirado com pipeta de pasteur. O
precipitado foi lavado com cloroformio e agitado no vortex (Phoenix Luferco
modelo AP56, 3800 rpm) por 2 minutos para uma segunda extragdo. Depois da
centrifugacéao, a fase com cloroférmio foi adicionada ao primeiro extrato.

A evaporacgao dos solventes deu-se em estufa a 104 °C por uma hora. Os
lipideos produzidos na biomassa foram quantificados através do método

gravimeétrico proposto por Ranjan et al. (2010).
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3.3.4 Andlise estatistica

Os resultados de concentragdo de lipideos foram analisados através de

Analise de Variancia (ANOVA) e Teste T, com nivel de significancia de 5 %.

3.4 Resultados e Discussao

3.4.1 Lipideos

Os resultados obtidos de lipideo em porcentagem estdo na Tabela 3.1.
Estatisticamente os resultados n&o diferiram entre si ao nivel de 5 % de

significancia.

Tabela 3.1 — Lipideo (%) para inéculo, cultivo com gas de incineragéo e CO, puro.

In6culo Repeticéo CO, deincineracéao CO; puro
1 19,09 9,97
2 17,51 22,53
16,17 a 3 17,59 17,31
Média 18,07 £ 0,67 a 16,60 + 2,85 a

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste T a 5 % de

probabilidade.

Neste estudo encontrou-se concentracdo de 0,0773 g L™ para CO, de
incineracdo e 0,0803 g L™ para CO, puro. De acordo com Campos et al. (2010)
Chlorella minutissima cultivada em meio Conway apresenta 0,0022 g L de
lipideo. Duas outras clorofitas foram avaliadas, Tetraselmis gracilis e Dunaliella
tertiolecta obtendo-se respectivamente 0,0053 e 0,0024 g L™ de lipideo.

Andrews et al. (2008) afirmam que o cultivo de Nannocholis tem um
aumento do teor de lipideos de 32,9 g L para 42,4 g L' quando comparados
meio com médio teor nitrogénio e meio com baixo teor de nitrogénio,

respectivamente.
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Os resultados obtidos sdo 18,07 % e 16,60 % para cultivo com gas de
incineracdo e com CO, puro, respectivamente. O indculo, cultivado com meio
Watanabe, obteve teor de lipideo de 16,17 %. Estatisticamente, estes valores nao
diferem entre si.

Becker (2004) afirma que as microalgas podem apresentar de (1 a 40) %
de lipideos, e em determinadas condi¢cbes de cultivo, pode alcancar 85 %. Os
principais fatores intervenientes na producao de lipideos sdo a composicdo do
meio de cultivo, a salinidade, pH, temperatura e a intensidade luminosa.

lliman et al. (2000) reportaram que o cultivo da Chlorella emersonii em
meio de cultura deficiente de nitrogénio produz uma biomassa contendo 63 % de
lipideos.

Lv et al. (2010) encontrou valores em torno de 30 % de lipideo para cultivo
de Chlorella vulgaris KNO3; concentragcao de 1,0 mM e alimentagédo de gas 1,2 L
min" a 1 % de CO,.

Conforme Scragg et al. (2002), teores da ordem de (28 e 25) % podem ser
encontrados para Chlorella vulgaris e Chlorella emersonii em meio Watanabe
comum, respectivamente. Para meio com baixo teor de nitrogénio valores da
ordem de 58 e 34 % foram encontrados para Chlorella vulgaris e Chlorella
emersonii, respectivamente.

Para outras microalgas os resultados podem ser inferiores. Borges (2005)
encontrou fracao lipidica de 16,2 %, 2,9 % e 2,7 % para cultivos de N. oculata, S.
costatum e T. fluviatilis respectivamente.

Zepka et al. (2008) variando a temperatura de secagem entre (40, 50 e 60)
°C e a espessura da bandeja entre (5 e 7) mm encontraram resultados de lipidios
para Aphanothece microscopica Na geli da ordem de (7,1 a 7,9) %.

O cultivo em Watanabe com baixo teor de nitrogénio n&o produziu aumento
na producao de lipideos, quando comparado ao meio cultivado com Watanabe
simples. Os resultados para ambos os cultivos quando comparados a dados de
outros pesquisadores mostram-se inferiores.

Um importante aspecto a ser considerado é a intensidade luminosa. A
luminosidade pode  produzir mudangas no aparato fotossintético,
que modulam a atividade de enzimas-chave do processo de sintese de acido

graxo (LV et al.,, 2010). Células expostas a baixas intensidades luminosas
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possuem altos teores lipidicos, porém baixas concentracbes de biomassa
(CHISTI, 2007).
Lv et al. (2010) observaram valores de lipideos maximos para Chlorella

vulgaris (20 %) para a luminosidade de 60 pmol fétons m? s™.

Para as
luminosidades de (24 e 120) umol fétons m? s™, houve produgédo de lipideos de
14,1 % e 11,0 %, respectivamente. Desta forma, intensidades luminosas muito
baixas também n&o produzem teores lipidicos muito elevados.

Neste experimento a intensidade luminosa utilizada foi de 529 lux enquanto
outros pesquisadores (LOPES, 2007; MORAIS & COSTA, 2007; RANJAN et al.,

2010 e PENTEADO, 2010) utilizam intensidade luminosa superiores a 1000 lux.
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3.5 Conclusdes

O teor de lipideos encontrado nas amostras avaliadas no presente
experimento foi inferior ao de pesquisas de outros autores.

Este fato pode ter justificativa na intensidade luminosa utilizada no estudo,
abaixo de valores utilizados por outros autores.

Esperava-se que a o cultivo em Watanabe com baixo teor de nitrogénio
produzisse estresse celular, de maneira a aumentar a produgdo de lipideos
quando comparado ao cultivo em meio Watanabe comum. No entanto, a
interferéncia esperada nao foi observada, de maneira que ao nivel de 5 % de
probabilidade as médias nao diferiram entre si.

O cultivo com gas de incineragdo apresentou valores estatisticamente
iguais aos cultivos com CO, puro e o indculo. Desta maneira, pode-se concluir
que os gases contaminantes presentes no meio nao prejudicaram a produgéo de

lipideos.
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4 Conclusodes Gerais

O incinerador projetado e seu sistema de tratamento de gases funcionaram
corretamente, produzindo efluentes atmosféricos com baixos teores de poluentes.

O cultivo de Chlorella sp. se mostrou resistente a suplementagdo com gas
de incineracao de residuos, apresentando o mesmo crescimento que quando
cultivada com CO; puro.

O teor de lipideos encontrado nas amostras € inferior ao de pesquisas de
outros autores. A interferéncia esperada pelo cultivo com meio em baixo teor de
nitrogénio nao foi observada, de maneira que ao nivel de 5 % de probabilidade as
médias nao diferiram entre si.

O cultivo com gas de incineragdo apresentou valores de lipideos
estatisticamente iguais aos cultivos com CO; puro e o inéculo. Desta maneira,
pode-se concluir que o0s gases contaminantes presentes no meio nao
prejudicaram a produgao de lipideos. O sequestro de CO, obtido foi equiparavel a
estudos de literatura para gases como o de combustdo de termoelétricas. Desta
forma, Chlorella sp. pode ser utilizada em larga escala para sequ estro de
dioxido de carbono em incineradores de plantas industriais. No entanto, o
crescimento deve ser acompanhado de maneira a se observar a introducdo de
poluentes no cultivo e a necessidade de nutrientes.

Ademais, o projeto de fotobiorreatores acoplados a plantas de tratamento
de gases de incineragcdo de residuos pode vir a constituir um mecanismo de
desenvolvimento limpo. Isto porque foi comprovada a capacidade de sequestro de
gases estufa pelas microalgas, minimizando a contribuicdo para o aquecimento
global. Desta maneira, € possivel converter o sequestro em créditos de carbono,

gerando lucro a um empreendimento de tratamento térmico de residuos.
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