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RESUMO

Inserida na problemaética do aquecimento global, a industria de cimento € uma das que
mais contribui para emissdo de CO, e de poluentes como SO, e NO;, na atmosfera.
Visando alternativas para mitigacdo desses gases, que sdo oriundos principalmente de
processos de combustdo, foram testados seis cultivos fototréficos semicontinuos de
Chlorella sorokiniana, para avaliar o efeito de diferentes volumes (0,1; 0,3; 0,8; 1,5; 6 e
48 L d) de uma simulagdo gasosa composta por CO, (18%), O, (9%), NO, (300 ppm)
e SO, (140 ppm). Os volumes variaram conforme o aumento do tempo de
borbulhamento diario dos gases nos cultivos. O tratamento controle, composto por ar
sintético e CO, (18%), teve seu tempo de borbulhamento definido pela variacdo de pH
do meio. O fornecimento da simulacdo gasosa resultou na acidificacdo do meio de
cultura e afetou a densidade celular, a atividade fotossintética, a viabilidade celular e a
composicdo bioquimica de C. sorokiniana. Comparadas ao controle, as exposi¢des
diarias de 6 e 48 L gas d™* reduziram a taxa especifica de crescimento em 17 e 39%,
respectivamente. Por meio da fluorescéncia de amplitude modulada (PAM), verificamos
baixos valores de rendimento quantico maximo (®y 0,40) e operacional (®’y 0,47) um
dia apés o primeiro borbulhamento de 48 L gas. Curvas de saturacdo de luz
confirmaram os efeitos negativos do estresse prolongado a mistura gasosa. A analise de
decaimento da fluorescéncia da clorofila, por sua vez, indicou um aumento da energia
luminosa direcionada a fotoquimica da fotossintese (gP) e baixos valores de dissipacao
ndo fotoquimica da energia luminosa (qN e NPQ). A simulacdo gasosa resultou, ainda,
em menor viabilidade celular, se comparada ao controle. Pelas analises bioquimicas,
constatamos que 6 e 48 L gas d* levaram a um aumento significativo do contetido
proteico de 75% e 154%, respectivamente; 0s mesmos tratamentos também aumentaram
a quantidade de carboidratos totais em 148% e 195%. Apesar das alteragdes
fisioldgicas, C. sorokiniana resistiu as condi¢cdes subotimas de crescimento, 0 que
comprova sua robustez e relevancia em aplicagdes biotecnoldgicas envolvendo gases de

combustéo.

Palavras-chave: Chlorella sorokiniana. Cimento. Gases de combustdo. Fluorescéncia.

Fotossintese. Viabilidade celular. Proteinas. Carboidratos.



ABSTRACT

The cement industry, closely associated with the global warming question, accounts for
significant emissions of CO, and other air pollutants, such as SO, and NO; in the
atmosphere. In search for ways to mitigate the atmospheric CO,, we performed semi-
continuous cultures of Chlorella sorokiniana under phototrophic conditions to test the
effect of a flue gas simulation (18% CO,, 9% O,, 300 ppm NO; and 140 ppm SO,).
This was provided once a day in six serial experiments, in which the exposure to the gas
was increased through the increase of bubbling time. A constant flow rate allowed us to
calculate the total volume of gas introduced into the system each day (0.1, 0.3, 0.8, 1.5,
6 and 48 L). Air-CO;, (18%) was used as control and its bubbling time was pH-
regulated. Culture medium acidification led to suboptimal growth conditions that
affected cell density, photosynthetic activity, cell viability and the biochemical
composition of C. sorokiniana. Compared to control, the specific growth rate decreased
by 17 and 39% in cultures that received 6 and 48 L gas d*, respectively. The pulse-
amplitude modulated (PAM) fluorometry was used for culture evaluation. It revealed
low maximum quantum vyield (®y 0.40) and operational quantum vyield (®'y 0.47)
values one day after 48 L gas bubbling. Light saturation curves confirmed the negative
effects of long-time gas simulation stress. On the other hand, quenching analysis
indicated an increase in photochemical light use and low values of non photochemical
quanching (N and NPQ). Exposure of the cells to the flue gas simulation resulted in
lower cell viability compared to control. Biochemical analysis showed that 6 and 48 L
gas d significantly increased protein content by 75% and 154%, respectively; total
carbohydrates also increased in the presence of the gas, 148% and 195%, respectively.
Despite the physiological changes, C. sorokiniana resisted suboptimal growth
conditions imposed by the gas, supporting its vigorous nature and relevance in

biotechnological applications with flue gases.

Keywords: Chlorella sorokiniana. Cement flue gases. Fluorescence. Photosynthesis.
Cell viability. Proteins. Carbohydrates.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representacdo esquematica da serie de cultivos semicontinuos. A repicagem
de células foi realizada em 72 h do cultivo anterior para novos meios esterilizados,
sempre em triplicata. O tempo de borbulhamento ininterrupto de gas aumentou ao longo
dOS AITEreNteS CUITIVOS. .....ooviiviiiiiieiee bbb 16

Figura 2. (a) Cilindro utilizado no armazenamento da simulacéo de gases de combustéo
(SGC). A ele foi acoplado um regulador de pressdo de duplo estagio. Regulada a
pressdo, 0 gas era conduzido ao sistema de regulacdo de fluxo, de onde seguia para as
culturas de microalgas. (b) Cultivo de C. sorokiniana em frascos de vidro de 500 mL. O
borbulhamento de gases foi simultdneo em todas as trés réplicas...........ccccocevvrivereennns 17

Figura 3. Representacdo esquematica dos cinco niveis de fluorescéncia, em unidades
relativas (RFU), obtidos a partir da fluorometria PAM: fluorescéncia maxima em
adaptacdo ao escuro (Fny); fluorescéncia maxima em adaptagio a luz (F’y);
fluorescéncia minima em adaptacdo ao escuro (F,); fluorescéncia minima em adaptacéao
a luz (F’o) e fluorescéncia em estado estavel de transporte de elétrons (Fs). Quatro tipos
de luz séo usados durante as leituras: luz modulada (LM); pulso saturante (PS); luz
actinica (LA) e luz na faixa do vermelho-extremo (VE). .......ccccooereiiiininniiciesene 18

Figura 4. Curva-padrdo de absorbancia (Abs) para determinacdo de (a) proteinas totais,
preparada com albumina bovina (BSA) e (b) carboidratos totais, preparada com glicose.
As barras de erro indicam 0 desvio Padréo (N = 3)...cccceieririniieeeee e 22

Figura 5. Densidade celular de C. sorokiniana (a) em valores brutos e (b) em logaritmo
natural. As setas indicam os dias em que o borbulhamento dos gases foi realizado.
Barras de erro indicam 0 desvio padrao (N = 3). ..o 23

Figura 6. Resultados de (a) taxa especifica de crescimento e (b) biomassa final (120 h)
de C. sorokiniana em cultivos com diferentes exposicdes a SGC. A linha tracejada
representa o valor obtido com o tratamento controle. Letras iguais sobre as barras
indicam semelhanca estatistica. A letra ao lado da linha tracejada corresponde a
estatistica para o controle. As barras de erro indicam o desvio padrdo (n = 3).............. 24

Figura 7. Acompanhamento diario de (a) concentracdo celular de clorofila a (Chl a) e
(b) rendimento quantico maximo (®y) de C. sorokiniana. As setas especificam os dias
em que o borbulhamento dos gases foi realizado. As barras de erro indicam 0 desvio
O o LT TR ) PSSR 25

Figura 8. Valores de rendimento quantico maximo (®y) e operacional (®’y) em C.
sorokiniana, 24 h apos a primeira exposicdo a diferentes cargas de SGC. As linhas
integra e tracejada representam, respectivamente, os resultados do tratamento controle
para @y e ©’ . As barras de erro indicam 0 desvio padrdo (N = 3). ....cccccevvriieninnnnnns 25



Figura 9. Valores de quenching (qP, gN e NPQ) em C. sorokiniana, 24 h apos a
primeira exposicdo a diferentes cargas de SGC. As linhas integra e tracejada
correspondem aos resultados do tratamento controle para gP e QgN/NPQ,
respectivamente. As barras de erro indicam 0 desvio padréo (N = 3)......cccccererierreennns 26

Figura 10. Curvas de saturacdo de luz em C. sorokiniana, 24h apds a primeira
exposicdo a diferentes cargas de SGC. As barras de erro indicam o desvio padrdo (n =
K ) S S 27

Figura 11. Efeito da exposigéo crescente de C. sorokiniana a SGC nos valores de (a) a,
(b) ETRmax () 1k e (d) R®. A linha tracejada indica o valor obtido com o tratamento
controle. As barras de erro indicam 0 desvio padrao (N =3). ..ccccovevierenienieenesee e 27

Figura 12. Viabilidade celular de C. sorokiniana, quando exposta a simulacdo de gases
de combustdo (SGC). A linha tracejada representa o valor obtido com o tratamento
controle. Letras iguais sobre as barras indicam semelhanca estatistica. A letra ao lado da
linha tracejada corresponde a estatistica para o controle. As barras de erro indicam o
deSVIO PAAIAD (N = 3). ccuieiieii ettt e e e re e e re e re e e e nreens 33

Figura 13. Gréaficos de dispersdo ilustrando a deteccdo de fluorescéncia da clorofila
(Nucleated Cells) em diferentes culturas de C. sorokiniana, 24 h apds primeira
exposicao a (a) Ar-CO, 18% (controle); (b) 0,1 L SGC; (c) 0,3 L SGC; (d) 0,8 L SGC;
() 1,5 L SGC; (f) 6 L SGC e (g) 48 L SGC. Células viaveis (Live) estdo agrupadas na
area superior esquerda; células ndo-vidveis (Dead) se concentram na area inferior
esquerda, proximo a linha tracejada que delimita a zona de detritos (Debris)............... 34

Figura 14. (a) Proteinas totais, (b) carboidratos totais e (c) razdo proteina:carboidrato
(P:C) em C. sorokiniana, quando exposta a simulacdo de gases de combustdo (SGC). A
linha tracejada representa o valor obtido com o tratamento controle. Letras iguais sobre
as barras indicam semelhanga estatistica. A letra ao lado da linha tracejada corresponde
a estatistica para o controle. As barras de erro indicam o desvio padrdo (n = 3)............ 36



BSA
Chla
CKD
Abs
ETR
ETRmax

D’y
SGC

NPQ
PAM
PAR
Qa
gP
gN

RFU

LISTA DE ABREVIATURAS

Inclinag&o inicial da curva de saturagéo de luz, fase em que somente a luz
é fator limitante a fotossintese

Albumina sérica bovina

Concentracéo de clorofila a

P6 de forno de cimento

Absorbancia

Taxa relativa de transporte de elétrons

Maxima taxa relativa de transporte de elétrons
Rendimento quéntico maximo

Rendimento quantico operacional

Simulacao de gases de combustéo

Fluorescéncia maxima em adaptacéo ao escuro
Fluorescéncia maxima em adaptacdo a luz

Fluorescéncia minima em adaptacdo ao escuro
Fluorescéncia minima em adaptacéo a luz

Fluorescéncia em estado estavel de transporte de elétrons
Irradiacdo saturante

Taxa especifica de crescimento

Decaimento ndo-fotoquimico equivalente a perda de calor
Fluorescéncia de amplitude modulada

Radiag&o fotossinteticamente ativa

Plastoquinona a

Decaimento fotoquimico

Decaimento ndo-fotoquimico

Respiracao

Unidades relativas de fluorescéncia



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ..ottt sttt 10
2. OBJIETIVOS ...ttt sttt sb et neane e 15
2.1 ODBJELIVO QETal ..ocevieieiece e e 15
2.2 ODjJetivOs ESPECITICOS ....c.viivieiiieie st 15
3. MATERIAIS E METODOS........cooiiieeieeeeeese et 16
3.1  Cultivo fototrofico de Chlorella sorokiniana...........cccoevveveveieneiein s, 16
3.2 TESIES COM QASES.....cveereeuriiieeite ettt ettt ettt ettt nn e 17
3.3  Medicdes e Parametros fotoSSINtELICOS .......ccvevveviiiiiiciciciee e 18
3.4  Viabilidade celular e analises bioquimicas..........ccccocevveveiieir e 21
3.5 ANALISE A0S JAUOS ....ccvveviiiiiiiie s 22
4. RESULTADOS E DISCUSSAO .......cooeviveiieerceseeseeeses e sietssssesasses s sessesenns 23
B.1  CAPITULO L.ttt 23
411 RESUITAUOS. .. eeveeeieiieiecie sttt 23
I I 1ol (17 o SR 28

4.2 CAPITULO 2.ttt 33
4.2.1  RESUIAAODS. .....eveiiiiieiiieie ettt nneenns 33
A L1 o] (17 o SR 37

5. CONCLUSOES ..ottt 40

B. REFERENCIAS .....cooticeieeete ettt 41



1. INTRODUCAO

A atividade industrial sustenta diversos setores da economia e requer um consumo
massivo de energia. Como consequéncia, cresce a preocupacdo ambiental com relacao
aos residuos liberados a partir dessas atividades. A poluicdo do ar tem importante
destaque nessa discussdo, uma vez que a queima de combustiveis fosseis ainda é
largamente utilizada.

O aumento da concentracdo atmosférica de dioxido de carbono (CO,) acentua o
efeito estufa, levando ao aquecimento global. Severas consequéncias desse fendmeno
séo previstas a curto e longo prazo, incluindo derretimento do gelo polar, elevacéo do
nivel dos oceanos, morte de corais por aguecimento das aguas, desertificacdo,
intensificacdo de estiagens, alteracbes em regimes pluviométricos, impactos em
interacbes biodticas e comprometimento de servigos ecossisttmicos (LAM; LEE;
MOHAMED, 2012; MONTOYA; RAFFAELLI, 2010; SOLOMON et al., 2009).

Dentre as atividades industriais, a producdo de cimento tém impacto direto no
agravamento desse cendrio. Segundo Benhelal et al. (2013), fabricas de cimento séo
responsaveis por 5-7% das emissdes globais de CO,, com uma liberacdo estimada de
900 kg de CO; para cada tonelada de cimento produzida. A maior parte do CO, emitido
provem da combustdo em fornos onde ocorrem 0s processos de calcinacdo e
clinquerizacdo (JOSA et al., 2007). Além disso, o consumo de energia em todo o
processo de extracdo e trituracdo do calcério, resfriamento e moagem do clinquer,
somado ao transporte e distribuicdo do cimento, representa um acréscimo indireto de
CO;, na atmosfera (ALl et al., 2011).

Além de CO; e material particulado, gases potencialmente toxicos, como 6xidos
de nitrogénio (NOy) e dioxido de enxofre (SO,), também estdo presentes em gases
liberados dos fornos de clinquer. A oxidacdo de mondxido de nitrogénio (NO) leva a
formacdo de dioxido de nitrogénio (NO,), poluente responsavel por causar graves
doencas respiratorias (CASTRO; ARAUJO; SILVA, 2013). Originado do enxofre
encontrado na argila e em outros materiais brutos queimados nos fornos (JOSA et al.,
2007), o SO, possui alta reatividade com outros poluentes atmosféricos e é, assim como
NOy, um precursor do fendmeno conhecido como chuva acida (RADMANN et al.,
2011). A chuva acida afeta ndo apenas 0s ecossistemas naturais, mas as areas urbanas,
danificando edificios e monumentos historicos. Além de causar eutrofizagdo em lagos,

0s Oxidos de nitrogénio, junto com o SO,, bloqueiam a luz solar e afetam a visibilidade
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em ambientes densamente poluidos. Tal efeito, denominado smog fotoquimico, decorre
da reacdo atmosférica de NOx com compostos organicos volateis, na presenca de luz
(SUN; ZWOLINSKA; CHMIELEWSKI, 2015).

Em um estudo de modelagem com gases de cimento, Abu-Allaban e Abu-Qudais
(2011) estimaram uma concentracdo anual de SO, e de NOx no ambiente de 0,005 e
0,008 ppm, respectivamente. Ambas as concentracGes dependem ndo apenas do tempo
de previsdo usado no modelo, mas da distancia de uma fonte emissora (2 km, no caso
desse estudo). A caracterizacdo das emissbes de gases de combustdo liberados por
industrias cimenteiras varia na literatura (LI et al., 2013). O percentual tipico de CO,,
por exemplo, oscila entre 14 a 33% (BOSOAGA; MASEK; OAKEY, 2009). S&o fatores
que justificam tais discrepancias: o tipo de cimento produzido, o tipo de combustivel
utilizado no aquecimento do calcério, a composicdo do clinquer e o nivel de tecnologia
empregado no processo de producdo como um todo (JOSA et al., 2007).

Estratégias para mitigacdo do efeito estufa e da poluicdo do ar tém sido
amplamente estudadas (CUELLAR-FRANCA; AZAPAGIC, 2014; JACOBSON, 2009;
WOODWARD et al., 2009). Conciliar a atividade industrial com a bioremediacéo de
efluentes € uma alternativa que merece destaque. A ideia de associar gases de
combustdo de cimento com sistemas de cultivo de microalgas vem sendo incentivada
em diferentes trabalhos (BORKENSTEIN et al., 2011; LARA-GIL; ALVAREZ;
PACHECO, 2014; OLOFSSON et al., 2015; TALEC et al., 2013). O cultivo de
microalgas beneficia-se de um mecanismo natural, a fotossintese, para promover a
fixacdo de carbono. Alvo de grande interesse em aplicacbes biotecnoldgicas, as
microalgas possuem maior eficiéncia fotossintética do que plantas vasculares e seu
cultivo pode ser realizado em espagos menores, por meio de biorreatores apropriados
(MUJTABA et al., 2012). Em estudos toxicoldgicos, esses organismos atuam como
bioindicadores de poluicdo tanto em ambientes marinhos quanto de &gua doce
(HORNSTROM, 1990). Por seu rapido crescimento, facil isolamento e manipulacéo em
laboratdrio, as microalgas também representam um sistema ideal para estudo dos
mecanismos e da regulacdo do fluxo de elétrons na fotossintese (CARDOL; FORTI;
FINAZZI, 2011).

A selecdo adequada de uma espécie de microalga é determinante para a eficacia
da bioremediacdo de efluentes gasosos. Dentre as microalgas citadas e comparadas por
Cuellar-Bermudez et al. (2015), o género Chlorella ganha destaque em taxa de consumo

de CO,, producdo de biomassa e tolerancia a altas concentracBes de CO,. A espécie

11



Chlorella sorokiniana Shihira et Krauss (1965) é considerada um microorganismo-
modelo para estudos sobre mitigacdo de carbono. Trata-se de uma espécie unicelular,
robusta, com alta tolerancia a variacdes de temperatura, capaz de crescer em aguas
residuais acrescidas de CO, e de remover NOx de forma eficiente (LIZZUL et al.,
2014). Morita et al. (2000) comprovaram a resisténcia e o elevado desempenho
fotossintético de uma cepa de C. sorokiniana em testes com CO,, NO e SO,. Mesmo
apresentando diferentes taxas de crescimento, outra estirpe da mesma espécie conseguiu
crescer em uma faixa de pH de 5,0 a 10,0 (XIA et al., 2013), caracteristica importante
quando se trabalha com gases acidos, como NOy e SO, e concentracdes elevadas de
CO..

Independentemente da espécie escolhida para o cultivo, o comportamento
fisiolégico das microalgas precisa ser avaliado com precisdao. A fluorescéncia de
amplitude modulada (PAM) é uma ferramenta cada vez mais usada para esse intuito. A
associagdo de fluorescéncia com fisiologia decorre do principio basico de que a energia
luminosa incidente sobre um organismo fotossintetizante, seja ele uma microalga,
cianobactéria ou um vegetal vascular, pode ter trés possiveis destinos: (1) investimento
energético em fotoquimica, por meio do qual ocorre a producdo de biomassa e
compostos bioquimicos de interesse comercial; (2) perda de energia por dissipacao de
calor e (3) reemissdo de luz na forma de fluorescéncia da clorofila (MISRA; MISRA;
SINGH, 2012). O estado fisiol6gico do organismo e sua reacdo as condi¢cbes ambientais
exercem alta influéncia no destino dessa energia. A partir da deteccao de fluorescéncia,
emitida principalmente pelo fotossistema Il (PSII), a técnica PAM consegue estimar a
perda de calor e, assim, inferir o quanto de energia foi investido em fotoquimica. Trata-
se de uma andlise rapida, sensivel, ndo-invasiva (NAPOLEON:; CLAQUIN, 2012),
capaz de detectar alteracGes fisiologicas causadas por quantidades vestigiais de
componentes toxicos (LOMBARDI; MALDONADO, 2011) e sua associagdo com
gases de combustdo em cultivos de microalgas € uma abordagem inovadora.

Usado para monitorar alteracbes no transporte linear de elétrons in vivo, o
rendimento quéntico € um dos parametros mais importantes obtidos a partir da
fluorometria PAM. Seu valor depende ndo apenas da quantidade de centros de reagéo
abertos no PSII, mas da eficiéncia com a qual esses centros abertos conseguem capturar
e utilizar a energia de excitagcdo armazenada no interior dos complexos PSIl (GENTY;
BRIANTAIS; BAKER, 1989). Estimada a partir do rendimento quéantico de células

adaptadas a luz, a taxa de transporte de elétrons pode ser analisada em um intervalo
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crescente de irradiancia, possibilitando a construcdo de curvas de saturacdo de luz.
Considerada a maior contribui¢io a fluorometria PAM (ENRIQUEZ; BOROWITZKA,
2010), a anélise de decaimento da fluorescéncia (quenching) permite a comparagdo
entre a proporcdo de energia investida em fotoguimica e a quantidade de energia
perdida em processos como a liberagdo de calor, dependendo das condi¢cdes ambientais
as quais as microalgas séo expostas.

Dados sobre a viabilidade celular complementam a anélise dos efeitos que os
gases de combustdo podem exercer em C. sorokiniana. Considerada uma ferramenta
importante em testes de toxicidade envolvendo microalgas (FRANQUEIRA et al.,
2000), a citometria de fluxo, além de distinguir contaminantes em bioensaios
multiespecificos (STAUBER; FRANKLIN; ADAMS, 2002), também é capaz de
detectar rapidamente o efeito de compostos nocivos em organismos fotossintetizantes
por meio de medicdes in vivo da fluorescéncia da clorofila (PRADO et al., 2015).

Se bem sucedida, a iniciativa de cultivar microalgas para promover a
biorremediagédo de efluentes gasosos pode, ainda, gerar uma biomassa comercialmente
desejavel. As perspectivas de uso em larga escala das microalgas para fins econémicos
vém sendo analisadas ha décadas (BONOTTO, 1988; KLAUSNER, 1986; RAJA et al.,
2014; SUGANYA et al., 2016). Van Den Hende, Vervaeren e Boon (2012) apontam que
é possivel usar gases de combustao para alterar e valorizar a composic¢ao bioquimica das
algas. Muito se discute a respeito da producdo de lipidios a partir do cultivo de
microalgas com gases de combustdo (KAO et al.,, 2014; LIZZUL et al.,, 2014;
RADMANN; COSTA, 2008; XIA et al., 2013), aspecto este que tem como principal
objetivo a geracdo de biocombustiveis. Sabe-se que C. sorokiniana apresenta nao
apenas uma maior produtividade lipidica (XIA et al., 2013), mas uma composicdo de
acidos graxos modificada quando cultivada com gases de combustdo (KUMAR;
BANERJEE; DAS, 2014).

Faltam informacOes, no entanto, a respeito da quantificacdo de proteinas e
carboidratos em C. sorokiniana, quando exposta a gases de combustdo. Sabe-se que em
Chlorella wvulgaris, Dunaliella tertiolecta, Isochrysis galbana e Thalassiosira
weissflogii, 0 uso de gases de combustdo oriundos da produgéo de cimento ndo afeta de
forma significativa a composi¢éo de carboidratos e proteinas (TALEC et al., 2013). Em
Tetraselmis sp. e Skeletonema marinoi, o borbulhamento de gases de cimento com CO,
(12-15%) também ndo alterou o conteudo lipidico, proteico e de carboidratos, se

comparado ao fornecimento de ar e CO, puro (OLOFSSON et al., 2015). E importante
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ressaltar que cada espécie de alga pode responder a um agente quimico de diferentes
maneiras. Dependendo das condigdes de cultivo e da forma como s&o fornecidos, 0s
gases de combustdo podem induzir C. sorokiniana a um estado de estresse, capaz de
elevar o acumulo de proteinas e/ou de carboidratos. Trata-se, pois, de uma lacuna a ser
preenchida e de uma contribuicdo para referéncias sobre a bioquimica dessa espécie em
particular.

Embora Chlorella seja um grupo reconhecido e valorizado para suplementagéo
alimentar (GUCCIONE et al., 2014; SUGANYA et al., 2016), particularmente por sua
alta constituicdo proteica, sdo necessarios estudos toxicologicos prévios quando seu
cultivo é associado a gases poluentes. Certas espécies de Chlorella também podem
apresentar altos niveis de amido, principalmente se cultivadas em condi¢Ges de
limitacdo nutricional (BRANYIKOVA et al., 2011; ZHU et al., 2014). Além do aspecto
energético para a alimentacao, trabalhos recentes vém sendo realizados com o objetivo
de viabilizar o uso de carboidratos algais na fermentacéo e producéo de etanol (CHEN
etal., 2013; HO et al., 2013; LEE; OH; LEE, 2015).

Apesar das diversas aplicacBes industriais das microalgas, o alto custo de
producdo da biomassa ainda € um fator que impede sua ampla realizacdo. O uso de
gases de combustdo durante o cultivo pode ser uma forma de enriquecer esse produto,
aumentar seu valor agregado e estimular a bioremediacdo de efluentes gasosos em
parceria com empresas poluidoras. Com base no acima exposto, propomos a integracao
entre microalgas e gases de combustdo como uma importante aplicacdo biotecnologica.
A obtencdo de biomassa com elevado percentual de proteinas e carboidratos pode torna-

la economicamente vantajosa, viabilizando seu emprego em larga escala.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o crescimento, o comportamento fisiologico e a composicdo bioquimica
de C. sorokiniana, exposta a gases de combustdo (CO,, NO, e SO,), simulados de

acordo com emissdes registradas da producéo industrial de cimento.

2.2 Objetivos especificos

a) Promover cultivos sequenciais de C. sorokiniana, em condic¢des controladas de
laboratdrio, para testar tempos crescentes de exposicdo das microalgas aos gases
poluentes;

b) Awvaliar a cinética de crescimento e a densidade celular final de C. sorokiniana
ao longo de todos os experimentos;

c) Analisar a resposta fotossintética da microalga utilizando parametros da
fluorometria PAM;

d) Estimar a viabilidade celular de C. sorokiniana em cada tratamento por meio da
citometria de fluxo;

e) Detectar alteracdes no contetdo celular de proteinas e carboidratos em funcéo da

exposicao crescente aos gases de combustdo.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Cultivo fototréfico de Chlorella sorokiniana

Experimentos em série foram feitos por meio de cultivos semicontinuos
(ANDERSEN, 2005), com transferéncia de C. sorokiniana de meios previamente
expostos aos gases para novos meios de cultura esterilizados, sempre mantendo as
células em crescimento exponencial. Cada experimento teve duracdo total de 5 dias
(120 h). Os cultivos em triplicata foram realizados em frascos de vidro borossilicato
(500 mL), com 400 mL de meio BG-11 modificado (RIPPKA et al., 1979) e in6culo
inicial (5 x 10* cel mL™) retirado da cultura anterior em fase exponencial de
crescimento (72 h), como ilustra o esquema da Figura 1. Para minimizar oscilacfes do
pH, nds adicionamos ao meio 500 mg L™ de tris(hidroximetil)aminometano (Tris), um

agente tamponante de pH.

(N (N
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Tempo de exposiciao aos gases
Figura 1. Representacdo esquematica da série de cultivos semicontinuos. A repicagem
de células foi realizada em 72 h do cultivo anterior para novos meios esterilizados,
sempre em triplicata. O tempo de borbulhamento ininterrupto de gas aumentou ao longo
dos diferentes cultivos.
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Na tampa de rosca de cada frasco de vidro, fizemos dois orificios de 5 mm para a
introdugdo e a saida dos gases. Uma mangueira de silicone (3 mm de calibre) foi
inserida no orificio de entrada e acoplada a uma pedra porosa de ceramica, usada para
reduzir o tamanho das bolhas e permitir, assim, maior difusdo do gas no meio liquido. A
altura da coluna de meio nutritivo foi de 9 cm. O pH inicial das culturas foi ajustado
para 7,0. Todos os frascos foram mantidos em condicGes controladas de temperatura (25
°C = 1°C) e a iluminagéo artificial foi feita com diodos emissores de luz (LED, 130

umol fétons m? s, fotoperiodo de 12:12 h claro:escuro).
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3.2 Testes com gases

A simulacgdo de gases de combustdo (SGC) teve como referéncia emissbes-padrao
registradas por uma empresa produtora de cimento. Realizamos o tratamento controle
com ar sintético e CO, (18%) introduzido como suplemento. Para SGC, foi preparada
em cilindro Unico uma mistura gasosa, com base em nitrogénio (N2), composta por CO,
(18%), O, (9%), NO; (300 ppm) e SO, (140 ppm). Regulamos a saida do gas para 3,5
bar e o fluxo constante de aeragdo foi de 0,1 L min™ (0,25 vwm). A Figura 2 mostra o
cilindro de armazenamento dos gases e a disposicdo dos frascos com culturas de C.

sorokiniana em um dos cultivos da série experimental.

Figura 2. (a) Cilindro utilizado no armazenamento da simulagdo de gases de combustdo
(SGC). A ele foi acoplado um regulador de pressdo de duplo estagio. Regulada a
pressdo, 0 gas era conduzido ao sistema de regulacdo de fluxo, de onde seguia para as
culturas de microalgas. (b) Cultivo de C. sorokiniana em frascos de vidro de 500 mL. O
borbulhamento de gases foi simultdneo em todas as trés réplicas.

Ao todo, cada experimento recebeu trés cargas de SGC. A primeira exposi¢ao aos
gases ocorreu 48 horas apo6s a inoculacdo, para diferenciar qualquer efeito toxico de um
possivel periodo de adaptagdo fisioldgica de C. sorokiniana ao meio. O borbulhamento
ininterrupto foi feito uma vez ao dia, precisamente em 48, 72 e 96 h de cultivo. Nosso
controle com CO; teve seu tempo regulado de acordo com a varia¢do do pH do meio
(borbulhamos o suficiente para atingir um pH-limite de 7,0 + 0,2). Para os tratamentos
com SGC, foram estabelecidos tempos fixos de borbulhamento ininterrupto. A
multiplicacdo de cada tempo de exposi¢do pelo fluxo constante nos indicou o volume de
gas introduzido diariamente nos fotobioreatores: 1 min (0,1 L d*), 3 min (0,3 L d%), 8
min (0,8 L d™), 15 min (1,5 Ld%), 1h (6 Ld") e8h (48 L d*). O dltimo tratamento
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representou a exposicdo equivalente ao periodo claro de 12 h do fotoperiodo completo,
desconsiderando as duas primeiras horas da manhd e as duas horas finais da tarde,

intervalos nos quais a atividade fotossintética das algas é baixa.
3.3 MedicOes e Parametros fotossintéticos

Uma vez ao dia, amostras de 3 mL foram colhidas para monitoramento do
crescimento de C. sorokiniana, feito por meio da contagem de células em
hemocitdmetro (Fuchs-Rosenthal) sob microscopio Optico e da medicdo de
fluorescéncia in vivo, em unidades relativas (RFU), em um fluorimetro digital (Turner
Designs, Trilogy, USA). Obtivemos a concentracéo de clorofila a (Chl a; pg mL™) a
partir de uma curva-padréo de calibracdo (RFU versus Chl a). Em cada teste, a taxa
especifica de crescimento, p (d™), foi calculada pelo ajuste linear da fase exponencial de
crescimento em gréfico de logaritmo natural da densidade celular (cel mL™) versus
tempo de cultivo (dias).

A mesma amostragem diaria também permitiu a avaliacdo dos parametros
fotossintéticos, medidos por meio de um fluorimetro de amplitude modulada
(Phytoplankton Analyzer, PHYTO-PAM, Heinz Walz GmbH, Germany) em
temperatura ambiente. Uma representacdo esquematica (Figura 3) ilustra os cinco niveis

fundamentais de fluorescéncia obtidos a partir da fluorometria PAM.

A
F [ & It

Fluorescéncia (RFU)

4l t

LM PS LA Tempo VE

Figura 3. Representacdo esquematica dos cinco niveis de fluorescéncia, em unidades
relativas (RFU), obtidos a partir da fluorometria PAM: fluorescéncia méxima em
adaptacdo ao escuro (Fp); fluorescéncia méxima em adaptacio a luz (F’y);
fluorescéncia minima em adaptacéo ao escuro (F,); fluorescéncia minima em adaptacéo
a luz (F’o) e fluorescéncia em estado estavel de transporte de elétrons (Fs). Quatro tipos
de luz sdo usados durante as leituras: luz modulada (LM); pulso saturante (PS); luz
actinica (LA) e luz na faixa do vermelho-extremo (VE).
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Antes das medicdes, todas as amostras foram pré-adaptadas ao escuro por 20 min.
Usamos luz modulada de baixa intensidade (1 pmol fétons m? s™) para medir a
fluorescéncia inicial constante (F,) das microalgas e evitar a reducdo da plastoquinona a
(Qa), 0 aceptor primario de elétrons (JUNEAU; EL BERDEY; POPOVIC, 2002). A
aplicacdo de um pulso saturante (0,2 s; 2000 umol fétons m™ s™) reduziu Qa, levando
ao registro de fluorescéncia méaxima das células adaptadas ao escuro (Fp).
Determinados esses dois valores, foi possivel calcular tanto a fluorescéncia variavel (F,)

quanto o rendimento quantico maximo (®y) segundo as equacdes abaixo.

Fv= E,—F, (1)

Oy = (2)

F
Fn

Em 72 h de cultivo, um dia apds a primeira exposic¢ao aos gases de combustdo, o
comportamento fotossintético de C. sorokiniana foi avaliado em condicdo luminosa,
ainda durante a fase exponencial de crescimento. O acionamento da luz actinica (130
umol fétons m? s?) alterou a fluorescéncia em estado estavel (Fs), permitindo que
novos pulsos saturantes, aplicados a cada 40 s, durante 20 min, medissem a
fluorescéncia méxima em adaptagdo a luz (F’y). A partir de Fs e F’r,, obtivemos o

rendimento quantico operacional (®’y).

(3)

A fluorescéncia minima de células adaptadas a luz (F’,), medida na faixa de
comprimento de onda do vermelho-extremo, em auséncia de luz actinica, foi calculada a

partir da equagédo proposta por Oxborough e Baker (1997):

Fy
E,  F 4)
o +

7
m F m

Fy=
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Com todos os parametros de adaptacdo ao escuro e a luz, pudemos estimar o valor
de trés tipos de quenching de acordo com Juneau, El Berdey e Popovic (2002). O
quenching fotoquimico (qP) indica a fragdo de energia luminosa destinada a etapa
fotoquimica da fotossintese, a partir da qual o CO; é incorporado ao Ciclo de Calvin. O
quenching ndo-fotoquimico (gqN) representa 0s processos de decaimento néo
relacionados & fotoquimica, energia esta que é perdida durante a fotossintese.
Considerado um parametro alternativo para descrever a magnitude do decaimento néo-
fotoquimico (ENRIQUEZ; BOROWITZKA, 2010), o quenching NPQ descreve a
dissipacdo de energia por calor, mecanismo este usado como defesa contra o excesso de
luz e danos oxidativos (MULLER; LI; NIYOGI, 2001; CUARESMA FRANCO et al.
2012).

pzu (5)
q Flm_FlO
F.,—F,
N=1- 6
1 [Fm_Fol ©
E, —F'
Nszu @)
F',,

As leituras em 72 h também incluiram a obtencdo da curva de saturacdo de luz.
Pulsos crescentes de radiacio fotossinteticamente ativa (PAR; 0 — 960 umol fétons m™
s™1) foram disparados a cada 20 s, durante cerca de 10 min, gerando valores sucessivos
de @’\. Sugerido por Ralph et al. (2002), o uso da taxa relativa de transporte ndo-ciclico
de elétrons (ETR; pmol elétrons m? s) tem ampla aceitagdo como parametro de
resposta fotossintética a luz (ENRIQUEZ; BOROWITZKA, 2010), podendo ser
calculada por meio da multiplicagdo entre @’y € PAR. O ajuste da curva de saturagéo de
luz foi feito de acordo com Jasshy e Platt (1976), de modo a obter o valor da inclinagéo
inicial das curvas (o; mg C [mg Chl a]* h™ [umol fétons m? s]™?), a taxa maxima de
transporte de elétrons (ETRmax; mol elétrons m? s™), a respiracdo (R®; mg C [mg Chl
a]* h™) e a irradiacéo saturante (Ik; umol fétons m? s, calculada a partir de o e
ETRmax-

20



ETR
Ik = —max (8)

3.4 Viabilidade celular e analises bioquimicas

Em 72 h de cada cultivo, além da avaliacdo fotossintética, foram coletadas
amostras para analise da viabilidade celular de C. sorokiniana, feita por meio de um
analisador de células com citomeria de fluxo (MUSE CELL ANALYSER; Merck
Millipore, Billerica, MA, USA). Medic¢Oes realizadas com microalgas dispensaram o
uso de corantes, conforme especificado pelo fabricante. Para obter maior precisdo de
leitura pelo aparelho, fizemos uma diluicdo prévia das amostras de 1:20 (20 uL da
amostra e 380 pL de meio de cultura esterilizado) em tubos Eppendorf (1,5 mL). A
viabilidade foi expressa em porcentagem de células vidveis versus o numero total de
celulas analisadas na citometria.

No mesmo periodo, também retiramos amostras para determinacdo de
carboidratos totais (10 mL) e proteinas totais (50 mL). As aliquotas foram centrifugadas
(4400 rpm, 20 °C, 15 min), o contetdo sobrenadante foi descartado e o pellet
acumulado, mantido a -20 °C até a realizacdo das analises.

Realizamos a quantificacdo proteica das microalgas de acordo com Bradford
(1976), utilizando albumina sérica bovina (bovine aerum albumin — BSA; 1 mg mL™)
como referéncia para elaboracdo de uma curva-padrdo (Figura 4a). A determinacdo de
carboidratos totais nas culturas foi feita pelo método colorimétrico Acido Sulfarico-UV,
proposto por Albalasmeh et al. (2013) e a curva-padrao (Figura 4b) teve como base uma
solucdo de glicose (1 mg mL™). Pelos altos valores de absorbancia (Abs) obtidos no
experimento, tomamos como referéncia para o ajuste de linearidade somente os Ultimos

quatro pontos da curva de carboidratos.
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Figura 4. Curva-padrdo de absorbancia (Abs) para determinacao de (a) proteinas totais,
preparada com albumina bovina (BSA) e (b) carboidratos totais, preparada com glicose.

As barras de erro indicam o desvio padrao (n = 3).

3.5 Analise dos dados

Usamos o programa Igor PRO 5,03 (Wavemetrics, USA) para a elaboracdo de

gréficos. Todos os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e

comparados estatisticamente pelo teste de Tukey HSD (nivel de significancia p < 0,05)
utilizando o programa R, verséo 3.2.2 (R CORE TEAM, 2015).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CAPITULO 1

Resposta fotossintética de C. sorokiniana
a simulacéo de gases de combustao da industria cimenteira

4.1.1 Resultados

Ao longo de todos os tratamentos, ndo foi registrada morte celular nas culturas de
C. sorokiniana como um todo, mas sim variagdes nas taxas de crescimento, dependendo
da quantidade de SGC borbulhada. Na Figura 5a, observamos reducédo do crescimento
em culturas expostas a 0,8 ou mais L géas d*. O logaritmo natural da densidade celular
(Figura 5b), no entanto, evidenciou uma maior influéncia dos gases na curva de
crescimento apenas com 8 h de exposicdo a SGC (48 L d™*). Neste caso, C. sorokiniana
nédo apresentou aumento de densidade celular do segundo ao terceiro dia de cultivo. No
mesmo intervalo de tempo, também observamos uma desaceleracdo menos acentuada

do crescimento com 6 L d* de SGC.

2.5x10" 4 18
2.0 16 - z
. —=-0,1Ld
o _ = - 03Ld"
—EI 15 E 14- o
< ——08Ld
o Q -1
o 104 pet —A— 15 L?
= 124 ——6Ld
0.5 , —e—481Ld"
-- - % Controle
0'O_LI' 10 T T T T T 1

0 1 2 3 4 5
Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 5. Densidade celular de C. sorokiniana (a) em valores brutos e (b) em logaritmo
natural. As setas indicam os dias em que o borbulhamento dos gases foi realizado.
Barras de erro indicam o desvio padréo (n = 3).

A Figura 6a mostra que o estresse, mantido durante 1 e 8 h de borbulhamento,

afetou a fase exponencial de crescimento e inibiu p em cerca de 17% (6 L d™*) e 39%
(48 L d™), se comparado ao controle (p < 0,05). Em termos de biomassa final, em 120 h
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de cultivo (Figura 6b), somente os tratamentos com menor tempo de exposi¢cdo ao gas

(0,1 0,3 L d*) apresentaram resultados similares ao controle (p > 0,05).

T T
0.1 0.3 08 15 6 48 0.1 0.3 0.8 15 6 48

sGC(Ld™) SGC(Ld™)

Figura 6. Resultados de (a) taxa especifica de crescimento e (b) biomassa final (120 h)
de C. sorokiniana em cultivos com diferentes exposi¢cdes a SGC. A linha tracejada
representa o valor obtido com o tratamento controle. Letras iguais sobre as barras
indicam semelhanca estatistica. A letra ao lado da linha tracejada corresponde a
estatistica para o controle. As barras de erro indicam o desvio padrdo (n = 3).

O valor de pH do meio diminuiu rapidamente em funcéo da exposicdo ao gas, mas
estabilizou entre 5,7 e 6,0 em todos os tratamentos com borbulhamento de SGC superior
a 8 min (0,8 L d™). Testes complementares, realizados nas mesmas condicdes, mas com
volume de meio reduzido (20 mL), também resultaram em estabilizacdo do pH na
mesma faixa, com ou sem a adicdo do tampdo Tris, comprovando a existéncia de um
limite de solubilidade dos gases no meio liquido. Esse resultado mostra que, embora
tenha minimizado as oscilacbes de pH, tanto na aplicacdo dos gases quanto na
alcalinizacdo natural do meio, o tampéo Tris pode ser considerado um componente nao-
essencial para o cultivo de C. sorokiniana, nas condicdes atuais.

O contetdo celular de clorofila a (Figura 7a) ndo apresentou alteracdes que
pudessem ser atribuidas a introduco dos gases nas culturas. E importante ressaltar que,
no Gltimo dia de cultivo, o tratamento com 48 L d™* resultou em maior concentracéo
deste pigmento. Isso pode ter ocorrido devido a limitagdo na densidade celular, o que
elevou a razdo Chl a/célula. O acompanhamento diario de @y (Figura 7b) reforca o
efeito negativo da exposicdo ininterrupta de C. sorokiniana a SGC. O teste com
exposicao mais intensa ao gas (48 L d) fez com que a média de @y, caisse de 0,70 (48
h), condicdo fisiologicamente saudavel, para 0,40 (72 h) e 0,26 (120 h), condigdes
caracteristicas de estresse. A medicdo da fluorescéncia maxima em situacdo de

exposicdo a luz também resultou em uma média mais baixa de @’y (0,47), como mostra
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a Figura 8. A analise de decaimento da fluorescéncia revelou que gP foi elevado em
todos os tratamentos (Figura 9). Os resultados praticamente nulos de gN e NPQ
indicaram que a mistura de gases ndo elevou a perda de energia por meios néo-
fotoquimicos. Pouca oscilagdo foi observada em gP até o teste final com 48 L d™,

condicdo que induziu C. sorokiniana a aumentar significativamente o investimento

energético em fotoquimica.
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Figura 7. Acompanhamento diério de (a) concentracdo celular de clorofila a (Chl a) e
(b) rendimento quéantico maximo (®y) de C. sorokiniana. As setas especificam os dias
em que o borbulhamento dos gases foi realizado. As barras de erro indicam o desvio

padrdo (n = 3).
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Figura 8. Valores de rendimento quantico maximo (®y) e operacional (®’y) em C.
sorokiniana, 24 h apos a primeira exposi¢do a diferentes cargas de SGC. As linhas
integra e tracejada representam, respectivamente, os resultados do tratamento controle
para @y e ®’\. As barras de erro indicam o desvio padréo (n = 3).

Rendimento quantico
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Figura 9. Valores de quenching (gP, gN e NPQ) em C. sorokiniana, 24 h apés a
primeira exposicdo a diferentes cargas de SGC. As linhas integra e tracejada
correspondem aos resultados do tratamento controle para qP e gN/NPQ,
respectivamente. As barras de erro indicam o desvio padréo (n = 3).

A curva de saturacdo de luz (Figura 10), por sua vez, confirmou o estresse no
tratamento com 48 L d™*, que resultou nos valores mais baixos de ETR, e o beneficio do
borbulhamento por curtos periodos de tempo, pois o transporte de elétrons com 1 min e
3 min de SGC (0,1 e 0,3 L SGC d™) se sobressaiu em relago ao registrado no controle
(p < 0,05). Os quatro parametros obtidos a partir da curva (Figura 11) reafirmam a
tendéncia de diminui¢do de a, Ik e ETRax conforme elevamos o fornecimento de SGC
e, consequentemente, a exposicao da alga ao gas. Tratamentos com 0,1 e 0,3 L d™* foram
vantajosos, pois induziram um aumento significativo de ETRmax € Ik (p < 0,05),

associado a uma menor perda de energia por R®.
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Figura 10. Curvas de saturacdo de luz em C. sorokiniana, 24h apds a primeira exposi¢do
a diferentes cargas de SGC. As barras de erro indicam o desvio padrdo (n = 3).
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Figura 11. Efeito da exposicao crescente de C. sorokiniana a SGC nos valores de (a) a,
(b) ETRmax () 1k e (d) R®. A linha tracejada indica o valor obtido com o tratamento
controle. As barras de erro indicam o desvio padréo (n = 3).
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4.1.2 Discussdo

Mesmo sendo uma fonte suplementar de carbono, o CO,, em excesso, leva a
rapida acidificacdo do meio de cultura devido a formacédo e subsequente dissociacdo do
acido carbonico (H,CO3). A mesma desvantagem ocorre na presenca da SGC, que, além
do CO,, normalmente contéem NO, e SO,. Dissolvido em meio aquoso, NO, da origem
ao &cido nitrico (HNO3) e mesmo NO, que é pouco soltvel em agua, acabaria formando
NO; na presenca de oxigénio (VAN DEN HENDE; VERVAEREN; BOON, 2012). A
dissolucdo de SO, em agua forma, por sua vez, o acido sulfurico (H,SO,) a partir do
acido sulfuroso (H,SO3) e do 6xido sulfurico (SO3). Segundo Kumar et al. (2011), o
crescimento populacional algal é mais afetado pelos Oxidos de enxofre devido as
mudancas de pH do meio do que pela concentracdo de sulfato no meio, motivo pelo
qual o tamponamento é apontado, pelos autores, como alternativa para prevenir esse
percalco.

Embora espécies de microalgas tenham um intervalo 6timo de pH para
crescimento, muitas podem tolerar maior acidez se forem adaptadas a tal condicao.
Maeda et al. (1995) mostraram que Chlorella sp. T-1 tolerou até 50% de CO, sem
decréscimo significativo na taxa de crescimento, se comparado a condicdo 6tima de
apenas 10% de CO,. A mesma espécie conseguiu, ainda, crescer, sem reajuste de pH,
guando aerada com 20 e 60 ppm de SOy e NOy, respectivamente. A adi¢do de CaCO3 ao
meio, contudo, impediu a queda de pH, permitindo o cultivo com até 80 e 240 ppm de
SOy e NOy.

No presente trabalho, a exposicdo prolongada a SGC no tratamento com 48 L d™
manteve constantemente o pH em torno de 5,7, condicdo suboOtima que inibiu o
crescimento de C. sorokiniana, levando a uma menor densidade celular ao final do
cultivo. Morita, Watanabe e Saiki (2000) constataram que C. sorokiniana perde sua
coloracdo esverdeada e morre em pH 3,6, resultado da aeracdo combinada de CO,
(10%) e SO, (40 — 60 ppm). Apesar disso, com um fluxo de 0,04 L min™ e uma mistura
de CO; (10%), NO (100 ppm) e SO, ( 25 ppm), 0s mesmos autores calcularam uma taxa
especifica de crescimento equivalente a 2,66 (d™). Diferentes espécies de microalgas,
metodologias de cultivo e de aplicacdo dos gases de combustdo podem gerar
discrepancias quanto ao valor da taxa de crescimento (1) na literatura. No presente
trabalho, o maior valor de p (1,691 + 0,03) foi obtido com 0,3 L SGC d™. De acordo

com Cazzaniga et al. (2014), uma cepa selvagem de C. sorokiniana pode apresentar
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valores proximos de p quando cultivada em escala laboratorial (1 L; pu = 1,28 £ 0,05) e
ampliada (7 L; p = 1,25 + 0,04). Xia et al. (2013) testaram o efeito de simulacdes de
gases de combustdo com 0, 5, 10 e 15% de CO; no cultivo de C. sorokiniana CS-01 e
obtiveram p (d™) igual a 0,29 + 0,01; 0,31 + 0,04; 0,35 + 0,02 e 0,24 + 0,01,
respectivamente. Testes com Chlorella emersonii em fotobiorreatores de 5,5 L, com
fornecimento de gases brutos de uma fabrica de cimento (com 15% de CO,), levaram,
segundo Borkenstein et al. (2011), a uma taxa de crescimento de apenas 0,13 + 0,08. A
concentracdo efetiva de um agente toxico, capaz de causar 50% de inibicdo do
crescimento algal em 96 h de cultivo (ECso) € comumente utilizada como indice de
toxicidade (HORNSTROM, 1990). Considerando os trés Gltimos valores médios de p
(correspondentes a 1,5, 6 e 48 L d™), foi possivel tracar uma regresséo linear negativa e,
a partir da equacdo da reta, estimamos o volume de gas necessario para reduzir g ao
valor de 0.8 (cerca de 50% do valor obtido com o controle). Esse volume
(aproximadamente 60 L d™*) corresponderia a 10 h ininterruptas de borbulhamento.

Em termos de densidade celular final, Yanagi, Watanabe e Saiki (1995) néo
observaram diferenca na exposicdo de Chlorella sp. HA-l a CO, (10%) e uma mistura
gasosa contendo CO, (10%), NO (100 ppm) e NO, (20 ppm). E importante ressaltar que
0s autores empregaram metade do fluxo de aeracdo utilizado no presente trabalho e o
tempo total de cultivo foi de apenas 60 h. A auséncia de toxicidade, neste caso, nio
poderia ser assegurada com rigor, pois muitos efeitos s6 comecam a ser detectados ao
final da fase exponencial de crescimento ou durante a fase estacionaria.

No presente trabalho, ndo foi constatada degradacédo da clorofila, o que é benéfico,
pois, segundo Talec et al. (2013), em condi¢Ges controladas de luz e temperatura, o
conteddo celular de clorofila a é o principal regulador da atividade fotossintética. A
elevacéo de gP com 48 L SGC d™* indicou um aumento do nimero de centros de reacio
do PSII que passaram a ficar abertos e oxidados (MAXWELL; JOHNSON, 2000).
Interpreta-se, neste caso, um maior investimento energético em fotoquimica mediante
uma situacdo de estresse fisioldgico. A auséncia de variagdo nos resultados gN e NPQ
sugere que rotas de dissipacdo de energia induzidas por estresse ndo foram acionadas
pelo metabolismo celular. Embora seja um indicador de estresse (MISRA; MISRA,;
SINGH, 2012), NPQ ndo sinalizou mudangas significativas na eficiéncia de dissipagédo
de calor devido a exposi¢do a SGC. De acordo com Cuaresma Franco et al. (2012), C.

sorokiniana poderia apresentar maiores valores de NPQ mediante exposic¢do a luz em
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excesso e condi¢des suboOtimas de temperatura, fatores que controlamos ao longo de
todo o cultivo.

Devido ao répido crescimento de C. sorokiniana, optamos por amostragem em
72h para registro da curva de saturagdo de luz e comparagdo entre Oy ¢ @’\;. Periodos
inferiores de amostragem poderiam ndo ser suficientes para detectar efeitos dos
poluentes, inicialmente aplicados em 48 h. Periodos superiores, por sua vez, deixariam
de refletir esses efeitos na fase exponencial de crescimento dessa espécie de microalga.
De acordo com Sakshaug et al. (1997), a curva de saturacdo de luz é dividida em trés
etapas: (1) linearidade inicial da fotossintese, limitada pela incidéncia de luz; (2) fase
ndo-linear crescente e, atingida a saturacdao luminosa, verifica-se um (3) declinio da taxa
fotossintética (fotoinibicdo). A inclinagdo da etapa (1), a, tida como medida da
eficiéncia de captura da luz (HENLEY, 1993; JODLOWSKA; LATALA, 2012), é uma
estimativa da taxa de aumento da fotossintese em relacdo a irradiancia. Nesta fase,
apenas a luz é fator limitante. O estresse prolongado de 48 L SGC d™ diminuiu tanto
essa taxa quanto a méaxima producdo fotossintética (ETRmax). EXposicdes menores a
SGC (0,1 e 0,3 L d), por sua vez, estenderam o limite da irradiancia saturante (Ik) em
comparacgdo ao controle (p < 0,05), permitindo um aumento igualmente significativo da
ETRmax. Em todos os tratamentos, Ik foi superior a intensidade luminosa utilizada neste
trabalho (130 pmol fétons m? s™), o que é benéfico, pois, mantidas as condicdes atuais,
seria possivel elevar a irradiancia de cultivo para aproximadamente 200 umol fétons m™
s sem causar saturacdo fotossintética.

O aumento de R® resulta de um importante fator: a presenca de O, (9%) na
composicdo de SGC. Ao mesmo tempo em que C. sorokiniana realizou fotossintese,
fixando CO; introduzido pela simulacédo e liberando O,, uma carga adicional de O, foi
acrescentada ao sistema, favorecendo a atividade oxigenase da enzima ribulose-1,5-
bisfosfato carboxilase/oxigenase (RuBisCO) e aumentando a fotorrespiragédo (RAVEN;
GIRARD-BASCOU, 2001), processo inversamente proporcional a @y (SAGE;
KOCACINAR; KUBIEN, 2010). Foi em Chlorella que Warburg (1920) descobriu que
altas concentracfes de oxigénio inibem a taxa da fotossintese. Isso é verificado
particularmente em condigdes saturantes de luz e com percentual de oxigénio na faixa
de 21-100% (TURNER; BRITTAIN, 1962). Causas sugeridas para esse efeito,
conhecido como efeito Warburg, incluem inativacdo enzimaética, fotoxidacdo e a

chamada reacdo de Mehler, caracterizada pela transferéncia de elétrons da ferredoxina-
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NADP redutase para o oxigénio e consequente formacdo de superdxido (O;"), uma
espécie de radical livre altamente reativa (BJORKMAN, 1966; BADGER et al., 2000).

Em 72 h, Oy e @’y néo diferiram entre si apés o fornecimento de 48 L SGC d™.
A queda mais acentuada de ®y;, no entanto, sugere que ®’y € um parametro menos
sensivel a variacdes ambientais, conforme o observado por Lombardi e Maldonado
(2011). Sabe-se que o bloqueio parcial e a diminui¢éo do transporte de elétrons do PSII
para 0 PSI limitam a reoxidagdo da Qa, levando ao decaimento de @y (MALLICK;
MOHN, 2003), efeito que pode ser ocasionado por baixos valores de pH. Kromkamp et
al. (2008) apontam que, enquanto @y gera informacdes a respeito do estado fisiologico
do fitoplancton, @’y sinaliza a atividade fotossintética, igualmente afetada pela acidez
do meio.

O efeito indireto causado pelo pH pode néo ter sido o unico maleficio do excesso
de SGC. Efeitos fitotoxicos de NOy decorrem do estresse combinado entre acidificacdo
celular, aumento dos niveis de nitrito (NO;) e aménia (NH3), além da interferéncia
direta de radicais livres (-NO) em mecanismos enziméaticos (WELLBURN, 1990). Por
agir como doador e aceptor de elétrons, 0 SO, em meio aquoso é capaz de interferir no
transporte de elétrons, afetando o metabolismo de plantas (OSMOND; AVADHANI,
1970). A ligacdo irreversivel do SO, com ferro encontrado na ferredoxina e nos
citocromos pode levar a inativacdo desses carreadores de elétrons e, consequentemente,
a inibicdo da fotossintese (MALHOTRA; HOCKING, 1976). Ndo menos importante, a
ionizagdo de H,SO; da origem a sulfito (SOs%, em pH > 6) e bissulfito (HSO5', em pH <
6), podendo este ultimo ser tdxico, dependendo da concentracdo (LARA-GIL;
ALVAREZ; PACHECO, 2014; VAN DEN HENDE; VERVAEREN; BOON, 2012).

Apesar disso, 0 SO,, se fornecido de maneira controlada, ndo deixa de ser uma
fonte de enxofre as microalgas, importante na constituicdo de aminoacidos e de lipidios
dos tilacoides (VAN DEN HENDE; VERVAEREN; BOON, 2012). Formados a partir
de NOy, tanto nitrito (NO") quanto nitrato (NO3’) podem estimular a taxa de evolucgéo
do oxigénio em culturas limitadas em nitrogénio (Thomas et al. 1976). E comprovado,
também, que a deplegdo de nitrogénio em cultivo de Chlorela sp. reduz ®y, a, ETR e
aumenta NPQ (WHITE; ANANDRAJ; BUX, 2011).

A tendéncia de limitacdo da densidade celular por exposicdo excessiva a SGC
caracteriza um ponto desfavoravel se o objetivo é associar a emissdo abundante de gases
da indUstria cimenteira com a producio massiva de microalgas para fins comerciais. E

possivel, no entanto, adotar estratégias para poupar as algas do estresse constante e
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potencializar seu desempenho. A inibicdo de crescimento pode ser superada, por
exemplo, usando indculos com maior densidade celular (CHIU et al., 2008). A preé-
adaptacao de determinadas espécies a baixos niveis de pH é igualmente possivel (SUNG
et al., 1998). O acréscimo de solugdes alcalinas e tampdes compensam ou, pelo menos,
retardam a acidificacdo dos meios. Mesmo concentracdes mais elevadas de gases,
quando intercaladas com borbulhamento de ar, podem resultar em otimizagdo do
crescimento algal (HE; SUBRAMANIAN; TANG, 2012).
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4.2 CAPITULO 2

Efeito da simulacédo de gases de combustdo da industria cimenteira em
viabilidade celular, proteinas e carboidratos totais de C. sorokiniana

4.2.1 Resultados

A Figura 12 mostra que C. sorokiniana apresentou viabilidade celular média
estatisticamente inferior a do cultivo controle (97%) quando cultivada com SGC (p <
0,05). A diferenca, no entanto, ndo foi proporcional ao aumento da exposi¢ao aos gases,
pois os dois tratamentos com maiores tempos de borbulhamento (1h — 6 L d™ ; 8h — 48
L d™) resultaram em nimero de células viaveis igual ao dos testes intermediarios, com
apenas 8 e 15 min de borbulhamento (0,8 e 1,5 L d).
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Figura 12. Viabilidade celular de C. sorokiniana, quando exposta a simulacédo de gases
de combustdo (SGC). A linha tracejada representa o valor obtido com o tratamento
controle. Letras iguais sobre as barras indicam semelhanca estatistica. A letra ao lado da
linha tracejada corresponde a estatistica para o controle. As barras de erro indicam o
desvio padrdo (n = 3).

Sete graficos de dispersao gerados pelo analisador de células (Figura 13) mostram
o perfil de viabilidade de C. sorokiniana ao longo dos seis cultivos com SGC e do
cultivo controle. Ressalta-se que a emissdo de fluorescéncia torna singular a
interpretacdo da viabilidade celular em microalgas. O eixo “X” teria relevancia apenas
em casos de estudo com células animais ou microrganismos contaminantes. A leitura
dos graficos deve se basear apenas no eixo “Y” (Nucleated cells), equivalente a

fluorescéncia da clorofila. Cada gréfico corresponde a apenas uma das trés réplicas do
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respectivo tratamento, pois, para cada amostra, o citbmetro realizava uma leitura

independente.
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Figura 13. Graficos de dispersdo ilustrando a deteccdo de fluorescéncia da clorofila
(Nucleated Cells) em diferentes culturas de C. sorokiniana, 24 h ap6s primeira
exposicdo a (a) Ar-CO, 18% (controle); (b) 0,1 L SGC,; (c) 0,3 L SGC; (d) 0,8 L SGC;
(e) 1,5 L SGC; (f) 6 L SGC e (g) 48 L SGC. Células viaveis (Live) estdao agrupadas na
area superior esquerda; células ndo-vidveis (Dead) se concentram na area inferior
esquerda, proximo a linha tracejada que delimita a zona de detritos (Debris).
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Um dia apds o primeiro borbulhamento, percebemos que a simulacdo gasosa,
mesmo em exposi¢des mais curtas, gerou um aglomerado de células mortas (com baixa
ou nenhuma fluorescéncia detectada) maior do que o registrado no controle. Diferencas
visuais no agrupamento de células com niveis normais de fluorescéncia s6 ficaram
evidentes nos tratamentos com 6 e 48 L d™* de SGC. A maior dispersdo de pontos é sinal
de que o estresse prolongado aumentou o numero de células debilitadas na cultura,
embora ainda ndo pudessem ser consideradas mortas. Uma dispersdo mais acentuada de
células mortas também pode ser constatada nesses dois casos.

A partir dos dados quantitativos obtidos com a determinacdo de proteinas e
carboidratos (Figura 14), calculou-se a relacdo proteinas:carboidratos (P:C) para cada
condigdo experimental. O fornecimento de g&s por 1 e 8 h aumentou o conteido
proteico de C. sorokiniana em 75% e 154%, respectivamente. Os mesmos tratamentos
também levaram a um aumento significativo de 148% e 195% no contetdo celular de
carboidratos totais (p < 0,05). A razdo P:C obtida a partir do controle (1,042 + 0,107)
ndo diferiu estatisticamente dos tratamentos com 0,1 L d* (1,067 + 0,013), 0,3 L d™
(0,993 + 0,040) e 48 L d* (0,901 + 0,174). Em todas as analises, os desvios padréo

aumentaram nos dois Ultimos testes.
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Figura 14. (a) Proteinas totais, (b) carboidratos totais e (c) razdo proteina:carboidrato
(P:C) em C. sorokiniana, quando exposta a simulacdo de gases de combustéo (SGC). A
linha tracejada representa o valor obtido com o tratamento controle. Letras iguais sobre
as barras indicam semelhanga estatistica. A letra ao lado da linha tracejada corresponde
a estatistica para o controle. As barras de erro indicam o desvio padréo (n = 3).
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4.2.2 Discussdo

A simulacdo gasosa afetou C. sorokiniana, mesmo em exposi¢des reduzidas,
como confirmado pelos resultados de citometria de fluxo. A maior viabilidade foi
constatada no tratamento com CO, (18%) e sem a interferéncia dos gases poluentes, o
controle. A queda da viabilidade, porém, ndo se acentuou conforme aumentamos a
exposicdo para mais de 0,8 L d™. Duas possibilidades justificam esse resultado: apesar
do estresse, C. sorokiniana se adaptou a presenca dos gases no sistema de cultivo ou a
mistura de gases simplesmente atingiu um limite de solubilidade no meio liquido (como
evidenciado pelos dados de pH), de modo que o borbulhamento excessivo deixou de
surtir efeito direto nas microalgas. Neste Gltimo caso, a maior parte do gas pode ter sido
perdida para a atmosfera e a permanéncia do pH do meio em niveis subétimos, por um
tempo maior, foi a responsavel pelo estresse continuo.

Ao longo dos tratamentos, a menor média de porcentagem da viabilidade celular
registrada pela citometria de fluxo foi 83% (valor obtido no tratamento intermediario
com 0,8 L SGC d%). Isso é benéfico, se comparado & porcentagem de inibicdo
verificada em testes com substancias comprovadamente tdxicas, como metais-traco
(MONTEIRO et al., 2011). O maleficio de SGC para as algas até poderia ser maior se 0
fluxo de gas fosse aumentado, mas o impacto nas culturas tornaria contraproducente a
aplicacdo excessiva de gas em termos de cultivo massivo com propésito comercial,
motivo pelo qual permanecemos no limiar da toxicidade, buscando entender o processo
fisioldgico responsavel pelo efeito.

A partir dos resultados da analise bioquimica, percebemos que o borbulhamento
superior a 15 min (1,5 L SGC d™) criou uma condigdo de estresse que induziu C.
sorokiniana a investir tanto na producdo de proteinas quanto de carboidratos. A razédo
P:C, de modo geral, manteve-se proxima a registrada no controle, exceto pelos
tratamentos intermedidrios. Um aumento na relacdo P:C seria evidéncia de células
saudaveis; o decréscimo, por sua vez, sinaliza condigdo estressante (ROCHA et al.,
2015). No tratamento extremo de 48 L d™, C. sorokiniana manteve sua proporgao
interna de proteinas e carboidratos, indicio de uma estratégia de adaptacao para resistir
as condicdes subotimas de pH do meio de cultura.

O uso intencional da limitacdo nutricional, em conjunto com a aplicagéo de gases
de combustdo, é uma estratégia com potencial para aumentar a obtencdo de

biomoléculas de interesse comercial. Em um teste para otimizacdo de producdo de
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lipidios, foi comprovado que C. sorokiniana possui boa adaptacdo a baixos niveis de
nitrogénio (NEGI et al., 2015). Em C. vulgaris, o estresse provocado pela caréncia em
nitrogénio pode elevar o conteldo de carboidratos de 16% em situacdo normal para
22,4% (KIM et al., 2014). De acordo com Kumar, Dasgupta e Das (2014), a biomassa
de Chlorella, em condicdo de estresse proporcionado por gases de combustdo, apresenta
maior constituicdo proteica (40,15 + 4%) do que quando cultivada apenas com CO,
(33,12 £ 2,5%).

Forca motriz da fotossintese, a luz € um fator crucial na obtencdo de biomassa
com alto teor proteico, comprovaram Seyfabadi, Ramezanpour e Amini Khoeyi (2011).
Em um cultivo de C. vulgaris, os autores verificaram uma composi¢do proteica de 46%
com iluminagéo de 100 pmol fétons m? s e fotoperiodo de 16:8 h (claro:escuro) e de
33% com 37,5 pmol fétons m? s* e fotoperiodo de 8:16 h. Embora existam
carboidratos com funcao estrutural, encontrados nas paredes celulares, os carboidratos
de armazenamento s&o os que as celulas acumulam, dentro e fora dos cloroplastos, em
condic@es limitadas de luz e nutrientes (GEIDER; LA ROCHE, 2002).

O tempo de exposicdo a um agente estressante também é crucial em testes
ecotoxicoldgicos. Isso é constatado no uso, por exemplo, de metais-traco, capazes de
reduzir os niveis de clorofila total e de proteinas solliveis em C. sorokiniana
(CARFAGNA et al., 2013). Outro fator importante concerne o tipo de cultivo realizado.
Em condi¢bes mixotroficas, a constituicdo proteica de C. sorokiniana (47,8 + 2%) €
maior do que em condicdes autotroficas (37,7 £ 1%). O oposto, no entanto, é verificado
em relacdo ao percentual de carboidratos, para as mesmas condi¢des mixotroficas
(18,08 + 3,64%) e autotroficas (27,51 + 3,29%) (KUMAR; DASGUPTA,; DAS, 2014).
Depreende-se dos resultados desse estudo que o fato de haver uma fonte alternativa de
carbono leva as microalgas armazenar menor quantidade de carboidratos. O cultivo
mixotrofico de C. sorokiniana também pode aumentar a taxa de crescimento e o
rendimento em biomassa (JUNTILA; BAUTISTA; MONOTILLA, 2015).

Observamos que a inducdo de estresse deve ser aplicada com cautela, pois,
embora aumente o percentual de proteinas e carboidratos nas células, ela afeta o
crescimento, diminui a densidade celular e reduz, por conseguinte, a quantidade final de
biomoléculas desejadas. O controle da acidez pode criar condi¢Ges para que outros
fatores sejam estrategicamente modificados. Subproduto da industria cimenteira, o
chamado “p6 de forno de cimento” (cement kiln dust — CKD) é naturalmente alcalino,

devido & presenca de residuos de 6xido de calcio em sua composi¢éo, e foi testado com
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sucesso por Lara-Gil, Alvarez e Pacheco (2014) como tamponante de meio para
Desmodesmus abundans. Atribuiu-se a CKD uma otimizacdo da concentragdo de
sulfato em meio BG-11 e um possivel beneficio as microalgas a partir dos principais
constituintes da poeira, incluindo CaO, SiO,, SO3, Fe,03 e K;O. A incorporacdo de
elementos de CKD pelas microalgas ajuda na limpeza desse residuo e enriquece a
biomassa, 0 que é benéfico, dependendo de sua finalidade.

Embora ndo seja o foco do presente capitulo, é importante mencionar que o
cultivo de microalgas com CO,, SO, e NO também pode resultar em biomassa rica em
acidos graxos (Radmann e Costa, 2008). C. sorokiniana, em particular, apresenta
notavel habilidade para sintetizar e acumular lipidios, o que é muito valorizado na
producdo de biocombustiveis (Xia et al., 2013).

Para fins alimentares, porém, a biomassa gerada a partir de cultivos aerados com
gases de combustdo coletados diretamente de chaminés industriais deve passar por uma
inspecdo cuidadosa antes de ser comercializada. Borkenstein et al. (2011) verificaram
niveis de chumbo acima do normal em biomassa de C. emersonii, cultivada nessas
condicdes. De acordo com 0s mesmos autores, as fabricas de cimento podem incinerar,
além de combustiveis fosseis, materiais como pneus, plasticos descartados, restos de
carne e 0ssos triturados, misturas de diversos solventes, lama de depuracéo de esgoto e
residuos de dleo para aquecer o calcario. Nao ha como prever, de forma generalizada,
que tipos de substancias volateis serdo incorporadas a biomassa algal. Inspecionar a
procedéncia do cimento, sua producdo e a composicdo de emissdes dela derivadas &,
portanto, um pré-requisito fundamental para a implantacdo de projetos que associam
gases brutos de combustéo e cultivo de microalgas com finalidade comercial. O mesmo
principio vale para o uso de gases oriundos de outras atividades industriais que
envolvam a queima de combustiveis fosseis, como termelétricas, fabricas de carvéo e

refinarias.
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5. CONCLUSOES

Nas condicGes do presente trabalho, C. sorokiniana foi uma espécie tolerante a
simulacdo de gases de combustdo baseada em emissdes da industria cimenteira.
Entretanto, a exposicdo a SGC por longos periodos de tempo acidificou o meio de
cultura, caracterizando uma condicdo de estresse que afetou o desempenho e a
fotossintese das microalgas.

Em comparacdo ao tratamento controle, as exposicOes diariasde 1e 8 h (6 e 48 L
gas d™!) reduziram a taxa especifica de crescimento de C. sorokiniana em 17 e 39%,
respectivamente. Constatamos que borbulhamentos superiores a 8 min (0,8 L d™)
diminuiam significativamente a densidade celular ao final de cada cultivo.

A técnica da fluorometria PAM evidenciou alteracdes fisioldégicas em C.
sorokiniana, particularmente no tratamento extremo com 8 h de gas por dia (48 L d™).
Indicios de estresse e queda na atividade fotossintética foram registrados através dos
baixos valores de @y (0,40) e @’y (0,47), respectivamente. Parametros das curvas de
saturagio de luz (0, ETRmay, Ik € RP) confirmaram os efeitos negativos do estresse
prolongado. Verificamos um aumento inesperado do quenching fotoquimico (gP) e
baixa perda de energia por dissipacdo de calor (NPQ).

A partir da citometria de fluxo, observamos que todos os tratamentos com a
simulacdo gasosa resultaram em menor viabilidade celular, se comparados com o
controle. Apesar disso, a queda do numero de células viaveis ndo acompanhou a
exposicao crescente a SGC e ndo foi registrada viabilidade celular menor do que 83%.
As analises bioguimicas revelaram um aumento expressivo de 75% e 154% do conteddo
proteico de C. sorokiniana com 6 e 48 L gas d™, respectivamente. Os mesmos
tratamentos também aumentaram a quantidade de carboidratos totais em 148% e 195%.

De modo geral, mesmo apresentando alteracbes fisiologicas, C. sorokiniana
resistiu as condi¢des subdtimas de crescimento, 0 que comprova sua robustez e ressalta
sua relevancia em aplicagdes biotecnologicas envolvendo gases de combustdo. Néao é
recomendado o borbulhamento continuo dos gases, a menos que Seu UsO seja
intencional, visando maior obtencdo de compostos bioquimicos de interesse comercial,

como proteinas e carboidratos.
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