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RESumoO

Microalgas sdo microrganismos fotossintéticos, capazes de sintetizar uma ampla gama de
produtos dependendo de sua rota metabolica. A producdo de microalgas envolve as etapas de
cultivo, recuperacdo da biomassa e obtencdo dos produtos intracelulares, sendo a etapa de
recuperacdo de biomassa um gargalo da producdo. No presente estudo foi avaliado a
concentracdo e purificacdo de biomassa de duas espécies de microalgas, Chlorella sp. e
Dunaliella tertiolecta, através da microfiltracdo tangencial, nos seguintes modos de operacéo:
reciclo total, batelada e batelada combinada com diafiltracdo. Também foi avaliada a
disponibilidade de reuso do permeado como meio de cultivo para as microalgas. No modo de
reciclo total foram testadas quatro pressdes transmembranas (PTM) para Chlorella sp. e cinco
pressdes transmembranas para D. tertiolecta em duas velocidades tangenciais para determinacéo
das melhores condi¢Bes operacionais para as etapas posteriores de concentracdo e purificacao,
considerando o efeito dessas condigdes de operacdo sobre a integridade celular. A velocidade
selecionada foi 0,6 m s para o processamento das duas suspensdes de microalgas e a PTM de
0,5 bar para Chlorella sp. e de 0,15 bar para D. tertiolecta. As analises de microscopia 6tica,
microscopia eletronica de transmissdo e na camara Neubauer ndo demostraram um efeito
significativo do sistema de MF sobre a estrutura celular de Chlorella sp., entretanto, para D.
tertiolecta, as analises mostraram a necessidade de operar o sistema em PTM de 0,15 bar. Foi
observado um baixo percentual médio de fouling, sendo de 16 % para Chlorella sp. e 6 % para
D. tertiolecta para as duas velocidades tangenciais testadas. A resisténcia da membrana foi
elevada quando comparada com a resisténcia devido ao fouling de ambas as suspensGes de
microalgas. Em modo batelada, observou-se em todos os experimentos, a completa retencdo das
células de microalgas pela membrana de microfiltracdo. O fator de concentracdo volumétrico
médio foi de 2,6 para a suspensdo de Chlorella sp. e 2,5 para a de D. tertiolecta. Na opera¢do do
sistema em modo diafiltracdo foi possivel reduzir o teor salino em 42 % para o concentrado da
Chlorella sp. e 38 % para o concentrado de D. tertiolecta. O modelo de Hermia modificado por
Field foi utilizado em software EMSO para a determinacdo dos mecanismos de fouling, e
concluiu-se que a formacdo de torta foi o mecanismo de fouling dominante em filtracdo de
Chlorella sp.. Para D. tertiolecta, todos 0s mecanismos se ajustaram bem aos dados
experimentais, indicando que os mesmos ocorreram simultaneamente. Foram propostos dois
tipos de meio de cultura para o reuso da corrente de permeado: o permeado simples e o
permeado enriquecido com a adi¢do de micronutrientes. Foi possivel verificar a utilizacdo do
permeado como meio de cultivo, principalmente para o cultivo de D. tertiolecta; o permeado
com adicdo de micronutrientes apresentou maior capacidade de crescimento que o meio padrao
para esta microalga. No cultivo da Chlorella sp., a concentracdo de biomassa alcancada
utilizando o permeado simples e enriquecido foi inferior a concentracdo de biomassa em meio
de cultivo padrdo. Os resultados obtidos neste trabalho comprovaram que o processo de
microfiltracdo apresenta-se como uma alternativa promissora na etapa de concentracdo e
purificacdo de suspensbes de microalgas; além disso, a corrente de permeado gerada pode ser
utilizada como meio de cultivo, garantindo, desta forma, um menor consumo de agua e
nutrientes, melhorando a viabilidade econ6mica do processo.

Palavras-Chave: Microfiltracdo, Chlorella sp., Dunaliella tertiolecta, biomassa, diafiltragao,
modelo de Hermia.



ABSTRACT

Microalgae are photosynthetic organisms with simple structures and capable to synthesize a
wide range of products depending on their metabolic route. The production of microalgae
comprises the steps of cultivation, biomass recovery and extraction of intracellular products,
being the stage of biomass recovery a production bottleneck. In the present study was evaluated
the concentration and purification of biomass of two species of microalgae, Chlorella sp. and
Dunaliella tertiolecta, by crossflow microfiltration, in the following modes of operation: total
recycling, batch and batch combined with diafiltration. It was also assessed the availability of
the reuse the permeate as medium for microalgae cultivation. In total recycling mode were
tested four different transmembrane pressures (TMP) for Chlorella sp. and five transmembrane
pressures for D. tertiolecta in two crossflow velocities to determine the proper operating
conditions for the stages of concentration and purification, considering the effect of operating
conditions on the cellular integrity. The selected crossflow velocity was 0.6 m s™ for processing
the two suspensions of microalgae and TMP of 0.5 bar for Chlorella sp. and 0.15 bar for D.
tertiolecta. The analyses of optical microscopy, transmission electron microscopy and the
Neubauer chamber demonstrated no significant effect of the operating conditions of the MF
system on the cellular structure of Chlorella sp., however, for D. tertiolecta, the analysis
showed the need to operate the system at lower TMP of 0.15 bar. The average percentage of
fouling observed was 16 % for Chlorella sp. and 6 %. for D. tertiolecta for both crossflow
velocities tested. The resistance of the membrane was elevated when compared with the
resistance due to fouling for both suspensions of microalgae. In batch mode, it was observed,
for all the experiments, complete retention of microalgal cells by microfiltration membrane. The
average volumetric concentration factor was 2.6 for the suspension of Chlorella sp. and 2.5 for
D. tertiolecta. In the operation of the system in diafiltration mode was possible to reduce the
the salt content in 42 % for the Chlorella sp. and 38 % for D. tertiolecta. The model of Hermia
model was used in software EMSO for the determination of fouling mechanisms, and it is
concluded that the cake formation was the dominant fouling in the filtration of Chlorella sp..
For D. tertiolecta, all the mechanisms adjusted well to the experimental data, demonstrating that
all mechanisms occurred simultaneously. Were proposed two different culture mediums for the
reuse of the permeate stream: the plain permeate and the permeate enriched with micronutrients.
It was possible to verify the ability of the permeate as cultivation medium, mainly for the D.
tertiolecta; in this case, the permeate enriched with micronutrients presented greater capacity for
growth when compared with the standard medium. On the other hand, for the cultivation of
Chlorella sp., the biomass concentration achieved using both, the plain permeate and the
enriched one was less than that achieved using the standard medium. The results obtained in this
work proved that the microfiltration process is a promising alternative for the concentration and
purification of suspensions of microalgae. In addition, the permeate stream generated could be
used as a growth medium, ensuring thereby a less consumption of water and nutrients,
improving the economic viability of the process.

Key words: Microfiltration, Chlorella sp., Dunaliella tertiolecta, biomass, diafiltration, Hermia
model.

Vi



SUMARIO

RESUMO ..ttt ettt e e s h bt e e et e e e e b e e e b e e e e nnbr e s Y
A B ST R A CT ettt e e b bt e e b b e e e e bar e e e aareeee s vi
LISTADE FIGURAS ...ttt ettt et e et e e e s enbbeee s X
LISTADE TABELAS ...ttt e et e st e e e nneees Xiii
1 INTRODUGAD ......cooiiitieceeeteeeee ettt ettt 17
2 FUNDAMENTOS TEORICOS E REVISAO BIBLIOGRAFICA.........ccooviririeiiinnn. 20
2.1 MICROALGAS. ...ttt e sttt e e e st e e e s anbbe e e e e aneees 20
211 MetaboliSmo das MICroalgas ............coviiuieiieiii i 22
2.1.2 Microalga ChIOrella SP.........ocvveiiiiiiiie e 23
2.1.3 Microalga Dunaliella tertiolecta ............cccoovviiiiiiiiiiie e 24

2.2 SISTEMAS DE CULTIVO ....ciiiiiiiii sttt sniaea e 25
2.3 PROCESSOS DE RECUPERACAQ DE BIOMASSA........ccoovieieieereeeeeeeee e, 28
2.3.1 (@701 1 g1 (VT Lor= o T USSP 29
2.3.2 [ [TV - Vo Lo I TSRS PPP 30
2.3.3 AULOFIOCUIAGAD. ... .eeeiiie e 31
2.3.4 SEAIMENTACAD. .. .o viee ittt e e e e e e saa e e e e e aees 31
2.35 [ (0] 7= Lo Lo SRS PPP 32

2.4 PROCESSOS DE SEPARACAO POR MEMBRANAS..........cccooveirrerreiirenenieienenns 33
24.1 MICTOFIIIACAD ... .ee i 36
2.4.2 Parametros operacionais do processo de MF...........ccccoovveiiiee e cciee e, 38
2.4.3 Polarizacao por concentragao € fouling........c.ccccceeviiiiiii i, 41
24.4 Resisténcias a0 fluXo Permeado..........cccveivveeiiiii i 44
2.4.5 MOAOS U8 OPEIAGED ....eevveeiiieiiieiiee sttt ettt ettt b e e e sneeenee s 45
2.4.6 MOdEI0 de HEMMIA ..o 49

2.5 RECICLO DO MEIO DE CULTIVO.....cciiiiiiiiiiie et 52
2.6 CONSIDERAGOES FINAIS ......ouiiiiiieeies oot en s es s 53

3 MATERIAIS E METODOS........cociiiiieeeeeeceeeetee sttt en e, 55
3.1 MICROALGAS E MEIO DE CULTIVO ....ccciiiiiiiiiiiieeee et 55
3.2 MEMBRANA DE MICROFILTRAGAOQ .......ooveviveeeeieeeeeeeeeee e 56
3.3 DESCRICAQ DO SISTEMA DE FILTRACAO ......coveviveeeeeeeeeeeereeeeeessesenenens 56
3.4 METODOLOGIA EXPERIMENTAL .....oviiiiiiiiie e 58
3.4.1 PreparaGao do Pré-iNOCUI0.........ccviiie et 58



3.4.2 Cultivos das microalgas nos fotobDIOrreatores...........covvevvveieeieeiieeiiese e 59

3.4.3 Ensaios de compactacdo da membrana de MF ..........cccovviiiiin i 60
344 Determinacdo de permeéncia hidraulica da membrana de MF.........c...cccccoven. 61
345 Determinacdo de pardmetros operacionais do processo de MF para as suspensdes
de Chlorella sp. @ D. tertioleCta.........ccviiiieiieiii e 61
3.4.6 Determinacédo de percentual de fouling..........ccoveiiiriiiiiiiiiiee e 62
3.4.7 Estimacéo de parametros do Modelo de Hermia modificado por Field quanto aos
MECANISMOS . FOUIING ....c.vviiiiiiii e 62
3.4.8 Experimento de MF para concentracdo — modo batelada...............ccccccveevnennne. 63
3.4.9 Experimento de MF para a purificagdo de biomassa - modo batelada combinado
COM MO0 CHATIHEFAGAD ......c.veiiee ittt 64
3.4.10 Avaliacédo de reuso do permeado da MF como meio de cultivo.............cc.eeeee. 64
3.5 ANALISES ..ot 65
351 MICTOSCOPIA GLICA. .. .vvevieiie ittt nee e 65
3.5.2 CAMAra NEUDAUET ....c.vvvi ittt e e e e 66
3.5.3 Microscopia Eletronica de TransmiSS80.........cccveiveriiiiieiieiiiesie e 67
3.5.4 Analise de condutividade elétriCa............coovviiieiieiii e 67
3.5.5 ANALISE B PH ..o 68
3.5.6 Determinacao da viscosidade CINEMALICA.........c.cccveeiieeeiiee e 68
3.6 ANALISE DE EPS ..ottt 68
3.6.1 Determinacdo de Proteina total — método de LOWNY.........ccceeevvveiiveeviee e, 68
3.6.2 Determinacdo de Carboidratos — método de DUbOIS..........ccccccvvveiiieeiiee e, 69
3.7 ANALISE ESTATISTICA ...oovovoieeee ettt 69
RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....cocuiiiiiieiiieiieieissiesiese e 70
4.1 RESULTADOS DO CULTIVO DAS MICROALGAS .......cccooieiieieiieieneenie e 70
4.2 RESULTADOS DE COMPACTACAO E PERMEANCIA HIDRAULICA PARA A
MEMBRANA DE MF ...ttt ene e enee s 71
43 DETERMINACAO DOS PARAMETROS OPERACIONAIS ........coooovveveveieierrnnn, 72
4.3.1 Taxa de cisalhamento e velocidade tangencial ............c.ccccoeevieeiiiec e, 72
4.3.2 Pressao transmembrana (PTM) ......cooviiiiii et 73
4.3.3 Integridade CElUIAr ...........ocvviiiie e 77
44  CONCENTRACAO - EXPERIMENTOS EM MODO BATELADA ........c.ccccoco...... 83
45 PURIFICACAO DA BIOMASSA —NEXPERIMENTOS EM MODO BATELADA
COMBINADO COM MODO DIAFILTRAGAD .....ocveiiiieie et 87
4.6  ANALISE DO FOULING ....ooocviveveteteect et 92
4.6.1 Percentual de fOUlING.........cooiiiiii e 93
4.6.2 Resisténcia ao fluxo devido ao fouling .........cccccoevvieiiiiiie e, 95

viii



5
6

4.6.3 Caracterizagdo dos mecanismos de fouling através do modelo de Hermia

MOIFICAd0 POF FIEIU ... 97
47  AVALIACAO DO PERMEADO COMO MEIO DE CULTIVO.....ccocoveveierrene. 103
CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS ......c.ccvevevvrreeee, 106
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........oiueuiieieeieeiteeeeeeee et en s 110



LISTA DE FIGURAS

Figura 2.1 - Esquema simplificado da fotossintese da microalga no metabolismo autotrofico.

Fonte: Adaptado de Sustainable Green Technologies Inc. — Algae FAQ. ........ccccoovvviieiiininnne 22
Figura 2.2 - Diferencas principais entre os metabolismos das microalgas. Fonte: Adaptado de
MariAN0, (2010). ...eiueeiiieiiie ittt 23
Figura 2.3 — Fotografia da microalga Chlorella sp.. Fonte: Proprio autor. .............cccccevveieenee. 24
Figura 2.4 — Fotografia da microalga Dunaliella tertiolecta. Reproduzido de Portal Brasil.
(http://www.brasil.gov.br/imagens/revista-digital/edicao-3/dunaliella-1/view)...............co....... 25

Figura 2.5 - Representacdo esquematica da taxa de crescimento das microalgas (linha sélida) e
a concentracdo de nutrientes (linha pontilhada). Fonte: Adaptado de Mata, Martins e Caetano,
0200 ) TSSO SRPPPPRRTR 26
Figura 2.6 - Representacdo esquematica da secdo transversal dos diferentes tipos de
morfologias das membranas sintéticas. Fonte: Adaptado de Habert, Borges e Nobrega, (2006).

............................................................................................................................................... 34
Figura 2.7 - Diferentes configuracfes de escoamento do processo de microfiltracdo: (a)
tangencial ou cruzado (crossflow), (b) perpendicular ou transversal (dead-end). ...................... 37

Figura 2.8 - Representacao esquematica de trés fases do declinio do fluxo pemeado: (I) declinio
inicial rapido; (I1) declinio do fluxo permeado gradualmente a longo prazo e (ll) fluxo
independente do tempo. Fonte: Adaptado de Song, (1998). ......coovvveiiiieiiii e 43
Figura 2.9 - llustracdo do modo reciclo total: (1) tanque de alimentacdo; (2) bomba de
deslocamento positivo; (3) modulo com a membrana; (4) corrente de permeado e (5) corrente de
retido; (V1 e V2) valvulas agulha; (P1 e P2) ManOmetros. ........ccccveevveeiiiveesiiie e 46
Figura 2.10 - llustracdo do modo batelada: (1) tanque de alimentacdo; (2) bomba de
deslocamento positivo; (3) médulo com a membrana; (4) corrente de permeado; (5) tanque para
0 permeado e (6) corrente de concentrado; (V1 e V2) valvulas agulha; (P1 e P2) manémetros. 47
Figura 2.11 - llustracdo do modo diafiltracdo: (1) tanque de alimentacdo; (2) bomba de
deslocamento positivo; (3) médulo com a membrana; (4) corrente de permeado; (5) tanque para
0 permeado e (6) corrente de concentrado; (V1 e V2) valvulas agulha; (P1 e P2) mandmetros. 48
Figura 2.12 — llustracdo dos mecanismos de fouling interpretados no modelo de Hermia. (a)
blogueio completo (n = 2,0); (b) bloqueio intermediario (n = 1,0); (c) bloqueio padrao/interno (n
=1,5) (d) blogueio por formagao de torta (n = 0). Fonte: Adaptado de Vela et al., (2008)........ 51
Figura 3.1 — Fluxograma simplificado do sistema de bancada, onde: tanque de alimentacédo (1);
bomba diafragma (2); modulo plano (3); corrente de permeado (4); recipiente para coleta de
permeado (5); corrente de concentrado (6); corrente de recirculacdo (7) e banho termostatico
(8). V1-V2 valvulas agulha, P1-P2 Mandmetros. ........cccccovuveeiieiiiie it 57
Figura 3.2 — Imagem do esquema do sistema de bancada, onde: tanque de alimentacdo (1);
bomba diafragma (2); moédulo plano (3); corrente de permeado (4); recipiente para coleta de
permeado (5); corrente de concentrado (6); corrente de recirculagdo (7) e banho termostatico

(8). V1-V2 valvulas agulha, P1-P2 Mandmetros. .........ccccccuveeiieiiiie i 57
Figura 3.3 - Fotografia detalhada do sistema de recirculacdo: bomba diafragma (2); corrente de
recirculacdo (7) e VAIVUIZ agUINA (V1). ..ccveiiiiiieie e 58



Figura 3.4 - Fotografia dos frascos com os pré-inculos contendo as microalgas dentro da

ESEUTA FOLALOTIAL ...ttt bttt 59
Figura 3.5 - Fotografia dos fotobiorreatores em Start-up. ...........cccoververieenienienieeseesee e 60
Figura 3.6 - Fotografia da camara NEUDEUET. .............ccccviiiiiiiiii e 66
Figura 3.7 - Rede de quadrantes cravado na camara Neubauer. ..............cccocvviiininiiiiiiienne 67

Figura 4.1 — Curvas cinéticas de Chlorella sp. (A) e D. tertiolecta (B). Condigdes de operacao:
meio de cultivo modificado Guillard “f1/2”, intensidade luminosa de 17,5 kIx e temperatura de
2 T e OSSPSR 71
Figura 4.2 — Fluxo permeado em funcdo da pressdo transmembrana para duas velocidades
de escoamento da corrente de alimentacdo (0,6 ms™ e 0,8 ms™) para as suspensdes de
microalgas: (A) Chlorella sp. & (B) D. tertioleCta. ...........c.cvviieiiiiiiiiieiiececee e 75
Figura 4.3 — NUmero de células ndo viaveis de Chlorella sp. (A) taxa de cisalhamento de
4800 s™ (B) taxa de cisalhamento de 6 400 S™. .........coouiveriieeeeeeee et 77
Figura 4.4 — NUmero de células ndo viaveis de D. tertiolecta: (A) taxa de cisalhamento de
4800 s™ (B) taxa de cisalhamento de 6 400 S™. .........coviveiiieeeeeeee et 78
Figura 4.5 - Fotografia da estrutura de Chlorella sp. (a) antes da passagem pelo sistema de
filtracdo (b) apds experimento na taxa de cisalhamento de 4 800 s™ e (c) apds experimento na
taxa de cisalnamento de 6 400 S™. .........covovieeeeeeeeeee et 79
Figura 4.6 - Fotografia da estrutura de D.tertiolecta. (a) antes da passagem pelo sistema de
filtracdo. Em taxa de cisalhamento de 4 800 s™: (b) Apés PTM de 0,15 bar e (c) Apés PTM de
1,0 bar. Em taxa de cisalhamento de 6 400 s™: (d) Ap6s PTM de 0,15 bar e (e) Apés PTM de

O - PP PPTRPRPRTRTRTRNE 80
Figura 4.7 — Estrutura celular da Chlorella sp. antes dos experimentos de microfiltracdo,
magnificacdo de (a) 20 000X (D) 10 000X, .....cccuveeiieeeirieesir e erre e e sree e sae e 81
Figura 4.8 - Estrutura celular da Chlorella sp. ap6s os experimentos de microfiltracéo,
magnificacdo de (a) 20 000x (b) 7 500% (C) 5 000X. ......cccivreiiireeiiirieiieesree e 82
Figura 4.9 - Estrutura celular da D. tertiolecta (magnificacdo de 15 000x) antes dos
experimentos de MICrOfIItraCaO0. .........ccovviiiiii e 83

Figura 4.10 — Resultados do fluxo permeado em func¢do do tempo de experimento. Condicdes
de operacdo: modo batelada, velocidade tangencial de 0,6 ms™, temperatura de 27 * 1 °C,
concentracdo de biomassa igual a 0,9 0,1 g L™ e valor de pH igual a 7,0 (A) Chlorella sp.,
pressao de 0,5 bar e (B) D. tertiolecta, pressao de 0,15 bar. .........coceovvveiiieeiiic e 84
Figura 4.11 - Fluxo de permeado em funcdo do tempo para 0s experimentos de concentragdo e
purificacdo da biomassa de Chlorella sp. CondicGes de operacdo: concentracdo inicial de
biomassa de 0,9 +0,1gL™ o pH igual a 7,0, a temperatura de 27 + 1 °C e a velocidade de
escoamento igual a 0,6 ms™, a PTM de 0,5 bar (A) primeiro experimento, (B) segundo
experimento e (C) terceiro eXPEriMENTO. ........ccivveeiiiee it e e e e e e se e et e e e re e e srree e 88
Figura 4.12 — Fluxo de permeado em funcdo do tempo para 0s experimentos de concentracdo e
purificacdo da biomassa de D. tertiolecta. Condigdes de operagdo: concentragdo inicial de
biomassa de 0,9+ 0,1 gL™ o pH igual a 7,0, a temperatura de 27 +1 °C e a velocidade de
escoamento igual a 0,6 ms™, a PTM de 0,15 bar (A) primeiro experimento, (B) segundo

experimento e (C) terceiro eXPEriMENTO. ........civuieeiiiee i e et e e re e e snree e 90
Figura 4.13 - Concentragdo salina inicial e apos as duas etapas de diafiltracdo para a suspensao
(o[ O a] [T (11 - U] PSPPSR 91
Figura 4.14 - Concentracgdo salina inicial e apos as duas etapas de diafiltracdo para a suspensao
(o[l D I (=T o] [-Tot - VRSP STUPR PSPPSR 92
Figura 4.15 - Fluxo de agua destilada em fungdo da pressdo antes e apds 0s experimentos com a
suspenséo de Chlorella sp. (A) velocidade de 0,6 ms™; (B) velocidade de 0,8 ms™. ............... 93

xi



Figura 4.16 - Fluxo de agua destilada versus pressdo antes e apds 0s experimentos com a
suspenséo de D. tertiolecta. (A) velocidade de 0,6 ms™ e (B) velocidade de 0,8 ms™. ............ 94
Figura 4.17 - Fluxo experimental e fluxo estimado em funcdo do tempo para a suspensdo de
Chlorella sp. para cada mecanismo de fouling avaliado (A) primeiro experimento (B) segundo
experimento (C) terceiro EXPEriMENTO. .........cuiiuieiierie et 100
Figura 4.18 - Fluxo experimental e fluxo estimado em funcéo do tempo para a suspenséo de D.
tertiolecta para cada mecanismo de fouling avaliado (A) primeiro experimento (B) segundo

experimento (C) terceiro EXPEriMENTO. .........cuiiuieiierie et 102
Figura 4.19 — Curva cinética para os cultivos de Chlorella sp. (A) e D. tertiolecta (B) em
diferentes meios: padrao, permeado simples e permeado com micronutrientes. ...................... 103

xii



LISTA DE TABELAS

Tabela 2.1 - Fontes de macro e micronutrientes presentes no meio de cultivo para o crescimento

A8 MICIOAIGAS. ... ettt et b ettt b ettt ebe et ae e e 21
Tabela 2.2 - Classificacdo das algas e nimero aproximado de espécies conhecidas. ................ 21
Tabela 2.3 — PSM que utilizam a diferenca de presséo através da membrana como forca motriz
relacionados pelo tamanho de poros das membranas e respectivas pressdes de operagao.......... 35

Tabela 4.1 - Caracteristicas hidrodindmicas do escoamento das suspensdes de microalgas:
viscosidade cinematica, velocidade tangencial, didmetro hidraulico, n°® de Reynolds e taxa de

CISAINAIMENTO. ...ttt b et e bt e e e be e e e nnee s 73
Tabela 4.2 — Resultados da analise de carboidratos totais, proteinas totais e condutividade
elétrica do permeado de Chlorella sp. e de D. tertiolecta. ..........ccccoveeviee e, 87

Tabela 4.3 — Valores de fluxo permeado inicial e final para cada etapa de concentracdo e
purificacdo da suspensdo de Chlorella sp. e o percentual médio de reducdo do fluxo para os trés
Lo L= 4T (0SSR OPR 89
Tabela 4.4 — Valores de fluxo permeado inicial e final para cada etapa de concentracdo e
purificacdo da suspensdo de D. tertiolecta e o percentual médio de reducdo do fluxo para os trés

o L= 4T (0L SRS RPPR 91
Tabela 4.5 — Valores de permeédncia hidraulica antes e ap0s 0s experimentos com as suspensdes
de microalgas e 0 percentual de fOUIING. ........ccocvviiiiiii e 95
Tabela 4.6 — Resisténcia ao fouling sobre diferentes velocidades de operacdo para as
SUSPENSBES A8 MICTOAIGAS. . ...vvviiiie ittt e s e e s tbe e et e e sbe e e srbeeeneaeans 96
Tabela 4.7 - Valores estimados e parametros estatisticos do modelo de Hermia-Field para os
experimentos de concentracdo da suspensdo de Chlorella sp........cccoevieeiiiiiiiii i, 98
Tabela 4.8 - Valores estimados e parametros estatisticos do modelo de Hermia-Field para os
experimentos de concentracdo da suspensdo de D. tertiolecta. ..........ccoccvevvieiiiie e ciee e, 101

Xiii



LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

AP Diferenca de presséo (bar)

AX Diferenca de potencial

A Area da membrana (m?)

Co Concentrago da solucéo de alimentacéo (g L™)

Cr Concentracdo da espécie no permeado (g L™)

DWPa Permeancia hidraulica ap6s o experimento (L m? h™ bar™)
DWPo Permeancia hidraulica antes do experimento (L m? h™ bar™)
EPS Substancias poliméricas extracelulares

I Espessura da membrana (m)

e Espessura do canal (m)

Robs Coeficiente de retencdo observada
Rt Resisténcia total (m™)

Rwm Resisténcia da membrana (m™)

Re Resisténcia devido ao fouling (m™)
R2 Parametro estatistico Coeficiente de determinacao
Re Numero de Reynolds

DF Diafiltracdo

MF Microfiltracao

UF Ultrafiltracdo

NF Nanofiltracdo

Ol Osmose inversa

Xiv



oD Osmose direta

J Fluxo permeado (L m? h™)

Jo Fluxo permeado emt=0 (L m? h?)

J* Fluxo permeado estimado do estado estacionario (L m? h™)
Jer Ultimo ponto de fluxo permeado medido (L m?h™)

PSM Processo de separacdo por membranas

PVDF Poli (fluoreto de vinilideno)

PTM Presséo transmembrana (bar)

MMC Massa molar de corte (kDa)

MET Microscopia eletronica de transmisséo

FCV Fator de concentracdo volumétrico

L, Permeancia hidraulica (L m? h™ bar™)

Vv Volume (L ou mL)

Vo Volume inicial da solugdo (mL)

Vp Volume de permeado (mL)

VR Volume retido (mL)

T Temperatura (°C)

t Tempo de permeacao (s, min ou h)

k Constante do modelo de Hermia (Equacéo 2.12 e Equacdo 2.13)
n Constante do modelo de Hermia (Equacéo 2.12 e Equacdo 2.13)
RMSE Parametro estatistico Raiz do erro médio quadratico

SQ Parametro estatistico Soma quadratica

dy, Diametro hidraulico (m)

XV



SIMBOLOGIA GREGA

v Velocidade tangencial de alimentacdo (ms™)
14 Taxa de cisalhamento (s™)
U Viscosidade dindmica do fluido (Pa s)

Viscosidade cinemética (m? s™)

<

XVi



CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

As microalgas marinhas sdo microrganismos de importancia vital na natureza, devido a
sua contribuicdo para a producdo primaria dos oceanos e da propria Terra. Esses
microrganismos capazes de sobreviver em condi¢Oes extremas de ambiente apresentam uma
extensa diversificacdo morfoldgica, bioquimica e nutricional. Essas caracteristicas refletem-se
em um grau elevado de pesquisas sobre o desenvolvimento de processos envolvendo sua

utilizacao.

O potencial bioldgico das microalgas é devido principalmente a capacidade das mesmas
de sintetizar uma ampla gama de produtos, como vitaminas, proteinas, pigmentos e lipideos.
Desta forma, o seu campo de atuacdo é muito amplo, envolvendo desde o tratamento de

efluentes, producdo de biocombustiveis, indlstrias de alimentos e farmacéutica, entre outros.

Uma das aplicacBes que tem maior atencdo dos pesquisadores é a utilizacdo de
microalgas para a producdo de biodiesel devido as mesmas apresentarem competitividade como
matéria-prima, atraindo também a atencdo do setor industrial. Entre as principais vantagens,
destacam-se: o0 crescimento rapido, a quantidade significativa de lipideos e ao contrario do
cultivo de algumas oleagionosas, ndo precisa de uma grande quantidade de area para seu
cultivo.

A produgdo das microalgas envolve as etapas de cultivo, recuperagdo da biomassa e
obtencdo de produtos intracelulares e até mesmo extracelulares. A etapa de recuperacdo de
biomassa é um gargalo da producéo, representando um alto custo para o processo. Além disso,
alguns sistemas de separacdo comprometem a integridade celular das microalgas. Entre os
possiveis métodos de concentracdo de biomassa citam-se a sedimentagdo, a centrifugacgdo, a

flotacdo, a floculagdo, a filtracdo convencional e os métodos de separacdo por membranas,
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como a microfiltracdo (MF), a ultrafiltracdo (UF) e inclusive a osmose direta (OD).

Em relacdo a técnica de microfiltracdo (MF), frequentemente utilizada para separar
solidos de suspensdes aquosas, pode-se afirmar que é um dos maiores mercados industriais no
campo de separacdo por membranas, correspondendo a 40 % das vendas totais dos processos de
separacdo na Europa e nos Estados Unidos. No ano de 2005, as membranas destinadas a
filtragBes liquidas arrecadaram US$ 792 milhGes, com um crescimento anual de 9,4 %. Para o
ano de 2010, foi estimado um valor superior a US$ 1,2 bilndes (ANADAO, 2010).

A microfiltracdo consiste na retencdo de determinados componentes da suspensdo pela
membrana, devido ao mecanismo de exclusdo por tamanho. O método é intensamente
influenciado pelas propriedades da membrana, pelas caracteristicas da suspensdo e pelas
condi¢des de funcionamento. Na industria de biotecnologia, a MF é normalmente usada para a
recuperacao de células, separando-as do fluido extracelular que contém, por exemplo, proteinas,
carboidratos, ions dissolvidos, entre outros. Um exemplo particularmente Gtil de MF é na
indUstria farmacéutica e biotecnolégica, uma vez que o processo € operado em temperatura
ambiente e capaz de esterilizar produtos farmacéuticos, como os antibiéticos, por meio de
cultura e soros (HABERT, BORGES E NOBREGA, 2006).

Neste estudo, a utilizacdo da MF apresenta-se como uma alternativa promissora devido
as vantagens inerentes a esta técnica, uma vez que a concentragdo é realizada de forma seletiva,
além de apresentar baixo custo energético, ndo necessitar de adicdo de compostos quimicos,
possuir modelo de escoamento e condigdes operacionais que, quando selecionadas

adequadamente, respeitam a integridade das células.

O objetivo principal deste trabalho consistiu em empregar a microfiltracdo tangencial
para a concentracdo e purificacdo de biomassa de uma microalga com parede celular e sem
flagelo, a Chlorella sp. e a microalga dinoflagelada e sem parede celular reconhecivel
Dunaliella tertiolecta. Também foi avaliada a possibilidade de utilizagdo do permeado obtido da

recuperacao da biomassa como meio de cultivo.
Os objetivos especificos deste trabalho estéo listados a seguir:

 caracterizar a membrana de poli (fluoreto de vinilideno) (PVDF) quanto a compactacéo

e permeancia hidraulica;

« analisar o efeito das condigbes operacionais (pressdo transmembrana e taxa de
cisalhamento) do sistema de microfiltracdo sobre a integridade celular das microalgas

Chlorella sp. e Dunaliella tertiolecta;
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+ definir a tendéncia ao fouling e a resisténcia ao fluxo devido ao fouling da Chlorella sp.
e Dunaliella tertiolecta em diferentes velocidades tangencias das suspensdes;

» definir pardmetros operacionais (pressdo transmembrana e velocidade tangencial) para
as etapas de concentracdo e purificacdo das microalgas Chlorella sp. e Dunaliella
tertiolecta;

» concentrar as suspensdes de Chlorella sp. e Dunaliella tertiolecta;
» concentrar e purificar as suspensdes de Chlorella sp. e Dunaliella tertiolecta;

» estudar os mecanismos de fouling através do modelo de Hermia modificado por Field;

» avaliar a disponibilidade do permeado do processo de microfiltracdo das microalgas

Chlorella sp. e Dunaliella tertiolecta como meio de cultivo para ambas as microalgas.

A dissertagdo esta dividida em cinco capitulos. Além da secdo introdutoria, no Capitulo
2 intitulado Fundamentos Tedricos e Revisdo Bibliografica apresenta-se uma revisdao da
literatura abrangendo as caracteristicas das microalgas, suas formas de cultivo e os processos de
recuperacdo de biomassa, com énfase na microfiltracdo tangencial. Os fundamentos tedricos
sobre a aplicagdo do modelo de Hermia e a reciclagem do meio de cultivo, também foram
abordados neste capitulo. No Capitulo 3 intitulado Materiais e Métodos sdo apresentados o
equipamento, o procedimento experimental, bem como as andlises realizadas durante o
desenvolvimento experimental do trabalho e a metodologia para a estimagdo de parametros. No
Capitulo 4 intitulado Resultados e DiscussGes sdo apresentados e avaliados os resultados
obtidos na determinacdo das condi¢bes operacionais, incluindo o efeito sobre a estrutura celular,
concentracao das biomassas de Chlorella sp. e Dunaliella tertiolecta, purificacdo das biomassas
de ambas as microalgas, além dos resultados sobre os mecanismos de fouling através do modelo
de Hermia e a utilizacdo do permeado como meio de cultivo. E, finalmente, no Capitulo 5
intitulado Conclusbes e Sugestdes para Trabalhos Futuros, sdo elencadas as conclusfes de
acordo com os resultados obtidos na parte experimental, além de algumas sugestdes para

trabalhos futuros.



CAPITULO 2

2 FUNDAMENTOS TEORICOS E REVISAO BIBLIOGRAFICA

O objetivo deste capitulo é apresentar a fundamentacdo tedrica e a revisdo bibliogréafica,
abordando os topicos relevantes para este trabalho, entre os quais podem ser citados: as
caracteristicas e os sistemas de cultivo das microalgas, os principais métodos de recuperacao de
biomassa de microalgas, com destaque para a técnica de microfiltracdo. Por fim, sera realizada

uma breve discussao a respeito do reuso do meio de cultivo para o crescimento das microalgas.

2.1 MICROALGAS

As microalgas sdo microrganismos uni ou multicelulares e de estruturas simples,
fotossintéticas pois apresentam pigmentos organicos capazes de converter luz em energia. As
clorofilas, os carotenoides e as ficobilinas sdo exemplos destes pigmentos, sendo a clorofila-a, a
principal responsavel pelo sistema de absorcdo de luz. As clorofilas b, ¢ e d sdo pigmentos
acessorios da fotossintese, sendo que a maioria das algas possui alguma delas (LOURENCO,
2006).

As microalgas marinhas sdo produtoras primarias e apresentam um importante papel em
ecossistemas marinhos (FENG et al., 2005). Apresentam-se tanto na forma de procariontes
guanto de eucariontes (KHAN et al., 2009; MATA, MARTINS E CAETANO, 2009) sendo
exemplos de microrganismos procaridticos as cianobactérias (Cyanophyceae) e de microalgas
eucarioticas as algas verdes (Chlorophyceae) (WANG, B. et al., 2008).

As algas sdo parte importante em qualquer cadeia alimentar aquatica devido a sua
capacidade de fixar didxido de carbono (CO,), utilizando-o como fonte de carbono. Em vista

disso, as microalgas apresentam-se como uma alternativa para a mitigacdo do dioxido de
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carbono através da reacdo de fotossintese.

Conforme Tortora, Funke e Case (2012), a maioria das algas é encontrada nos oceanos,
embora algumas possam ser encontradas na terra ou em arvores quando ha suficiente umidade

disponivel.

O crescimento fotossintético das microalgas ocorre com o fornecimento de luz, agua,
calor, dioxido de carbono e sais inorganicos. A dgua é necessaria para o suporte fisico, para a
reproducdo e para difusdo dos nutrientes (TORTORA, FUNKE E CASE, 2012). O meio de
cultivo é responsavel pelo suprimento dos elementos inorganicos que constituem as células,
como nitrogénio, fésforo, ferro e em alguns casos, silicio (CHISTI, 2007). Na Tabela 2.1 estdo
apresentadas as principais fontes de macro e micronutrientes, suas funcbes para as células e

faixas de concentracdo adotadas na maioria dos processos.

Tabela 2.1 - Fontes de macro e micronutrientes presentes no meio de cultivo para o crescimento de

microalgas.
_— T ~ Faixa de
Fonte de Nutricao Principais Compostos Fungéo Concentracio
Fonte de Carbono CO,, HCOy, COy Fornecer C para toda a 10-10gL"
(macro) celula
Fonte de Nitrogénio NOy, Uréia, N, Fornecer N para toda a 10— 2 000 mg L™
(macro) célula
Fésforo Hidrofosfato, fosfato Fornecgr P para t odas as 10 -500 mg L*
reacdes nas células
Enxofre Sulfato Fornecer S para proteinas 1,0-200 mg L™
e reagles
Sais inorganicos K, Ca, Na, Mg 'V'a”.tef aestrutura e a 0,1-100mg L*
atividade celular
Elementos-traco Fe, Zn, Mn, Pb, Cd Atuar como fator 0,01-10mg L™
coenzima
Vitaminas B,CeE. Ajudar na divisdo celular 0,01-1000 g L™

Fonte: Adaptado de Zeng et al., (2011).

As microalgas podem ser classificadas de acordo com a pigmentacéo, ciclo de vida e
estrutura celular basica e conforme Khan et al., (2009), podem ser divididas em quatro grupos,

conforme dados apresentados na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 - Classificacdo das algas e nimero aproximado de espécies conhecidas.

Algas Numero de espécies conhecidas (aproximadamente)
Diatomaceas (Bacillariophyceae) 10°
Algas verdes (Chlorophyceae) 8 x 10°
Algas azuis-verdes (Cyanophyceae) 2x10°
Algas douradas (Chrysophyceae) 10°

Fonte: Adaptado de Khan et al., (2009).
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As microalgas possuem uma composi¢do rica em minerais, vitaminas, lipideos,
pigmentos e proteinas, apresentando, assim, grande aplicabilidade industrial nos setores
cosmético (SPOLAORE et al., 2006), farmacéutico, como exemplos, os antioxidantes e
antibioticos (WICAKSANA et al., 2012), de biocombustiveis através do 6leo obtido de sua
biomassa (GAVRILESCU E CHISTI, 2005) e de alimentos (KHAN et al., 2009). Também
apresenta grande potencial em tratamento de efluentes por utilizarem nitrogénio e fésforo como

nutrientes, impedindo que o acimulo destes seja nocivo ao meio ambiente.

As microalgas também desempenham um papel crucial na aquicultura, melhoram o
valor nutricional de produtos alimentares e races para animais. Com relagdo a producgdo de
biodiesel através de microalgas, o desafio encontra-se em alavancar os valores de concentragdo
obtidos no cultivo e no investimento em técnicas de recuperacdo de biomassa, etapa necessaria
antes da extracao dos lipideos (RIOS et al., 2012).

2.1.1 Metabolismo das microalgas

Quanto ao metabolismo, as microalgas podem apresentar trés conformacdes principais:
autotrofico, mixotrofico e heterotréfico. Em metabolismo autotrofico a energia € obtida através
da absorcdo de energia luminosa e consumo de carbono inorganico (CO,). A Figura 2.1

representa 0 mecanismo utilizado pelas microalgas nesse metabolismo.

SOL

Agua Di6xido de Carbono <, Luz Oxigénio
Ho * (€0, S (0,

Alga verde

l/

Biomassa
Aglicares
Amido ﬂ Celulose
Oleo

Figura 2.1 - Esquema simplificado da fotossintese da microalga no metabolismo autotrofico.
Fonte: Adaptado de Sustainable Green Technologies Inc. — Algae FAQ.
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O metabolismo mixotréfico é caracterizado quando a energia é obtida tanto do consumo
do carbono inorganico (CO;) quanto do carbono orgénico com a presenca de luz e calor. O
metabolismo heterotrofico é aquele em que a microalga utiliza componentes organicos como
fonte de energia e ndo necessita de energia luminosa. A Figura 2.2 mostra, de uma forma
simplificada, as principais diferencas entre os metabolismos que podem ser realizados pelas

microalgas.

Figura 2.2 - Diferencas principais entre os metabolismos das microalgas.
Fonte: Adaptado de Mariano, (2010).

Existem outros tipos e subtipos de metabolismos, como por exemplo, o fotoautotrofico,
onde 0 microrganismo requer ions inorganicos minerais, e o fotoautotréfico obrigatoério, no qual
0 microrganismo ndo consegue crescer no escuro. Os organismos fotoheterotroficos utilizam luz
como fonte de energia e compostos organicos como nutrientes. Quando a microalga requer
pequenas quantidades de componentes organicos essenciais, como vitaminas e aminoacidos, sao
chamadas de auxotroficas. Esses microrganismos sdo capazes de mudar de metabolismo como
resposta a mudangas nas condi¢cdes ambientais (MATA, MARTINS E CAETANO, 2009).

2.1.2 Microalga Chlorella sp.

A microalga Chlorella sp. é uma alga verde, unicelular, de geometria esférica, globular
ou elipsoidal, ndo mével (ndo possui flagelos), com tamanho de células variando entre 2,0 um e

10 um. A Figura 2.3 apresenta uma imagem da Chlorella sp..

Esta microalga apresenta como caracteristica a alta tolerancia ao diéxido de carbono
(SUNG et al., 1999), facilidade de cultivo em laboratério (MATA, MARTINS E CAETANO,

2009), rapido crescimento, alto contetdo de 6leo, &cidos graxos com cadeia de 16 e 18 carbonos
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sdo predominantes, sendo portanto, ideais para a producdo de biodiesel (XU, MIAO E WU,
2006; CHEIRSILP E TORPEE, 2012). Além disso, a microalga Chlorella sp. apresenta boa
adaptacdo as condices de cultivo (WIDJAJA, CHIEN E JU, 2009; ZHANG et al., 2010) e
cresce tanto em metabolismo autotréfico, quanto heterotréfico e mixotréfico (XU, MIAO E
WU, 2006), além de estar consolidada comercialmente como suplemento alimentar e produzida

por mais de setenta companhias.

A Chlorella foi a primeira microalga a ser cultivada em grande escala em 1960 pela
empresa japonesa Nihon Chlorella. Na década de 80, ja existiam aproximadamente 26 fabricas
de grande escala na Asia, produzindo mensalmente cerca de 1000kg de biomassa
(SPOLAORE et al., 2006).

Esta microalga é uma importante fonte de acido eicosapentanoico (FENG et al., 2005) e
apresenta um historico de beneficios a saude. Segundo Barrow e Sahidi (2007), a ingestdo de
extrato da Chlorella sp. possibilita 0 aumento da concentracdo de hemoglobina e diminuicdo do
nivel de actcar no sangue. Os autores também mencionam que nos anos de 1942 e 1946 uma
“sopa” de plancton consistindo principalmente de Chlorella sp.. foi usada como auxilio
alimentar para os pacientes com hanseniase, proporcionando aumento de energia, peso e saude

nestes pacientes.

-
¢
£

Figura 2.3 — Fotografia da microalga Chlorella sp..
Fonte: Proprio autor.

2.1.3 Microalga Dunaliella tertiolecta

A microalga Dunaliella tertiolecta ¢ uma alga verde, dinoflagelada, da divisao
Chlorofita, fitoplanctonica de ampla distribuicdo no ambiente marinho de geometria elipsoidal e
tamanho de célula variando entre 6,0 um e 14 um (TANG et al., 2011). Demonstra alta
habilidade de sobrevivéncia em um elevado estresse osmético, devido principalmente ao
acumulo de glicerol intracelular (GOYAL, 2007).
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A D. tertiolecta ndo apresenta parede celular (OUKARROUM et al., 2012 ; LOSEVA
et al., 2007) e as células se encolhem ou incham como resposta ao aumento ou decréscimo de
concentragdo salina no meio externo (FISHER et al., 1996). Além disso, foi relatada mudanca
na composicdo de lipideo intracelular de microalgas deste género como resposta a mudanca de
salinidade do meio de cultivo (TAKAGI, KARSENO E YOSHIDA, 2006). A Figura 2.4
apresenta uma imagem da D. tertiolecta.

A D. tertiolecta tem como caracteristicas ser um microrganismo de facil cultivo,
absorvendo nutrientes inorganicos de aguas residuais e aguas salobras, apresenta alta tolerancia
ao sal (FABREGAS et al., 1986), a temperatura e a luz, além de apresentar significativa taxa de
crescimento e elevado contetido de lipideos e de carotenoides (TANG et al., 2011).

Horiuchi et al., (2003) apontaram que o cultivo com o género Dunaliella é vantajoso
para a producdo de 6leo quando realizado em um meio ndo estéril sob condigdes de alta
salinidade. Além disso, esta microalga é capaz de fixar o didxido de carbono. Conforme Jin e
Melis (2003), algumas cepas do género Dunaliella s&o cultivadas comercialmente em grandes
sistemas abertos e em conjunto com 30 mil espécies. Paises como Australia, india e Israel

realizam a produgdo comercialmente.

°r

Figura 2.4 — Fotografia da microalga Dunaliella tertiolecta. Reproduzido de Portal Brasil.
(http://www.brasil.gov.br/imagens/revista-digital/edicao-3/dunaliella-1/view)

2.2SISTEMAS DE CULTIVO

O cultivo de microalgas é realizado tanto em sistemas abertos quanto fechados. Os
sistemas abertos sdo amplamente utilizados, existindo diversas formas, tamanhos e materiais
utilizados, com diferentes tipos de agitacdo e inclinagdo (REDAELLI, 2012) sendo, geralmente,

sistemas a céu aberto com luz natural para a iluminagao.
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Conforme Terry e Raymond (1985) apud Molina Grima et al., (2003), sistemas
fechados como os fotobiorreatores podem ser localizados a céu aberto ou em locais fechados, e
em geral apresentam as seguintes configuracGes: coluna de bolhas anelar e tubular, placa e
airlifit. O fotobiorreator airlift utiliza o0 bombeamento de ar para promover agitacdo e mistura,

possuindo uma diviséria interna para direcionar o fluxo da cultura.

Os fotobiorreatores tendem a ser mais caros que os sistemas abertos, contudo, o sistema
permite um melhor controle dos pardmetros de cultivo (pH, temperatura, intensidade luminosa,
concentracdo e quantidade de nutrientes) (HARUN et al., 2010) garantindo biomassa de melhor
qualidade (LOURENCO, 2006), além de evitar a perda de diéxido de carbono por evaporacéo.
Esse tipo de sistema também permite que o cultivo seja realizado com apenas uma espécie de
microalga, garantindo um cultivo de duracdo mais longa (KHAN et al., 2009).

Atualmente, amplas pesquisas sdo focadas em projeto de fotobiorreatores e suas
condicdes de operacdo. Sdo reconhecidos quatro tipos basicos de producédo de células: batelada,
semi-continuo, continuo e massivo (LOURENCO, 2006).

O modo batelada é caracterizado pelas modificacdes intensas na composicao do meio de
cultura ao longo do desenvolvimento do cultivo. Neste tipo de cultivo, as células sdo inoculadas
em meio de cultura fresco e nenhum outro componente é adicionado ao longo do
desenvolvimento do cultivo. E valido ressaltar que amostras podem ser retiradas em
determinados momentos, mas 0 volume removido ndo deve ser substituido por novo meio de
cultura (LOURENCO, 2006). A Figura 2.5 ilustra o0 comportamento da taxa de crescimento e a

concentracdo de nutrientes, durante o cultivo das microalgas em modo batelada.

Taxa de crescimento
Concentragdo de nutrientes

Tempo

Figura 2.5 - Representacdo esquematica da taxa de crescimento das microalgas (linha sélida) e a
concentracdo de nutrientes (linha pontilhada). Fonte: Adaptado de Mata, Martins e Caetano, (2009).
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Conforme apresentado na Figura 2.5, existem cinco fases diferentes de crescimento: (1)
fase lag que representa o periodo de adaptacdo das microalgas no meio de cultivo, na qual ndo é
percebido quando a diferenca entre as condicdes de cultivo (preexistente e nova) sdo discretas
ou nulas; (2) fase de crescimento exponencial, onde a taxa de crescimento torna-se maior e
aproximadamente constante por curto periodo, sendo o valor variavel em funcdo das
caracteristicas da espécie e das condicBes operacionais; (3) fase de crescimento linear, marcada
pela maior reducdo de nutrientes no meio, podendo durar alguns dias; (4) fase estacionaria, onde
o cultivo atinge rendimento final maximo, expresso como o maior numero possivel de células
por mililitro de cultivo; (5) fase de declinio ou fase de morte, evidenciada pela morte e lise de

muitas células, além da presenca de substancias auto inibidoras de crescimento.

E possivel observar através da Figura 2.5 que o consumo dos nutrientes dissolvidos
(nitrogénio, fosforo, silicio, ferro, cobalto, etc.) aumenta significativamente a medida que as

microalgas elevam sua densidade celular.

Em cultivos em modo batelada ocorre a excrecdo de diversas substancias que sdo os
produtos do metabolismo das células ou até mesmo moléculas que se dissolvem no meio em
funcdo da morte e lise de parte das células cultivadas (YU et al., 2012). Quando o cultivo
apresenta elevada densidade celular, essas substancias tendem a se acumular gerando problema
ao desenvolvimento do cultivo (LOURENCO, 2006).

Segundo Discart et al., 2014 é inevitavel a excre¢do de substancias polimeéricas
extracelulares (EPS) durante o cultivo. Os EPS sdo definidos como uma mistura complexa de
carboidratos, proteinas, polissacarideos, DNA e lipideos sintetizados pelas bactérias, algas e
fungos (KIPPER DA SILVA, 2009). Alguns metabdlitos organicos sdo naturalmente excretados
pelas microalgas durante o crescimento (FOGG, 1971; HADJ-ROMDHANE et al., 2012; YU et
al., 2012) ou subitamente liberados quando ocorre a lise das células, sendo alguns destes
toxicos, como por exemplo, os acidos graxos e as substancias derivadas da oxidacdo (WU et al.,
2006; BOSMA et al., 2008).

Conforme Lourenco (2006), em cultivos semi-continuos uma parcela do meio de cultivo
juntamente com as algas é removida e substituida por novo meio de cultura, sem a presenca de
células, sendo esta uma forma de elevada producdo de células por intervalo de tempo. Os
cultivos continuos ocorrem com as células individuais suspensas em volume constante com
permanente saida de cultura com as células de microalgas e entrada de meio no cultivo. O
cultivo massivo é caracterizado por alta densidade de células e/ou grandes volumes de cultivos e
tem como finalidade a producdo de alimento vivo para animais marinhos e biomassa de algas

para fins biotecnoldgicos.
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2.3 PROCESSOS DE RECUPERAGCAO DE BIOMASSA

A recuperacdo da biomassa de microalgas envolve a aplicagdo de diversas operacdes
unitarias, tais como sedimentacdo, centrifugacdo, floculagdo, filtracdo e autofloculacdo. Para
remover grandes quantidades de 4gua do meio de cultura, um ou mais métodos de separacdo sao

utilizados, e 0s mesmos constituem-se em processos fisicos, quimicos ou bioldgicos.

A combinagdo de etapas para a recuperacdo da biomassa € discutida em diversos
artigos e as seguintes opcbes sdo apresentadas: floculacdo adicional, sedimentacdo com
floculacdo, floculacdo-flotacdo, bio-floculacdo e centrifugacdo, bio-floculagdo e floculantes
inorganicos, floculantes inorganicos e filtracdo, filtracdo e centrifugacdo, floculantes
inorgénicos e flotacdo, flotacdo e agregacdo ultassonica (MOLINA GRIMA et al., 2003;
BRENNAN E OWENDE, 2010; UDUMAN et al., 2010; CHEN et al., 2011; RAWAT et al.,
2011; SALIM et al., 2011; PRAGYA, PANDEY E SAHOO, 2013).

Conforme relatado em trabalho de Mohn (1978), um fator a ser considerado é a
umidade da biomassa colhida, porque a umidade influencia substancialmente a viabilidade
econbmica das etapas de recuperacdo de biomassa. A secagem é um processo com um maior
custo econémico em comparacdo com a desidratacdo mecanica, por isso metodologias como
filtracdo ou centrifugacdo devem precedé-la (MOLINA GRIMA et al., 2003).

A escolha do método depende das caracteristicas das microalgas, tais como: tamanho
das células, densidade celular e qualidade desejada para o produto final (BRENNAN E
OWENDE, 2010; RAWAT et al., 2011).

Considerando a producdo de biocombustiveis, a etapa subsequente ao cultivo é um
desafio de viabilidade econémica, uma vez que representa de 20 % a 30 % do custo total de
producdo. Portanto, a selecdo do método de separacdo da biomassa é amplamente discutida por
diversos autores (BRENNAN E OWENDE, 2010; RAWAT et al., 2011; MOLINA GRIMA et
al., 2003), uma vez que o combustivel a partir de microalgas ainda ndo é competitivo com o
combustivel fossil (PARK, CRAGGS E SHILTON, 2011).

Rios et al., (2012), relatam os esfor¢os na produgdo das microalgas com o aumento do
desempenho de fotobiorreatores e modificacdes genéticas das microalgas e, que ainda ndo existe
um método eficiente e econdmico para a colheita da biomassa, sendo esta etapa um grande

desafio devido a fragilidade e o tamanho das células (entre 3,0 pm e 30 um).

Um método de colheita universal ndo existe, sendo ainda uma area de pesquisa intensa,

com possibilidade de desenvolvimento de sistemas de colheita adequados com viabilidade
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econbmica para determinadas espécies de algas (MATA, MARTINS E CAETANO, 2009;
UDUMAN et al., 2010; KIM et al., 2013).

A seguir serdo apresentados brevemente os principais métodos aplicados para a colheita
de biomassa ou com potencial para serem utilizados. Sera dado destaque para 0 processo de
microfiltracdo, que é o processo utilizado neste trabalho.

2.3.1 Centrifugacéo

A centrifugacdo é um processo de separacdo mecanica que utiliza a forca centrifuga
para provocar a separacdo dos componentes de um sistema sélido-liquido ou liquido-liquido. O
campo centrifugo provoca a “queda” da fase mais pesada através da fase mais leve, na direcdo
radial afastando-se do eixo de rotagdo (FOUST, CLUMP E ANDERSEN, 1982). Pode ser usada
na separacdo de liquidos imisciveis. Esta é uma operacdo unitaria extensivamente aplicada na

area de microbiologia.

A técnica de centrifugacdo é eficaz para separar as microalgas do meio de cultura em
curto periodo de tempo (KIM et al., 2013). Entretanto a alta forca gravitacional aliada a alta
forca de cisalhamento desta técnica, pode danificar a estrutura celular da microalga causando o
rompimento da célula (KNUCKEY et al., 2006), além de tornar o processo demorado e

dispendioso em casos de grandes volumes de cultura (RAWAT et al., 2011).

Heasman et al., (2000) apud Molina Grima et al., (2003), estudaram diferentes
condicBes operacionais da centrifugacdo sobre a recuperacdo de biomassa e obtiveram o0s
seguintes resultados: eficiéncia de recuperacdo maior que 95 % a uma forca equivalente a
13 000 g, diminuindo para 60 % em 6 000 g € 40 % em 1 300 g. Os autores também concluiram
que a viabilidade de recuperacdo das células depende fortemente da espécie de microalga e do

método de centrifugacéo.

Esta operagdo unitaria é recomendada quando o produto desejado requer elevada
qualidade, sem a contaminagdo quimica e bacteriologica do material processado (MATA,
MARTINS E CAETANO, 2009), porque os dispositvos da centrifugacdo séo facilmente limpos
e esterilizados. Conforme Uduman et al, (2010) e Rawat et al., (2011), a técnica apresenta como

principal desvantagem o alto custo operacional e de investimento.

Considerando a utilizacdo das microalgas para a producgao de biodiesel, alguns autores
(SANDER E MURTHY, 2010; RAWAT et al., 2011; KIM et al., 2013) argumentam sobre a

quantidade de energia requerida pela técnica, desfavorecendo os balancos energéticos de
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dioxido de carbono. Ressaltam, ainda, que uma alternativa é a realizacdo de uma pré-

concentagdo para tornar o processo economicamente viavel.

2.3.2 Floculagdo

A floculagdo é um processo em que particulas dispersas sdo agregadas em conjunto para
formar particulas de grandes dimensdes, chamadas de flocos (CHEN et al., 2011), o principio
basico baseia-se na colisdo entre as particulas, ocorrendo aderéncia entre as mesmas através de

mecanismo de dispersdo de cargas.

Produtos quimicos, chamados de agentes de floculagdo sdo usualmente adicionados para
auxilar o processo e sdo classificados em dois tipos principais: floculantes inorganicos e
floculantes organicos (UDUMAN et al., 2010). Idealmente, os floculantes utilizados devem ser
de baixo custo, ndo téxicos e eficazes em baixas concentracdes e precisam ser escolhidos de
modo gue o processamento posterior nao receba qualquer efeito negativo (MOLINA GRIMA et
al., 2003). Como relatado por Papazi, Makridis e Divanach (2010), a adi¢do de sais metélicos

ocasiona a lise das células.

As microalgas possuem carga negativa, 0 que evita a agregacdo de células em
suspensdo, e a quebra deste sistema estavel caracteriza uma eficiente forma de separacdo
(CHEN et al., 2011). A carga da superficie pode ser neutralizada ou reduzida pela adi¢do de

floculantes, tais como cétions polivalentes e polimeros catidnicos.

A floculacdo também pode ser realizada com o uso de microrganismos que Sao capazes
de agir como polieletrolitos. Oh et al., (2001) estudaram o floculante microbiano (AM49) para a
colheita de Chlorella vulgaris e obtiveram uma eficiéncia de recuperacdo de 83 % na faixa de
pH entre 5,0 a 11. Salim, Vermué e Wijffels, (2012), utilizaram a biofloculacdo como pré-
concentragdo antes da centrifugagdo, sendo estudadas quatro diferentes microalgas floculantes
(Ankistrodesmus falcatus, Ettlia texensis, Neochloris oleabundans e Tetraselmis suecica) para a
colheita das microalgas Chlorella vulgaris e Scenedesmus obliquus e como resultado obtiveram

uma diminuigao do custo energético com relagdo ao processo de centrifugacéo.

A floculacdo pode ser utilizada individualmente para a recuperagdo da biomassa ou
aplicada como uma pré-concentracdo, melhorando o desempenho de outras técnicas, como a
sedimentacéo, centrifugacéo e filtracdo. Com relacdo aos floculantes inorganicos, CHEN et al.
(2011), apontam como desvantagens a alta sensibilidade aos niveis de pH e que a eficiéncia

depende das espécies das microalgas, além de que, muitas vezes, € necessario uma grande
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guantidade de coagulante para provocar a separagdo. Cabe ressaltar que a presenca de
floculante pode impossibilitar o uso da biomassa para a aquicultura (MOLINA GRIMA et al.,
2003).

2.3.3 Autofloculagdo

A técnica de autoflocucdo é um tipo de floculacdo espontanea associada a um aumento
de pH, devido ao consumo de diéxido de carbono fotossintético e a precipitagdo de compostos
inorganicos durante o cultivo de microalgas (RAWAT et al., 2011; PRAGYA, PANDEY E
SAHOO, 2013).

O cultivo prolongado sob a luz solar com fornecimento limitado de dioxido de carbono
auxilia a autofloculacéo de células de algas para a colheita. Em estudo realizado com a adicao
de hidroxido de sédio (NaOH) em experiéncia de escala laboratorial revelou que para
determinados valores de pH a autofloculacdo é favorecida (CHEN et al., 2011). Vandamme et
al., (2012) utilizaram ions calcio e magnésio em alto valor de pH para induzir a autofloculagdo
de Chlorella vulgaris e constataram que este € um método eficaz como pré-concentragdo,

contudo exige uma dosagem elevada de magnésio ( > 0,1 mM).

Kim et al., (2013) ressaltam que a autofloculacdo deve ser cuidadosamente utilizada
como método de colheita de biomassa e que geralmente uma quantidade elevada de ions célcio,
magnésio e fosforo precisa ser utilizada para agregar as células de microalgas. Portanto, meios
de cultivo ricos em ions, tais como a dgua do mar e aguas residuais, podem ser apontados como

ideais para esta técnica.

2.3.4 Sedimentacao

A sedimentagdo é um método mecénico adotado para separar as particulas de um fluido
por acdo da forga gravitacional. As particulas podem ser solidas ou gotas liquidas e o fluido um

liquido ou gas em repouso ou em movimento.

A sedimentacdo é adequada para remogdo de contaminantes ou componentes de
interesse inseridos em um fluido, como por exemplo, sélidos de residuos liquidos ou mesmo a
poeira do ar ou de correntes gasosas. Em outros casos as particulas sdo suspensas em fluidos
para obter a separacdo atraves de fracionamento e, consequentemente, 0s componentes se

separam em fracdes que diferem no tamanho ou na massa especifica, ou seja, a sedimentacao
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ocorre até se atingir regides distintas, uma com fluido limpido e outra com uma lama com maior
teor de sélidos (FOUST, CLUMP E ANDERSEN, 1982; MCCABE, SMITH E HARRIOTT,
1993; GEANKOPLIS, 2003).

Para a recuperacdo de biomassa de microalgas, a sedimentacdo demonstra uma alta
eficiéncia energética e é amplamente utilizada em diversas espécies, geralmente em tratamento
de aguas residuarias (RAWAT et al., 2011). A recuperacdo da microalga Spirulina apresentou
bons resultados utilizando este método de separacdo por evidenciar alta densidade e grande
tamanho de célula (12 um) (CHEN et al., 2011; PRAGYA, PANDEY E SAHOO, 2013).

Edzwald (1993), utilizando o processo de sedimentagdo, observou uma fraca decantacao
de microalgas devido a baixa densidade das particulas. Constatou, ainda, que o uso de agentes
floculantes melhora a sedimentacdo das microalgas. A aplicacdo desta técnica é apropriada
quando o valor agregado do produto é baixo (MATA, MARTINS E CAETANO, 2009; CHEN
etal., 2011).

2.3.5 Flotacéo

A flotacdo € um método de separacdo gravitacional capaz de separar sélidos com
diferentes caracteristicas, como tamanho e densidade, de correntes liquidas, através do contato

das particulas com ar ou bolhas de gas, levando-as para a superficie do liquido.

Nesta técnica as células de microalgas sdo capturadas por bolhas de gas e desta forma
encaminhadas para o topo do liquido, onde sdo recolhidas. Segundo Rawat et al., (2011), o
método é efetivo em escala laboratorial para os microrganismos unicelulares e com pequeno
tamanho de células. Mais especificamente, a técnica de flotacdo é eficaz na separacdo de
microalgas com didmetro entre 10 um e 500 um (YOON E LUTTRELL, 1989; CHEN et al.,
2011; KIM et al., 2013).

O rendimento da técnica é dependente do tamanho das bolhas formadas e estas podem
ser denominadas da seguinte maneira: nanobolhas com dimensGes menores que 1,0 um;

microbolhas entre 1,0 um e 999 um e bolhas finas entre 1,0 mm e 2,0 mm (KIM et al., 2013).

Em dois estudos realizados por Hanotu, Bandulasena e Zimmerman (2012) e Barrut et
al., (2012) foi demonstrado que bolhas menores apresentaram melhor desempenho do que
bolhas de maiores dimensdes. Isto ocorre porque as bolhas menores apresentam maior
facilidade de carregar as células de microalgas para o topo da superficie do liquido. Tais

resultados foram corroborados pelo trabalho de Zimmerman et al. (2011), no qual é
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demonstrado que bolhas menores exibem maior longevidade e uma maior capacidade de

carregar as particulas, uma vez que aumentam a relacao area superficial/volume.

A interacdo entre as células e as bolhas também é determinada pela carga da superficie
das microalgas e a sua hidrofobicidade. Geralmente, as células de microalgas sdo hidrofilicas e
as bolhas sao hidrofébicas, contudo ambas sdo carregadas negativamente e uma alteracdo neste
sistema € capaz de beneficiar a separacdo (KIM et al., 2013).

A aplicacdo da flotacdo é dividida em flotagcdo por ar dissolvido, flotacdo dipersa e
flotacdo eletrolitica. A flotagdo por ar dissolvido implica na reducéo da pressdo de um fluxo de
agua pré-saturada com ar em excesso para produzir bolhas de tamanhos entre 10 pm a 100 um
(UDUMAN et al., 2010). Sua eficicia aumenta se o tamanho da célula de microalga é maior.
Portanto, esta técnica esta associada com o uso de floculantes para agregar as células e facilitar
a separacdo (PRAGYA, PANDEY E SAHOO, 2013).

Na flotacdo por ar disperso, bolhas entre 700 um e 1 500 um séo formadas por agitacédo
em alta velocidade com injecdo de ar no sistema e interagem com a superficie das células
carregadas negativamente. O desempenho melhora se a carga negativa das bolhas formadas
diminuir, isto pode ser realizado pela adicdo de surfactantes catidnicos ou outros agentes
quimicos gque favorecam a formacdo de cargas positivas (CHEN et al., 2011; RAWAT et al.,
2011).

2.4 PROCESSOS DE SEPARACAO POR MEMBRANAS

A evolucéo dos processos de separacdo por membranas (PSM) data a partir do inicio da
década de 1970 com a utilizacdo de membranas sintéticas. Esse avancado sistema de separacao
foi adicionado aos processos classicos de separacdo como destilacdo, filtragdo, adsorgdo, troca
ibnica, centrifugacdo, extracdo por solvente, cristalizagdo, entre outros (HABERT, BORGES E
NOBREGA, 2006).

Basicamente as membranas sdo definidas como uma barreira que separa duas fases e
que restringe total ou parcialmente o transporte de uma ou varias espécies quimicas presentes

nas fases.

As membranas organicas podem ser poliméricas ou biol6gicas, estando as poliméricas,
com suas variadas propriedades quimicas e fisicas, consolidadas no mercado de membranas
sintéticas comerciais. Ja as membranas inorganicas estao divididas entre ceramicas e metéalicas,

e sdo produzidas ha mais de 20 anos, porém, somente recentemente comegaram a disputar
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mercado com as membranas poliméricas. As membranas inorganicas apresentam como
vantagem uma maior vida util e maior facilidade de limpeza, contudo, o custo é maior em

comparagdo com as membranas poliméricas.

De um modo geral, em relacdo a morfologia as membranas podem ser classificadas em
duas grandes categorias: membranas densas e membranas porosas. As membranas ainda podem
diferir com relagdo as suas caracteristicas morfol6gicas ao longo de sua espessura, e neste caso,

sdo divididas em isotropicas e anisotropicas.

As membranas isotrOpicas apresentam as mesmas caracteristicas ao longo da sua
espessura. As membranas anisotrdpicas sdo caracterizadas por uma regido superior muito fina
(aproximadamente 1,0 um), mais fechada (com poros ou ndo) chamada de pele, suportada por
uma estrutura porosa. Quando ambas as regifes sdo constituidas por um Unico material a
membrana é do tipo anisotrépica integral. Caso materiais diferentes sejam empregados no

preparo de cada regido a membrana sera do tipo anisotrépica composta.

A Figura 2.6 apresenta, de forma esquematica, as morfologias mais comuns observadas

na secdo transversal de membranas comerciais.

Membranas Isotropicas (simeétricas)

porosa porosa densa
| P
| U/ N\?:( \ -#I_'
(,\_’—\'_ ~(\6~l
202020200

Membranas Anisotropicas (assimétrica)

densa (integral) porosa densa (composta)

Figura 2.6 - Representacdo esquematica da se¢do transversal dos diferentes tipos de morfologias das
membranas sintéticas. Fonte: Adaptado de Habert, Borges e Nobrega, (2006).

De acordo com a Figura 2.6, pode-se observar que tanto as membranas densas como as
porosas podem ser isotrépicas ou anisotrépicas, ou seja, podem ou ndo apresentar as mesmas
caracteristicas morfol6gicas ao longo de sua espessura. A estrutura da membrana informa o

mecanismo de separacdo e, portanto sua aplicagdo (MULDER, 1996).
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Nos processos de separacdo, uma molécula ou particula é transportada através da
membrana de uma fase para outra pela acdo de uma forca motriz que atua na molécula ou
particula. A extensdo dessa for¢a motriz é determinada por um potencial ou por uma diferenga
de potencial através da membrana, conforme demonstra a Equagao 2.1.

Forg¢a motriz = ATX (2.1)

onde AX é a diferenca de potencial e [ é a espessura da membrana.

A forca motriz é expressa por dois diferentes potenciais: a diferenca de potencial
quimico (Au) e a diferenga de potencial elétrico (Ae). Como 0s processos com membranas Sao
geralmente isotérmicos, o gradiente de potencial quimico pode ser expresso apenas em termos

do gradiente de presséo e de concentracdo (ou pressdo parcial).

O tipo de forga motriz aplicado ao processo, bem como, a morfologia da membrana séo
0s responsaveis pelo transporte, sendo dois tipos de mecanismos considerados: o convectivo e 0

difusivo.

O mecanismo convectivo ocorre em membranas porosas, € neste caso a separagao esta
diretamente associada a relacdo entre o tamanho das espécies presentes e o tamanho dos poros
da membrana, conceito aplicado aos processos de microfiltracdo (MF), ultrafiltracdo (UF) e
nanofiltracdo (NF).

Na Tabela 2.3, pode-se observar os diferentes processos de separacdes por membranas,
que utilizam a diferenca de pressdo como forga motriz. Cabe ressaltare que os processos de MF
e UF sdo atualmente empregados com sucesso na concentracdo de biomassa de microalgas e
podem encontrar muitas aplicagfes na fotobiotecnologia (FRAPPART et al., 2011). Ainda,
destaca-se que, com a intensa melhora nas técnicas de fabricacdo de membranas e sua ampla
aplicacdo, os custos das membranas vém diminuindo consideravelmente tornando estes
processos mais acessiveis (ZHANG et al., 2010; RIOS et al., 2012).

Tabela 2.3 — PSM que utilizam a diferenca de pressdo através da membrana como for¢a motriz
relacionados pelo tamanho de poros das membranas e respectivas pressoes de operacao.

PSM Tamanho dos poros (nm) Faixa de pressao (bar)
Microfiltracdo (MF) 50 — 10 000 0,1-2,0
Ultrafiltracédo (UF) 1,0-100 1,0-5,0
Nanofiltracéo (NF) <10 50-20
Osmose Inversa (Ol) 0,1-10 10 -100

Fonte: Adaptado de Mulder, (1996).

Uma possivel configuragdo de processo de separagdo por membranas é o acoplamento

dos fotobiorreatores com as membranas em modo continuo. Desta forma, existe a possbilidade
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de tornar mais eficiente o processo de concentracdo e purificagdo tanto da biomassa quanto de
metabdlitos provenientes das microalgas (VANDANJON et al., 1999; ROSSIGNOL et al.,
2000; FRAPPART et al., 2011).

Segundo Hwang et al. (2013), diferentes formas de realizar a colheita das microalgas
baseados em processos com membranas sdo propostos, incluindo sistemas com membranas
submersas, microfiltracdo tangencial e microfiltracdo dindmica. Entre esses sistemas, a
microfiltracdo tangencial apresenta grande potencial na recuperacdo de biomassa, menor
consumo de energia e adicionalmente promove a preservacao da estrutura, das propriedades e da
motilidade das microalgas coletadas (ROSSIGNOL et al., 1999; CHEN et al., 2011; HWANG
etal., 2013).

Grande parte dos trabalhaos publicados sobre a colheita de microalgas confirma a
eficacia da microfiltracdo e da ultrafiltracdo na configuracdo de escoamento tangencial
(ZHANG et al., 2010; BILAD et al., 2012).

A ultrafiltracdo e a microfiltracdo com configuracdo de escoamento tangencial efetuam
a separacdo em temperatura ambiente, garantindo condicdo ideal para a manutencédo das células.
Além disso, estes processos, apresentam capacidade de concentrar a suspensao de microalgas de
forma seletiva, sendo adequados para recuperacdo de células de algas com tamanhos entre
3,0 um e 30 um (ZHANG et al., 2010), ndo havendo necessidade de adicdo de produtos
quimicos gue possam contaminar ou acumular sobre as microalgas (CHEN et al., 2011;
VANDAMME et al., 2011; BILAD et al., 2012; WICAKSANA et al., 2012). A MF e UF
operam em condi¢fes de baixas pressdes transmembranas e velocidades tangenciais,
assegurando a integridade das células (AHMAD et al., 2012).

A seguir, o processo de microfiltracdo sera apresentado com maiores detalhes, incluindo

alguns conceitos importantes para a compreensao dos estudos realizados neste trabalho.

2.4.1 Microfiltracéo

A microfiltracdo é uma técnica de separacdo por membranas que utiliza membranas
porosas com didmetro de poro entre 0,1 um a 10 um e apresenta como forga motriz o gradiente
de potencial quimico expresso em termos da diferenga de pressdo através das membranas
(0,1 bar a 2,0 bar) para separar particulas do tamanho de micrometros, tais como bactérias,

células de leveduras, coloides, particulas em suspensdo, entre outras.
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As particulas que ficam retidas possuem tamanho maior que o maior didmetro de poro
da membrana. O tamanho dos poros dessas membranas e o fluxo permeado sdo tipicamente
maiores em comparagdo a processos com membranas de ultrafiltragdo e nanofiltracio
(GEANKOPLIS, 2003).

O processo de microfiltracdo pode ser operado em duas configuracdes de escoamento:
transversal ou perpendicular (dead-end) e tangencial ou fluxo cruzado (crossflow). A Figura 2.7

demonstra os dois modelos de escoamento.

Alimentacdo

1122

Alimentagdo Retido Retido

‘ 5 1 1 ]

1111l

Permeado

(@) (b)

Permeado

Figura 2.7 - Diferentes configurac@es de escoamento do processo de microfiltracdo: (a) tangencial ou
cruzado (crossflow), (b) perpendicular ou transversal (dead-end).

Na configuracdo transversal o sistema é semelhante a uma filtracdo convencional, ou
seja, a corrente de alimentacdo e permeado passam perpendicularmente a membrana e, desta
forma os componentes retidos se acumulam sobre a sua superficie, formando um tipo de torta
sobre a mesma (MULDER, 1996). A espessura desta torta aumenta com o tempo de filtragéo,

causando o decréscimo do fluxo permeado.

No escoamento tangencial a corrente de alimentacdo passa tangencialmente a superficie
da membrana, produzindo uma corrente de concentrado (retido) com a maioria das particulas da

suspensdo e um fluxo permeado que atravessa a membrana.

A diferenca do escoamento tangencial para o transversal resulta em um comportamento
distinto do fluxo permeado com o tempo. No modo tangencial, ocorre um decréscimo mais
lento do fluxo permeado devido a menor formacdo de uma camada de torta (RIPPERGER E
ALTMANN, 2002) e conforme Song (1998) e Stamatakis e Tien (1993) em escoamento

tangencial apenas uma fragéo das particulas se deposita sobre a superficie da membrana.

As observagdes do pardgrafo anterior permitem compreender que na recuperacdo de

biomassa de microalgas o escoamento tangencial é vantajoso, pois resulta em maiores valores
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de fluxo permeado e apresenta a capacidade de manter as células das microalgas em suspensdo
(AHMAD et al., 2012).

A viabilidade econémica da microfiltracdo depende do fluxo permeado e da capacidade
de processamento do sistema (RIOS et al., 2012). Segundo Huang et al., (2012) uma
metodologia adequada de concentracdo melhora o desempenho da extracdo do 6leo das algas ou
até mesmo de outros compostos, apontando o uso de membranas para concentracdo de
Chlorella sp. por consistir em um método seguro e confiavel. Os autores ainda comentam as
vantagens em comparacdo com a centrifugacdo, aos processos de floculagdo-flotacdo e
sedimentacdo. A desvantagem, segundo os autores, esta no fouling progressivo que provoca o

declinio do fluxo permeado.

2.4.2 Parametros operacionais do processo de MF

Fluxo permeado

O fluxo de permeado através das membranas de microfiltracdo pode ser descrito pela lei
de Darcy, onde o fluxo permeado (J) é diretamente proporcional a pressao transmembrana (AP)

(Mulder, 2006), como descreve a Equacéo 2.2.
] =LpAP (2.2)

onde a constante Lp é referente & permeancia hidraulica da membrana (L m? h* bar) que

contém as caracteristicas estruturais da membrana e AP a pressao transmembrana (bar).

Parametros como a pressdo transmembrana (PTM) e a velocidade tangencial do fluido, a
qual influencia diretamente na taxa de cisalhamento sobre as microalgas, estdo diretamente
relacionadas a viabilidade celular e a sintese de substancias poliméricas extracelulares (EPS),
sendo este ultimo um severo causador de fouling (MORINEAU-THOMAS, JAOUEN E
LEGENTILHOMME, 2002; FRAPPART et al., 2011). O fouling ocorre devido & interacéo
entre as especies presentes na solugdo de alimentagdo com a membrana, resultando no
decréscimo do fluxo permeado com o tempo de operagdo. A estabilizagdo do fluxo permeado
pode demorar de minutos, horas ou até alguns dias (HABERT, BORGES E NOBREGA, 2006).

Conforme Wicaksana et al., (2012), a interagdo entre as microalgas e os EPS se
mostram dependentes do cisalhamento, do fluxo permeado imposto pela PTM e pelas
caracteristicas da membrana e da suspensdo, bem como a natureza do depdsito sobre a

membrana. A liberacdo dos EPS esta diretamente relacionada a formacéo de um fouling severo
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nas membranas devido a sua capacidade de formac&o de biofilme, uma vez, que os EPS podem
agregar as células de microalgas gerando o acimulo das mesmas sobre a superficie da

membrana.

Para uma condicdo 6tima de processo o fluxo permeado precisa se manter elevado, e
altas velocidades tangenciais e pressdes transmembranas podem garantir esse resultado e se
estas condi¢cOes forem bem definidas elas podem evitar a formagdo elevada de fouling.
Entretanto, deve-se atentar que altos valores destes parametros afetam o custo energético do
processo, ja que requerem maior forca de bombeamento. Neste caso, uma forma de melhorar o

processo, envolve mudancgas na geometria do médulo ou alteragdes nas condi¢Ges operacionais.

Gaucher et al., (2002) e Velikovska et al., (2004) relataram a importancia de controlar
as condicBes hidrodindmicas, como a pressdo transmembrana e a taxa de cisalhamento, em
baixos valores como meio de reduzir o fouling. Song (1998), em referéncia a microfiltracdo
tangencial, comenta que os parametros PTM e velocidade tangencial sdo os que mais afetam os
fendmenos de fouling. Portanto, a observacdo do fluxo critico e do fluxo limite sdo de extrema

importancia para diminuir o rapido decréscimo do fluxo permeado com o tempo.

O fluxo critico é definido como o maior fluxo permeado em que ndo é observada a
diminuicdo do fluxo com o tempo, ou seja, é o fluxo no qual a pressdo transmembrana comega a
se desviar da linearidade obtida pela passagem de &gua pura pelo sistema. O fluxo critico é
influenciado pelas condigdes hidrodindmicas do processo, tamanho de particulas da solucdo,
forca idnica, potencial zeta, morfologia e tamanho de poro da membrana (CHONG, WONG E
FANE, 2008).

Segundo Field et al. (1995) um dos meios de minimizar a rapida reducdo do fluxo
permeado é operar 0 processo abaixo do fluxo critico. A operacdo acima do fluxo critico tende a
aumentar o arraste das particulas para a superficie da membrana, ocasionando fouling
irreversivel. Portanto, um estudo visando a determinacdo desse pardmetro permite evitar que

condigdes como PTM e velocidade tangencial afetem negativamente o processo.

O fluxo limite é observado em experimentos onde a solucdo é operada a diferentes
pressdes transmembranas e este valor é alcangando no momento em que o aumento da presséo
ndo resulta em aumento de fluxo, ou seja, o fluxo permeado deixa de ser linear, tendendo a

estabilizacéo.

Frappart et al. (2011) utilizaram a ultrafiltragdo em modulo plano e médulo dindmico

para testar, respectivamente, o regime laminar e o regime turbulento sobre a integridade celular
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das microalgas Cylindrotheca fusiformis e Skeletonema costatum. Em regime laminar, 0s

autores calcularam a taxa de cisalhnamento utilizando a Equacéo 2.3 da lei de Poiseuille.

8

y=-v (2.3)
e

onde e é a espessura do canal de permeagdo em metros e v € a velocidade tangencial no canal

em m s, obtida pela divisdo da vazdo pela area transversal do canal.

O modulo dinamico de filtragdo é um sistema que apresenta como principio realizar a
maximizagdo do gradiente de velocidade sobre a superficie da membrana, aumentando desta
forma a tensdo de cisalhamento em um regime turbulento de escoamento (RIOS et al., 2012).
Existem diversos tipos de filtracdo dindmica, como exemplos os sistemas rotacionais de
membranas ou de discos e os sistemas vibratorios (JAFFRIN, 2008).

O sistema utilizado por Frappart et al. (2011), consistiu em um disco rotatério acoplado
em uma membrana estacionaria. Este modulo permite o estudo de parametros, como a
velocidade angular do disco (rad s™) e o fator de velocidade aplicado pelo sistema. O objetivo
principal é a reducdo do fouling da membrana pela geracdo de uma alta taxa de cisalhamento

independentemente do escoamento da solucdo de alimentacéo.

Ainda conforme Frappart et al. (2011), foi observado que o fluxo permeado em médulo
dindmico quase dobrou de valor quando comparado com modulo plano em escoamento
tangencial. Entretanto, os autores afirmam que trabalhos adicionais sdo necessarios para melhor
compreensdo dos efeitos hidrodindmicos sobre as microalgas e a medi¢do do consumo
energético visando um acoplamento com fotobiorreator onde as células devem ser mantidas

vivas para produzir metabélitos recuperaveis.

A relacdo benéfica sobre o desempenho do processo com o uso de uma maior forca de
cisalhamento sobre a membrana ndo é consenso entre diversos autores. Rios et al., (2010)
afirmam a reducéo do fouling em regime turbulento em consequéncia da elevagdo da forca de
cisalhamento sobre a membrana. No entanto, Bilad et al., (2012) e Discart et al., (2013),
afirmam que essa condig&o proporciona um severo fouling, uma vez que aumenta a liberagdo de

substancias poliméricas extracelulares (EPS).
Seletividade

A seletividade é um fator decisivo no desempenho de processos de separacdo por
membranas, visto que informa a facilidade que um determinado composto possui para separar-
se de outro. Dois parametros sdo utilizados como medida de seletividade: o coeficiente de

retencdo observada (R,ps) € o0 fator de separacéo (a).
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Em processos onde a forca motriz é a pressdo transmembrana, como a microfiltracéo
(MF), a nanofiltracdo (NF), a osmose inversa (Ol) e a ultrafiltracdo (UF), o parametro que
melhor traduz a seletividade é o coeficiente de retencéo.

A Equacdo 2.4 expressa o coeficiente de retencdo observada (Rops), OU sSeja, a
capacidade seletiva da membrana em relagdo a uma dada espécie:

Rops =1— — (2.4)

onde: Co é a concentracdo da espécie na alimentacdo (g L™) e o Cp é a concentracio da espécie

no permeado (g L™?).

Resultados de R,ps proporcionam os seguintes significados fisicos: quando Rqps for nulo,
a membrana nao tem capacidade seletiva para esta espécie e quando Ry for igual a 1,0, a
espécie em questdo ndo esta presente no permeado, ou seja, a membrana foi capaz de rejeita-la

completamente.

Fator de concentracdo volumétrico

O fator de concentracdo volumétrico (FCV) é um parametro importante de analise de

dados, porque esta diretamente associado ao fluxo permeado.

Fey = o= Yo

Ve Vo-Vr (2.5)

onde V, e Vp séo o volume inicial da solucéo de alimentagdo (mL) e o volume de permeado

produzido (mL) e V é o volume retido (mL).

2.4.3 Polarizacao por concentracéao e fouling

O maior problema encontrado em membranas de microfiltracdo, tanto em escala
laboratorial quanto industrial, é o declinio do fluxo com o tempo (MULDER, 1996), em funcéo
dos fendbmenos de polarizagdo por concentracdo e o fouling. Estes fenémenos sdo dependentes,
ou seja, um pode ser o causador do outro. Por exemplo, uma elevada polariza¢cdo por

concentracgdo tende a aumentar os fenémenos de fouling.



CAPITULO 2 - FUNDAMENTOS TEORICOS E REVISAO BIBLIOGRAFICA 42

A polarizagao por concentracdo € inerente a qualquer processo de transporte seletivo, e
é um fendbmeno de camada limite, que acontece em decorréncia do aumento da concentracdo do
soluto sobre a superficie da membrana, provocando uma resisténcia adicional & transferéncia de
massa do solvente através da membrana, que resulta na queda do fluxo permeado. Operar o
sistema com pressdo transmembrana abaixo do valor critico, utilizar elevados numeros de
Reynolds através do aumento da velocidade tangencial e baixos fatores de concentragdo sdo
estratégias para diminuir o efeito da camada polarizada de concentragdo. Deve-se ressaltar que
este fendmeno é reversivel, pois uma vez terminada a operacdo com a solucao e realizada uma
limpeza quimica, é possivel restaurar o fluxo permeado (HABERT, BORGES E NOBREGA,
2006).

Na filtracdo de microalgas, o fenbmeno da polarizacdo por concentracdo € maior em
funcdo da superficie negativa das células, que afeta a interacdo com a membrana e as
substancias solubilizadas (RIOS et al., 2012). Neste caso o uso de membranas levemente

carregadas negativamente pode minimizar este fenémeno.

Como dito anteriormente, os fenémenos de fouling sdo responsaveis pela continua
queda do fluxo permeado com o tempo e sdo complexos quanto ao tipo e quanto a0 momento
em que ocorrem. As interacBes entre as particulas da solucdo e a superficie da membrana
definem a intensidade do fouling e uma possivel classificacdo divide o fouling em externo e
interno. Um exemplo de fouling externo é a formacdo de torta como resultado do depoésito dos

solutos e 0 aumento da concentracdo destes na superficie da membrana.

As particulas da solucdo podem causar o blogueio parcial ou total dos poros e quando
s80 menores que o0s poros da membrana apresentam possibilidade de serem adsorvidas no seu
interior, causando a diminuicdo de seu didmetro. O entupimento dos poros é dependente do

tamanho e da morfologia das particulas processadas.

Conforme Song (1998), o declinio do fluxo permeado causado pelo bloqueio de poros
ocorre na maioria dos casos em trés fases distintas, explicitas através da tipica curva de fluxo

permeado versus tempo, demonstrado na Figura 2.8.
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1 : I
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Figura 2.8 - Representacdo esquematica de trés fases do declinio do fluxo pemeado: (I) declinio inicial
rapido; (1) declinio do fluxo permeado gradualmente a longo prazo e (111) fluxo independente do tempo.
Fonte: Adaptado de Song, (1998).

De acordo com a Figura 2.8, sdo apresentadas as trés fases de declinio de fluxo, sendo
elas: fase | - onde os poros sdo parcialmente bloqueados pelas particulas presentes na solucao de
alimentacdo e a area efetiva de filtracdo diminui, causando um declinio inicial rapido no fluxo
permeado; fase Il - onde ocorre a formagdo de uma camada de torta na superficie da membrana,
responsavel por uma diminuicdo gradual do fluxo; fase Il - onde o fluxo permeado atinge o
estado estacionario (SONG, 1998).

O percentual de fouling pode ser calculado pela comparacdo entre a permeéncia a dgua
destilada antes (DWP, em L m? h™ bar™) e apos (DWP, em L m? h™ bar™) os testes de filtragdo

com a solucdo através da Equacdo 2.6 (WU et al., 2007).

DWP,
DWP,

% Fouling = (1— ) x 100 (2.6)

Os valores de DW P, e DW P, sdo obtidos a partir do coeficiente angular da reta formada
pelos pontos de fluxo de 4gua destilada versus pressdo antes e apos a passagem da solucéo pela

membrana.
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2.4.4 Resisténcias ao fluxo permeado

O declinio do fluxo em filtragdo por membranas é o resultado do desenvolvimento de
uma série de resisténcia particulares, cada uma contribuindo para o decréscimo do fluxo
permeado. A resisténcia total representa a soma das seguintes resisténcias: resisténcia da
membrana, resisténcia devido a polarizacdo por concentracdo e resisténcias associadas ao
fendmeno de fouling.

A resisténcia total (Rr) é calculada utilizando a Equagéo 2.7.

_ AP

= (2.7)

Rt
onde AP é a pressdo transmembrana (Pa), J é o fluxo permeado da solucdo (m s™) e p é a

viscosidade dindmica da solugéo (Pa s).

Quando a solucgdo é processada, todas as resisténcias que causam o declinio do fluxo
estdo ocorrendo de forma interligada e complexa. A resisténcia da membrana esta presente,
estando relacionada a fatores caracteristicos da membrana, como tamanho e distribuicdo dos
poros, espessura da membrana, carater hidrofilico do material. Para membranas novas, este
valor varia em funcdo da compactacéo, que por sua vez depende da morfologia da membrana. A
resisténcia da membrana é determinada realizando os testes somente com &gua pura, como

mostra a Equacéo 2.8.

AP
Ry= ——— (2.8)
K sgua ]égua

E substituindo a Equacdo 2.2 na Equacéo 2.8, a resisténcia da membrana é calculada de

acordo com a Equacéo 2.9.

1
Ry= —— (2.9)
M K sgua Lp

onde L, é a permeancia hidraulica (L m™? h™ bar™).

Uma forma de determinar o fouling total é a realizacdo de experimentos visando a
determinacdo da permeédncia de &gua pura antes (DWP,) e depois da passagem da solucdo
(DWP,). Quando ocorre passagem de agua pura apds a passagem da solucéo, a resisténcia ao
fluxo é o somatorio da resisténcia devido ao fouling e a resisténcia da membrana. Dessa forma é

possivel observar a interacdo da solugdo com a membrana com a obtencdo de uma nova
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permeancia apds sua passagem (DWP,). Utiliza-se a Equacédo 2.10 para determinar a resisténcia
devido ao fouling.
1

Rp=——————— —Ry (2.10)

p‘égua DWPH

A resisténcia devido a polarizagdo por concentracdo (R) ocorre durante a filtragdo da
solugdo e pode agravar os fendmenos de fouling. Sua determinagdo pode ser obtida através da
Equacédo 2.11.

Rpc = RT - RF - RM (211)

onde Ry, Rr e Ry podem ser determinadas pelas equagdes explicitadas anteriormente e todas

apresentam a unidade em m™.

2.4.5 Modos de operacéo

A microfiltracdo tangencial apresenta distintos modos de operacdo, que sdo aplicados
dependendo do objetivo do processo. Geralmente, o sistema € alimentado contendo uma mistura
em que determinadas substancias sdo retidas, e duas correntes de saida sdo obtidas: uma
corrente de permeado que atravessa a membrana e uma corrente de retido que concentra as
substancias que sdo rejeitadas pela membrana. A seguir, estdo listados os trés modos mais
utilizados de operacdo referentes a microfiltracdo, sendo eles: reciclo total, batelada e
diafiltracdo (DF).

O reciclo total é um modo de operacdo em que as correntes de retido e permeado
retornam ao tanque de alimentacdo, objetivando a caracterizacdo da membrana, estudo da
interacdo da solucdo filtrada com a membrana e determinacdo das melhores condi¢Ges de
operacdo. Na Figura 2.9 estd apresentado de forma simplificada um fluxograma para o modo

reciclo total.
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Figura 2.9 - llustracdo do modo reciclo total: (1) tanque de alimentacdo; (2) bomba de deslocamento
positivo; (3) modulo com a membrana; (4) corrente de permeado e (5) corrente de retido; (V1 e V2)
valvulas agulha; (P1 e P2) mandmetros.

No modo batelada representado na Figura 2.10, o objetivo é concentrar a solugdo
atraves da remocdo do permeado do sistema, enguanto a corrente de retido retorna para o tanque
de alimentacdo. Neste modo de operacdo é maior o tempo médio de residéncia das particulas
dentro do sistema e a area de membrana exigida é menor em comparacdo com modos de
operacdo como alimentacdo e purga e multiestagios, consequentemente reduz o0s custos com
investimentos, energéticos e com a substituicdo das membranas (LIPNIZKI, BOELSMAND E
MADSEN, 2002).
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Figura 2.10 - llustracdo do modo batelada: (1) tanque de alimentacédo; (2) bomba de deslocamento
positivo; (3) modulo com a membrana; (4) corrente de permeado; (5) tanque para o permeado e (6)
corrente de concentrado; (V1 e V2) valvulas agulha; (P1 e P2) mandmetros.

A diafiltracdo é um modo de operacdo onde solvente é adicionado na solucdo de
alimentacdo com o intuito de retirar os microsolutos (impurezas) através da corrente de
permeado, realizando portanto, a purificacdo do soluto de interesse que € retido pela membrana.
Se 0 interesse estiver nas substancias presentes na corrente de permeado, a diafiltracdo é capaz
de aumentar sua recuperacdo, uma vez que este é arrastado pelo solvente. Este modo pode ser
operado de forma continua e descontinua. Na Figura 2.11 esta apresentado de forma

simplificada um fluxograma para o modo de operacéo diafiltracao.

(3)
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Figura 2.11 - llustracdo do modo diafiltracdo: (1) tanque de alimentacdo; (2) bomba de deslocamento
positivo; (3) modulo com a membrana; (4) corrente de permeado; (5) tanque para o permeado e (6)
corrente de concentrado; (V1 e V2) valvulas agulha; (P1 e P2) mandmetros.

A operagdo diafiltracio em modo continuo consiste na alimentacdo sucessiva de
solvente em vazao igual a vazdo de permeado, em condi¢Bes adequadas de pH e temperatura,
sendo apropriada quando a concentracdo da solucdo € alta e ndo exista a possibilidade de

diminuir o volume da solucdo de alimentagéo.

No modo diafiltracdo descontinuo, uma quantidade de solvente é adicionada por etapas,
gerando um menor volume de permeado, sendo possivel otimizar a quantidade de volume de
solvente e 0 nimero de vezes em que € adicionado. A DF pode ser efetuada apds pré-
concentracdo em modo batelada (LIPNIZKI, BOELSMAND E MADSEN, 2002), até a retirada
desejada de volume de permeado, sendo interrompida a adicdo de solvente, permitindo a
concentragdo final da solug&o.

De acordo com estudo de Fikar, Kovacs e Czemak (2010), existe trés conceitos basicos
de operacdo utilizando membrana - modo de concentracdo, modo de diluicdo a volume
constante e modo de diluicdo a volume variavel, diferindo os trés em relagdo a utilizagdo de

lavagem com agua como diluente.

No modo de operagdo de concentragdo, sem lavagem, o solvente ndo é introduzido no
tanque de alimentacdo, resultando em uma diminui¢do continua do volume da solugdo de

alimentacdo. No modo de diluicdo a volume constante, o volume da solugdo de alimentacédo é
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mantido constante por adi¢cdo continua de um diluente a uma taxa igual a taxa de permeacédo
(FOLEY, 2006).

A operacdo em modo de diluicdo a volume variavel foi proposta por Jaffrin e Charrier,
(1994) e revista por Foley, (2006), sendo esta baseada na capacidade de concentrar
simultaneamente o0 macrosoluto e retirar 0 microsoluto, com adi¢ao continua de 4gua ao tanque

de alimenta¢do em uma taxa proporcional, mas menor que a taxa de permeagéo.

Um processo tipico de filtracdo pode envolver os dois modos de operacao batelada e DF
em trés etapas, sendo elas: 1) pré-concentracdo (batelada), objetivando reduzir o volume da
solucdo de alimentacdo e remover pequena quantidade de microsolutos; 2) diafiltragdo
combinada com batelada, onde os microsolutos sdo retirados por adicdo de solvente introduzido
no sistema. Com isso, é possivel aumentar a recuperacdo do produto de interesse no permeado,
ou ainda, aumentar a purificacdo dos componentes da corrente de retido e; 3) pds-concentracao
(batealda), utilizada para retirar maior quantidade do volume da solucdo e concentrar o
macrosoluto até uma condicdo desejada ou possivel (MADSEN, 2001; WANG, ZHANG E
OUYANG, 2002; LIMAYEM, CHARCOSSET E FESSI, 2004; WANG, L. et al., 2008).

246 Modelo de Hermia

O modelo empirico proposto por Hermia no ano de 1982 foi originalmente descrito para
escoamentos no modo transversal conforme mostra a Equacdo 2.12. O modelo permite estudar
os mecanismos de fouling, considerando quatro fenbmenos responsaveis pela diminuicdo no

fluxo permeado: blogueio intermediario, blogueio padrdo, blogueio completo e formacdo de

torta.
dzt de\"
=k (E) 2.12)

O modelo de Hermia propGe, em escoamento transversal, a redugdo continua do fluxo
permeado até o mesmo atingir o valor zero, diferentemente do escoamento em modo tangencial,
onde o fluxo sofre uma redugdo, mas ndo atinge valor igual & zero, sendo que o fouling, neste

modo, é essencialmente influenciado pelo cisalhamento.

Field et al., (1995), modificaram a Equacdo 2.12 para a utilizacdo em escoamento no

modo tangencial, de acordo com a Equacéo 2.13.

dj n-2 _ *
- ="t =k(U-J) (2.13)
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onde k e n sdo constantes que caracterizam o mecanismo do processo de permeacdo e de

fouling, e J é o fluxo permeado a cada ponto e J* é o fluxo permeado no estado estacionario.

A Equagdo 2.13 pode ser utilizada como um critério de identificacdo dos diversos
mecanismos de bloqueio de poros, quando o pardmetro n assume quatro valores discretos:
n =2,0 (modelo de bloqueio completo dos poros), n=15 (modelo de bloqueio padrdo dos
poros, no interior do poro), n=1,0 (modelo de bloqueio intermediario dos poros) e n=0
(modelo de bloqueio de poros devido a formacéo de torta).

No modelo de formacdo de torta (n = 0) as particulas apresentam elevada concentracédo
e podem ser depositadas na superficie da membrana em conjunto com outras particulas

formadoras de torta devido ao maior tamanho em comparagéo com os poros da membrana.

O modelo para poros completamente bloqueados apresenta valor de n = 2,0 e considera
o fouling somente na superficie da membrana, sem a agregacdo entre as particulas. Neste
modelo as particulas sdo maiores que os poros da membrana, sendo que toda particula que

chega a superficie blogueia completamente a entrada dos poros da membrana.

O modelo de bloqueio intermediario de poros (n=1,0) é menos restrito quanto a
agregacao das particulas, e leva em consideracdo que algumas particulas tem a capacidade de se
agruparem com outras ja aderidas a superficie. O fouling ocorre quando as particulas possuem

tamanho similar aos poros da membrana, ocorrendo somente na superficie da mesma.

No modelo de bloqueio padréo/interno dos poros (n =1,5) o fouling ocorre devido as
particulas apresentarem menor tamanho em relacdo aos poros da membrana, proporcionando o
depdsito das mesmas no interior dos poros. Neste caso o volume dos poros da membrana

diminui proporcionalmente ao volume de permeado gerado.

A Figura 2.12 apresenta uma ilustracdo sobre os diferentes fenémenos de fouling

abordados no modelo de Hermia modificado por Field.
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Figura 2.12 — llustracdo dos mecanismos de fouling interpretados no modelo de Hermia. (a) bloqueio
completo (n = 2,0); (b) bloqueio intermediario (n = 1,0); (c) blogueio padréo/interno (n = 1,5) (d)
bloqueio por formagdo de torta (n = 0). Fonte: Adaptado de Vela et al., (2008).

Vela et al., (2008) utilizaram o Modelo de Hermia para avaliar o tipo de fouling em
experimentos de ultrafiltracdo com solucdo de polietilenoglicol (PEG) em diferentes pressdes
transmembranas (0,1 MPa a 0,4 MPa) e velocidades de alimentacdo (1,0 ms™, 2,0ms'ou
3,0 ms™). O modelo mais apropriado, para todas as condigdes testadas, foi o de formacdo de
torta, seguido pelo modelo de bloqueio intermediario. Contudo, os modelos apresentaram
restricdo quando o sistema foi operado em baixas velocidades tangenciais e altas pressdes
transmembranas possivelmente devido a diferentes mecanismos de fouling atuando de forma
combinada. Também foi verificado que o bloqueio de poros foi mais significativo em baixas

pressoes.

Mah et al., (2012) utilizaram membrana de PVDF de massa molar de corte (MMC) de
30 kDa para estudar os mecanismos de fouling na filtracdo de 6leo de palma na concentracao de
0,001 gL™-0,1gL" acido oleico na concentracdo de 0,003 g L™ 0,1 g L™, e misturas de 6leo
de palma e de acido oleico em pH variando de 2,0 a 9,0. Os autores observaram alto valor da
correlagdo (R?) para o modelo de formagdo de torta, seguido pelos modelos de bloqueio
intermediario, blogueio padrdo e por Gltimo bloqueio completo, sendo independentes da
concentragdo e pH de operacdo. Os autores ainda concluiram que o modelo de Hermia

corresponde bem os dados experimentais, com pequenas variagdes observadas.

Tendo em vista a aplicacdo deste modelo para compreensdo dos mecanismos de fouling
durante a filtracdo de microalgas, o modelo de Hermia ainda ndo foi utilizado, tanto nos moldes
originais de Hermia considerando escoamento transversal, quanto no modelo modificado por
Field.
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2.5 RECICLO DO MEIO DE CULTIVO

As membranas de microfiltracdo sdo capazes de reter particulas do tamanho de
micrometros, portanto as membranas utilizadas nesta técnica ndo provocam a retencao de sais e
moléculas de média massa molar. Além disso, esta técnica ndo exigie a adicdo de qualquer
substancia quimica para realizar a separagdo. Desta forma, apresenta-se como boa alternativa o
uso do permeado da colheita da biomassa como meio de cultivo para o crescimento das
microalgas (RIOS et al., 2012).

Discart et al. (2014) relatam que a reciclagem do meio de cultivo levanta
questionamentos quanto ao acUmulo de matéria organica, contra-ions e nutrientes nao
assimilados, confirmando a importancia sobre o entendimento deste comportamento para a
otimizacdo do processamento de microalgas. Quando o meio de cultura € reciclado, os ions CI’,
Na *, Ca,” sdo fracamente assimilados, ou mesmo ndo assimilados pelas microalgas e
acumulam-se no meio ocasionando mudancas de salinidade e inclusive pode provocar a
biofloculagdo (ALYABYEV et al., 2007; VANDAMME et al., 2012; BILAD et al., 2014;
DISCART et al., 2014).

E importante ressaltar que durante o cultivo das microalgas ocorre a liberagdo inevitavel
de matéria organica e isto pode inibir o crescimento da biomassa de acordo com 0 modo de

cultivo utilizado (heterotrofico, autotréfico e mixotréfico) e a espécie de microalga cultivada.

O aspecto de reciclagem do permeado obtido pelo processo de MF tem importante
aplicacdo em sistemas abertos de cultivo onde muitas vezes o volume atinge milhares de metros
clbicos, tornando o0 meio de cultura um item primordial no custo de producdo das microalgas
(HADJ-ROMDHANE et al., 2013). Dessa forma, a reciclagem do meio de cultura é uma
questdo-chave para o desenvolvimento de culturas em grande escala de producdo, visando

minimizar o consumo de agua e nutrientes.

Tendo como foco a producdo de biocombustiveis com base nas microalgas, 0s
resultados do estudo de (YANG et al., 2011) confirmam a competitividade dos biocombustiveis
a base de microalgas, destacando a necessidade de reciclagem da &gua, com a obtencdo dos
seguintes resultados: para geracdo de 1,0 kg de biodiesel, 3726 kg de agua, 0,33 kg de
nitrogénio, e 0,71 kg de fosfato sdo necessarios caso for utilizada agua doce sem reciclagem.
Quando utiliza-se a agua reciclada da colheita, 0 consumo de agua atinge 84 % e nutrientes
55 %. Empregando dgua do mar/aguas residuais o0 consumo de agua chega a 90 % e elimina a

necessidade de todos os nutrientes, exceto fosfato. Além disso, a variacdo geogréafica e as
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espécies precisam ser investigadas para garantir a utilizagdo de uma espécie apropriada em um
local com alto potencial para a producdo de biodiesel a partir de microalgas.

Livansky et al., (1996) apud Hadj-Romdhane et al., (2013) relataram que a reciclagem
do meio de cultura durante o crescimento de Scenedesmus obliquus permitiu economia de 63 %
do volume de agua e 16 % de nutrientes. Em estudo de Hadj-Romdhane et al., (2012), foi
estimado que o uso de um meio de cultura otimizado em relacdo as necessidades fisiolégicas de
Chlorella vulgaris permitiu economizar cerca de 75 % de agua e 62 % de nutrientes.

No caso de um sistema considerando o uso de membranas, Bilad et al., (2014), testaram
0 impacto do reciclo do permeado de um fotobioreator com membrana (MPBR) para o cultivo
de Chlorella vulgaris. Como resposta, 0s autores ndo observaram mudangas no crescimento da

microalga e a reducdo de dgua captada para o cultivo foi de 77 %.

Hadj-Romdhane et al., (2013), realizaram experimentos durante 63 dias em
fotobiorreator airlift. Nestes experimentos, os autores observaram acimulo regular de matéria
organica, principalmente polissacarideos, excretados em cultivos utilizando como meio de
cultura o que foi reciclado da colheita de microalga Chlorella vulgaris através de centrifugacéo.
Os autores concluiram que a reutilizacdo do meio de cultura de microalgas pode ter efeitos
inibitorios ou téxicos para a producdo de biomassa, devido a liberacdo de metabdlitos organicos
pelas células durante o cultivo.

2.6 CONSIDERACOES FINAIS

Neste capitulo foram expostos os fundamentos tedricos e uma revisdo bibliografica
sobre a producdo de biomassa de microalgas com o foco na etapa de colheita. Diante das
diversas possibilidades de configuracdo de processo e as diferencas morfologicas entre as

espécies de microalgas, pode-se observar uma crescente necessidade de pesquisa.

A literatura apresenta inimeros estudos sobre a etapa de producdo das microalgas
devido a aplicacdo da biomassa das microalgas em diferentes setores industriais. Embora haja
um grande foco de pesquisa em desenvolvimento de fotobiorreatores e nas suas condi¢des de
funcionamento, ainda existe escassez no desenvolvimento de sistemas de separacdo para a
colheita da biomassa. Conforme exposto, 0 método de separacdo deve respeitar alguns

requisitos, podendo inclusive, ser especifico para determinada espécie de microalga.

Dentre as tecnologias para a colheita de biomassa 0s processos de separacdo com

membranas tém ganhado espaco, principalmente as técnicas de microfiltracdo e ultrafiltragao.
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As condicOes operacionais destas técnicas também séo interessantes para processos continuos e
integrados de producdo com a separacdo, uma vez que este tipo de sistema exige a viabilidade
celular das microalgas em maior espago de tempo sobre a agdo de forgas cisalhantes. Portanto, é
essencial compreender a interacdo membrana-suspensdo para a criacdo de estratégias que
evitem que as maiores desvantagens dos processos com membranas (fouling e polarizagéo por

concentragdo) produzam uma brusca queda na eficiéncia da etapa de recuperacdo de biomassa.

Outro aspecto importante de estudo, visando o aumento da viabilidade econdmica do
processo, é o reuso da dgua proveniente da separacdo como meio de cultivo para as microalgas,
reduzindo dessa forma, o consumo de agua e nutrientes. A purificagdo da biomassa de
microalgas também é um atraente campo de pesquisa devido a necessidade de operar as
biorrefinarias de forma integrada, ou seja, todas as correntes do processo sdo utilizadas. No caso
de producdo de biomassa de microalgas esta medida possibilita interligar as correntes geradas
pela separacdo, inclusive, entre as diferentes espécies destes microrganismos. Portanto, estas
medidas podem ser capazes de atenuar o atual desafio de utilizar a biomassa de microalgas
como matéria-prima para a producdo de biodisesel e também para a producdo de materiais de

menor valor agregado.

Diante dos desafios desta area de pesquisa, este trabalho visa a aplicagdo de um sistema
de microfiltracdo tangencial, tendo em vista que o processo de producdo de microalgas tem
continuamente avancado atingido maiores concentracdes de biomassa. Dessa forma, observa-se
que os métodos de colheita precisardo atingir maiores patamares de eficiéncia, considerando
também a viabilidade celular das microalgas filtradas e a possibilidade de reuso da &gua

proveniente da separacao.
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3 MATERIAISE METODOS

O presente capitulo apresenta a metodologia e os materiais utilizados neste trabalho.
Inicialmente sdo apresentados os aspectos referentes as microalgas e o sistema de filtracdo.
Apos, apresenta-se a metodologia experimental, tanto para o cultivo das microalgas como para a
realizacdo dos experimentos de microfiltracdo e os experimentos para avaliacdo da capacidade
do reuso do permeado como meio de cultivo, além da descri¢do da estimacdo dos pardmetros
utilizando modelo Hermia-Field. O capitulo é encerrado com a descricdo das analises fisico-

quimicas realizadas e a analise estatistica aplicada.

3.1MICROALGAS E MEIO DE CULTIVO

Neste trabalho foram utilizadas duas espécies de microalgas marinhas, Chlorella sp. e
Dunaliella tertiolecta, cujas cepas foram cedidas pelo professor Sérgio Lourenco, do
Laboratério de Fisiologia e Cultivo de Algas do Departamento de Biologia Marinha da
Universidade Federal Fluminense, e estdo mantidas no banco de algas no Laboratério de

Bioengenharia do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (ICTA) da UFRGS.

O meio de cultivo base utilizado tanto para a Chlorella sp. quanto para a Dunaliella
tertiolecta é o meio Guillard - “f1/2” (LOURENGCO, 2006) modificado, utilizando agua do mar
artificial com a seguinte composicdo: 34 g L™ de sal marinho (Red Sea), 300 mg L™ de nitrato
de sodio, 1,0 mL L™ de solucio de fosfato de sodio (5,0 g L NaH,PO3.H,0), 30 mg L™ de
silicato de sodio, 1,0 mL L™ de solugéo de metais-traco, 1,0 mL L* de solucéo de vitaminas e

1,0mL L™* de solugdo-tampdo de pH. A solugdo de metais-traco contém: 9,8 mg L™ de
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CuS0,5H,0, 22mgL* de ZnSO,7H,O0, 1,0mgL™ de CoCl,.6H,0, 180 mgL™* de
MnCl,.4H,0, 6,3mgL"* de Na,M004,2H,0, 436gL" de NaEDTA e 3,15gL™ de
FeCls.6H,O. A solugdo de vitaminas contém: 100mg L™ de tiamina, 0,5mgL™" de
cianocobalamina e 0,5 mg L™ de biotina.

O meio foi esterilizado em autoclave (121 °C por 15 min). A solugéo de vitaminas foi
esterilizada por microfiltracdo. A solugdo tampéo de pH serve para manter o mesmo entre 7,5 e
8,5.

Em pesquisa realizada por Jarenkow (2014) foram avaliadas diferentes concentragdes de
nitrato de sodio para o meio de cultivo, sendo alcangada uma maior producdo de biomassa no
valor de 300 mg L™ de NaNOs. Portanto, essa mesma concentracao foi utilizada neste trabalho.
Para a microalga Dunaliella tertiolecta, conforme Chies da Fré (2011), o meio de cultivo com
adicdo de 17 g L™ de NaCl forneceu maior produtividade de biomassa, sendo entdo, esta
concentracdo utilizada no presente trabalho para a referida microalga. Ambos os trabalhos

pertencem ao mesmo grupo de pesquisa do presente estudo.

3.2MEMBRANA DE MICROFILTRACAO

A membrana de microfiltracdo utilizada é fabricada pela SYNDER FILTRATION
(Califérnia, Estados Unidos). As caracteristicas da membrana fornecida pelo fabricante sdo:
polimero base é o poli(fluoreto de vinilideno) (PVDF) com suporte de poliéster, tamanho de
poro nominal de 0,22 um; a membrana pode operar em faixas de pH de 1,0 a 10, temperatura

maxima de 95 °C.

3.3DESCRICAO DO SISTEMA DE FILTRACAO

O fluxograma simplificado do sistema de MF utilizado esta apresentado na Figura 3.1; 0
sistema é composto pelos seguintes equipamentos: um tanque de alimentacdo (1) com
capacidade de 2,0 L, uma bomba diafragma (2), marca SHURFLO® (Brasil), um mddulo de aco
inoxidavel para membrana plana (3) com éarea (til de membrana de 0,0058 m?. A solugdo de
alimentacdo é resfriada por uma serpentina, inserida no interior do tanque de alimentacdo que

esta conectada ao banho termostatico, modelo RM 12 da LAUDA (Alemanha).

As valvulas agulha V1 e V2 sdo utilizadas para regular a velocidade tangencial e a

pressdo do fluido dentro do mddulo. Dois indicadores de pressao manométrica com escala de 0
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até 5,0 bar foram empregados a fim de avaliar a perda de carga do mddulo e a pressao

transmembrana, sendo um instalado na entrada do médulo (P1) e outro na saida (P2).
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Figura 3.1 — Fluxograma simplificado do sistema de bancada, onde: tanque de alimentacéo (1); bomba
diafragma (2); médulo plano (3); corrente de permeado (4); recipiente para coleta de permeado (5);
corrente de concentrado (6); corrente de recirculagdo (7) e banho termostatico (8). V1-V2 valvulas

agulha, P1-P2 mandmetros.

(P2) e

5

Figura 3.2 — Imagem do esquema do sistema de bancada, onde: tanque de alimentacéo (1); bomba

diafragma (2); maédulo plano (3); corrente de permeado (4); recipiente para coleta de permeado (5);

corrente de concentrado (6); corrente de recirculagdo (7) e banho termostatico (8). V1-V2 vélvulas
agulha, P1-P2 man6metros.
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Figura 3.3 - Fotografia detalhada do sistema de recirculagdo: bomba diafragma (2); corrente de
recirculacdo (7) e valvula agulha (V1).

No modo de operacdo tangencial, a corrente de alimentacao é dividida em duas, sendo

uma a corrente de retido e a outra a corrente de permeado.

3. 4METODOLOGIA EXPERIMENTAL

A apresentacdo da metodologia experimental engloba a descri¢do dos seguintes topicos:
preparo do pré inoculo, experimentos de cultivo das microalgas, experimentos de microfiltracdo,
avaliacdo de reuso do permeado como meio de cultivo e, por fim, as analises fisico-quimicas

realizadas nas amostras.

3.4.1 Preparacao do pré-inoéculo

O pré-inéeulo foi preparado em frascos Erlenmeyer de 500 mL, sendo empregados
10 mL da cultura-mée do banco de cultivo e 100 mL de meio de cultivo estéril. Os pré-inéculos
foram colocados em estufa rotatoria (Figura 3.4) com agitacdo de 16 rpm, iluminados por
lampadas eletronicas totalizando 3,0 + 1,0 kIx e a temperatura de 28 + 1 °C.

As microalgas permaneceram duas semanas na estufa rotatéria, sendo adicionados mais
100 mL de meio de cultivo estéril ao final da primeira semana. Ao término da segunda semana

0s pré-indculos estavam prontos para serem utilizados nos fotobiorreatores.
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Figura 3.4 - Fotografia dos frascos com os pré-indculos contendo as microalgas dentro da estufa
rotatdria.

3.4.2 Cultivos das microalgas nos fotobiorreatores

Os cultivos foram realizados em fotobiorreatores do tipo airlifit (Figura 3.5),
confeccionados em acrilico, com volume util de 2,4 L, providos de um trocador de calor

conectado a banho termostatico.

Para a limpeza/assepsia dos fotobiorreatores, preencheu-se 0s mesmos com &gua
destilada e 10 mL de solu¢do comercial de hipoclorito de sédio (12 %), e apds 15 min, o cloro
ativo foi neutralizado com 2,5 mL L™ de solucéo de tiosulfato de sédio 250 g L™ por 2,0 h. Essa
adgua de lavagem foi descartada e os meios de cultivo estéril foram inseridos nos
fotobiorreatores.
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Figura 3.5 - Fotografia dos fotobiorreatores em start-up.

Durante a realizagdo dos cultivos, foi realizada a adicdo diaria de 5,0 mL de solucédo de
metais-tracos e fosfato. Cada fotobiorreator foi conectado a rotdmetro para medir a corrente de
ar comprimido filtrado, com vazdo igual a 1,0L min’t (0,22 um, MIDISART®2000 /
SARTORIUS STEDIM BIOTECH).

O crescimento das microalgas foi monitorado por densidade 6tica a 750 nm com
espectrofotdmetro UV/visivel (AMERSHAM BIOSCIENCES modelo ULTROSPEC 3100

PRO) e correlacionada peso-seco.

Os cultivos de ambas as microalgas operaram com intensidade luminosa de 17,5 kiIx e
temperatura de 28 = 1 °C, sendo encerrados ao término da fase exponencial de crescimento
(fase log). Neste ponto, as microalgas estavam prontas para a etapa de separacéo pelo sistema de
microfiltracdo. Os experimentos de microfiltracdo, listados a seguir, foram realizados em

triplicatas.

3.4.3 Ensaios de compactacdo da membrana de MF

A compactacdo &€ o adensamento da microestrutura da membrana, causando um
decréscimo do fluxo permeado de &gua pura com o tempo em uma pressdo de operacdo mais
elevada que a pressdo adotada com a solucéo problema, permitindo que ndo ocorra distor¢ao na
interpretacdo sobre os efeitos de fouling da solugdo, além de garantir uma operacdo estavel
quando a solugdo problema é filtrada.
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A compactacéo foi efetuada sempre como a primeira etapa de todos 0s experimentos
deste trabalho, na condigdo de pressdo de 4,5 bar e de temperatura de 27 £ 1 °C. O fluxo
permeado foi medido a cada 10 min utilizando proveta de 100 mL e cronometrando o tempo
para 0 preenchimento da mesma. Quando o fluxo permaneceu constante com o tempo,

considerou-se que a membrana encontrava-se compactada.

O fluxo permeado representa a vazdo de permeado por unidade de &rea da membrana,
sendo calculado através da Equagdo 3.1.

] =

4 3.1
a1 3.1)
onde J é o fluxo permeado em (L m™? h™), V é o volume (L) de permeado coletado num tempo

t (h) e A é a area de permeacao do sistema em m2.

3.4.4 Determinacao de permeancia hidraulica da membrana de MF

O procedimento para a determinacdo de permeéncia hidraulica consiste na passagem da
agua destilada em diferentes pressdes transmembranas. Neste trabalho foram coletados dados de
fluxo permeado em cinco diferentes pressdes (0,1; 0,25; 0,5; 0,75 e 1,0 bar), possibilitando a
construcdo do grafico do fluxo permeado versus a pressdo; o coeficiente angular obtido na

equacdo da reta é o valor de permeancia hidraulica (L m2h™ bar™).

3.4.5 Determinacdo de parametros operacionais do processo de MF para as
suspensodes de Chlorella sp. e D. tertiolecta

Na etapa de determinagdo dos pardmetros operacionais do processo de MF, operou-se 0
sistema no modo de reciclo total. Foram testadas duas velocidades tangenciais (0,6 ms™ e
0,8ms™") que correspondem a uma taxa de cisalhamento de 4800s® e 6400s?
respectivamente, em quatro pressfes transmembranas (0,25; 0,5; 0,75 e 1,0 bar) para Chlorella
sp. e cinco pressdes transmembranas (0,15; 0,25;0,5; 0,75 e 1,0 bar) para D. tertiolecta. A

temperatura foi mantida em 27 £+ 1 °C para todos 0s experimentos.

O resultado deste experimento permitiu determinar a pressdo transmembrana e a
velocidade tangencial mais adequada para a realizagdo das etapas seguintes de concentracdo e
diafiltragdo para ambas as microalgas; esta escolha foi realizada levando-se em conta os valores

de fluxo critico e de fluxo limite, além disso, considerou-se o efeito destas condi¢Oes sobre a
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estrutura celular pela analise de microscopia Gtica, microscopia eletronica de transmissao

(MET) e contagem de células por cdmara Neubauer.

3.4.6 Determinacéo de percentual de fouling

A partir dos experimentos em modo de reciclo total foram obtidos os resultados para a
determinacao do percentual de fouling que a suspenséo de biomassa causa sobre a membrana. A
seguinte estratégia foi adotada: medi¢do do fluxo permeado de agua destilada antes e ap6s 0s

experimentos de filtracdo da biomassa algacea.

Imediatamente ap6s a compactacdo da membrana em pressdao transmembrana de
4,5bar, mede-se o fluxo permeado de agua destilada nas seguintes pressdes:
0,1;0,25; 0,5; 0,75 e 1,0 bar. Ao término das medidas do fluxo de agua, a 4gua foi retirada do
sistema, sendo substituida pela suspensdo de microalgas para nova medicdo do fluxo permeado
em diferentes PTM, em modo de reciclo total. Em seguida a suspensédo algacea foi retirada e o

sistema foi alimentado com agua destilada e o fluxo de dgua foi medido nas mesmas condi¢des

A tendéncia ao fouling foi determinada para as velocidades tangenciais de 0,6 ms™ e
0,8 ms™ para ambas as suspensdes de microalgas, utilizando-se a Equacdo 2.6. Vale ressaltar
que cada experimento foi realizado com uma membrana nova e que todos 0s experimentos

foram realizados em triplicata.

3.4.7 Estimacdo de parametros do Modelo de Hermia modificado por Field
guanto aos mecanismos de fouling

Os dados experimentais utilizados para a estimacdo dos parametros do modelo foram
dos experimentos de concentracdo das suspensdes de microalgas. A estimacdo dos parametros:
fluxo permeado, fluxo permeado no estado estacionario e erro inicial do primeiro ponto de fluxo
permeado foram realizados através de software EMSO (SOARES E SECCHI, 2003).

A Equacéo (2.13), proposta por Field et al., (1995), foi utilizada para cada um dos trés
experimentos realizados com as microalgas Chlorella sp. e D. tertiolecta. Através de diferentes
valores de n, foi possivel observar a adequagdo dos dados experimentais aos modelos

representantes de cada fenémeno de fouling.
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Para verificar a adequacdo do modelo aos dados experimentais, foi calculado o
coeficiente de determinacdo (R?), raiz do erro médio quadratico (RMSE) e a soma quadratica. Os
dois Utlimos calculados através das equacdes descritas abaixo.

SQ= Z(yi —91)? (3.2)
i=1

onde: y; é o valor estimado e y; é o valor real dos dados.

n . —9,)2
RMSE = w (3.3)

onde: n; é 0 nimero de termos.

3.4.8 Experimento de MF para concentracdo — modo batelada

Os experimentos de concentracdo da biomassa foram realizados no modo batelada,
neste caso, apenas a corrente de concentrado ou retido retorna ao tanque de alimentacdo e o
permeado é recolhido no tanque de permeado. Os parametros operacionais, velocidade
tangencial e pressdo de operacdo, foram selecionados de acordo com os resultados obtidos nos

experimentos executados em modo de reciclo total.

O experimento foi conduzido a temperatura de 27 + 1 °C, iniciado apds a compactacdo
da membrana e com uma suspensdo de microalgas na concentracdo de 0,9 +0,1 g L™. Nesta
etapa foram determinados o fator de concentracdo volumétrico (FCV) através da Equacdo 2.5, o
fluxo permeado através da Equacdo 3.1 e os dados de fluxo foram utilizados para avaliar os

mecanismos de fouling através do modelo de Hermia modificado por Field.

Para a realizacdo dos testes de concentragdo, o sistema foi preenchido com 0,25 L de
solucdo que representa o volume morto (mangueiras e conexdes do sistema). Em um recipiente
de 2,0 L, foi adicionado 1,25 L de suspensdo de microalgas totalizando um volume de 1,5 L. O
fluxo permeado foi medido a cada 10 min e amostras de concentrado e permeado foram

retiradas a cada hora para determinagdo da condutividade elétrica e do pH.

Para relacionar o valor da condutividade elétrica (mS cm™), em termos de concentracio
salina (g L™), foi construida uma curva padrdo para os meios de D. tertiolecta e Chlorella sp..

Para tanto, foram preparadas diferentes concentracbes do meio de cultura e medidas suas
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respectivas condutividades elétricas. A equacdo linear permitiu correlacdo entre os valores de

condutividade elétrica encontrados nos experimentos com sua respectiva concentracdo salina.

3.4.9 Experimento de MF para a purificacdo de biomassa - modo batelada
combinado com modo diafiltracéo

Nos experimentos de purificacio o modo batelada foi combinado com o modo
diafiltracdo, o sistema foi operado de forma semelhante ao utilizado nos experimentos de
concentracdo. Os experimentos de purificacdo envolvem trés etapas: pré-concentracdo da

suspensao algacea, seguida de duas diafiltracbes e uma etapa de concentracéo final.

As diafiltracbes foram executadas no modo batelada com adicdo de 250 mL de agua
destilada ao tanque de alimentacdo, desta forma, ocorre a permeacdo dos microsolutos e,

consequentemente, resulta em uma diminuicao da concentracdo salina do meio.

O fluxo permeado foi medido a cada 10 min e amostras do concentrado e permeado de

todas as etapas foram retiradas para determinacéo de pH e condutividade elétrica.

3.4.10 Avaliacéo de reuso do permeado da MF como meio de cultivo

O objetivo desta etapa do estudo foi determinar a possibilidade de reuso do permeado
retirado nos experimentos de concentracdo das microalgas como meio de cultivo para o

crescimento das microalgas.

Os experimentos, descritos a seguir, foram realizados em duplicata para efeito de
comparacdo. Em todos os experimentos as microalgas, com seus respectivos meios de cultivo,

foram postos em Erlenmeyers de 500 mL.

Experimento 1: adicdo de 10 mL da cultura-mée de banco de cultivo e 100 mL de meio de
cultivo padrdo estéril com todos os componentes listados no item 3.1. No caso do meio de
cultivo padrdo de D. tertiolecta, ocorreu o suplemento de 17 g L™ de NaCl. Este meio de cultivo

foi denominado de meio padréo.

Experimento 2: adigdo de 10 mL da cultura-mée de banco de cultivo e 100 mL de permeado
com acréscimo de 300 mg L™ de nitrato de sdio, uma vez que este macronutriente é totalmente

consumido no cultivo. Este meio de cultivo foi denominado permeado simples.
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Experimento 3: adicdo de 10 mL da cultura-m&e de banco de cultivo e 100 mL de permeado
com adicdo de 300 mg L™ de nitrato de s6dio, além de todos os micronutrientes (1,0 mL L™ de
solugéo de fosfato de sddio, 1,0 mL L™ de solugdo de silicato de sddio, 1,0 mL L™ de solucdo de
solucdo de metais-traco e 1,0 mL L™ de solucdo de vitaminas). Este meio de cultivo foi
denominado de permeado enriquecido.

Todos os meios de cultivo (padrdo, permeado simples e permeado enriquecido com
micronutrientes), foram autoclavados durante 15 min a 120 °C. Posteriormente, ocorreu a

adicdo das solucBes de micronutrientes para 0 meio padrdo e o meio enriguecido.

Os frascos foram dispostos em estufa rotatéria com iluminacdo de lampadas eletrénicas,
totalizando 3,0 £ 1,0 klx, agitacdo de 16 rpm e temperatura de 28 + 1 °C. O crescimento foi
acompanhado por medida de densidade 6tica da cultura, a 750 nm com espectrofotdmetro
AMERSHAM BIOSCIENCES modelo ULTROSPEC 3100 PRO. Aliquotas de

aproximadamente 1,0 mL foram coletadas diariamente.

3.5 ANALISES

A microscopia ética, a contagem em camara de Neubauer e a microscopia eletrdnica de
transmissdao foram realizadas para avaliar a integridade celular das microalgas apds os
experimentos de MF; para efeito comparativo, amostras das duas microalgas foram avaliadas
antes e apos os experimentos. As medidas de condutividade elétrica e de pH foram realizadas
durante os experimentos de concentracdo e de purificacdo. As medidas de viscosidade
cinematica foram realizadas para auxiliar na escolha de parametros operacionais. A
determinacdo de proteinas e de carboidratos esta relacionada com a concentracao de EPS, que é
um parametro importante para avaliar a utilizacdo do permeado recolhido dos experimentos de

concentragdo como meio de cultivo para o crescimento das microalgas.

3.5.1 Microscopia ética

A microscopia 6tica é uma forma simples e eficaz de verificar a morfologia das
microalgas. Através das imagens é possivel observar o efeito dos parametros operacionais do
sistema (velocidade tangencial, pressdo transmembrana e taxa de cisalhamento) sobre a
estrutura das microalgas, analisando as células que sofreram lise, mobilidade para a D.

tertiolecta e a conformacéo celular para ambas as microalgas.
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Amostras das microalgas, antes e depois dos ensaios de microfiltragdo, foram analisadas
em lentes com aumento de 20x, 40x e 100x em microscopio éptico OLYMPOS, do Laboratério
BiotecLab, do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (ICTA) da UFRGS.

3.5.2 Camara Neubauer

As camaras de contagem sdo instrumentos de precisao feitos de vidro 6tico especial, que
associadas a um microscopio, sdo utilizadas para determinar a concentracdo de células ou de
outras particulas em suspensdo em amostras liquidas através de contagem. Essas camaras sao
frequentemente utilizadas para determinar a concentracdo de células do sangue e também

concentragdes de diversas amostras contendo bactérias, esporos de fungos e microalgas.

A Figura 3.6 mostra a camara de contagem de Neubauer, utilizada neste trabalho. A
camara possui duas redes de quadrantes, a grelha (arranjo de quadrados de tamanhos diferentes)
gravada sobre a camara, tornando possivel a contagem de células. A contagem é realizada tanto
no guadrado central com mais divisGes internas quanto nos quatro quadrados externos com
menores subdivisdes; estas divisdes podem ser observadas na Figura 3.7. Uma lamina de vidro é
colocada sobre a amostra e precisa se manter no lugar a uma altura especificada (usualmente
0,1 mm).

Rede de quadrantes

4
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Figura 3.6 - Fotografia da cAmara Neubauer.
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Figura 3.7 - Rede de quadrantes cravado na cdmara Neubauer.

3.5.3 Microscopia Eletronica de Transmissao

A microscopia eletrénica de transmissdo permite observar a estrutura intracelular dos
microrganismos, sendo possivel visualizar as organelas e até mesmo os produtos acumulados
intracelulares. O preparo das amostras, que tiveram duracdo de uma semana, e as analises foram

realizadas no Centro de Microscopia Eletrénica (CME) da UFRGS.

A imagens foram obtidas através de microscopio eletronico de transmissao JEM modelo
120 EXII. Este equipamento se destina ao estudo de amostras organicas e inorganicas e opera
numa tensao entre 80 kV e 100 kV, com resolucdo para imagem de ponto de 0,45 nm, resolucéo
de linha de 0,20 nm e faixa de magnificacdo entre 5 000x a 500 000x. O microscopio possui

uma cadmera CCD para aquisi¢do de imagens e uma camera para negativos.

3.5.4 Analise de condutividade elétrica

A medida de condutividade elétrica determina indiretamente a concentracdo de ions na
solucdo, sendo possivel observar a presenca de substancias com carga em amostras liquidas.
Desta forma, foi possivel observar a redugdo da concentragdo de ions na solucgdo via associa¢éo

com curva padrdo de condutividade elétrica versus concentragao salina nos meios de cultivo.

As medidas de condutividade elétrica foram realizadas em condutivimetro DIGIMED
DM-32, realizando-se leituras diretamente na amostra. O eletrodo utilizado é do tipo DMC-
010M e K = 1,0cm™ O equipamento foi calibrado diariamente com solugdo padrdo de

condutividade elétrica de 1 412 uS cm™ a 25 °C, conforme instrugdes do fabricante.
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3.5.5 Andlise de pH

Os valores de pH foram realizados com fita indicadora de pH Neutralit (Merck/ faixa de
0 a 14 e precisdo de 1,0) nas amostras de concentrado e permeado dos experimentos de

concentracao e nos experimentos de purificacdo da biomassa.

3.5.6 Determinacao da viscosidade cinematica

A determinacdo da viscosidade cinematica foi realizada por viscosimetro capilar Schott
Oswald para ambas as microalgas na concentragéo final do cultivo (0,9 + 0,1 g L™), temperatura
especifica dos experimentos de microfiltracdo (27 °C). O equipamento foi calibrado com &gua

MiliQ antes de cada medida.

3.6 ANALISE DE EPS

As substancias poliméricas extracelulares podem ser excretadas durante o cultivo e as
microalgas podem até mesmo aumentar sua liberacdo em situacdo de estresse mecanico. Estes
componentes podem estar agregados as células ou livres em solucdo. Essas substancias sao
determinadas pelos métodos de Dubois e Lowry. Estes dois métodos estdo brevemente descritos

a seguir.

3.6.1 Determinacéo de Proteina total — método de Lowry

O principio do método colorimétrico de Lowry (Lowry et al., 1951) baseia-se em uma
mistura contendo molibdato, tungstato e acido fosférico (reagente Folin-Ciocalteau), que sofre
uma reducdo quando reage com proteinas, na presenca do catalisador cobre (Cu®*) e produz um
composto com absorcdo maxima em 750 nm. O método foi utilizado para a determinagdo de
proteinas totais no permeado de ambas microalgas obtido da etapa de concentracdo. A leitura
das absorbancias foi realizada em espectrofotébmetro UV Visivel modelo T80 da PG, em cubetas

de quartzo com 1,0 cm de caminho 6tico.



CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS 69

3.6.2 Determinacao de Carboidratos — método de Dubois

O método de Dubois (Dubois et al., 1956) foi utilizado para a determinagdo das
concentracbes de carboidratos no permeado de ambas microalgas obtido da etapa de
concentracdo. O método colorimétrico determina a concentragdo de agUcares e carboidratos
através da reacdo com fenol em meio acido. A complexacdo dos produtos formados com o fenol
produz uma absorbancia proporcional a quantidade de aglcares na amostra no comprimento de
onda de 490 nm. A leitura das absorbancias foi realizada em espectrofotdmetro UV Visivel

modelo T80 da PG em cubetas de quartzo com 1,0 cm de caminho 6tico.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada nos experimentos em modo de reciclo total para
comparacdo de médias dos valores de percentagem de fouling obtidos em diferentes velocidades
tangenciais de ambas as suspensdes de microalgas. Também foi utilizado para comparar as
médias obtidas na viabilidade celular de ambas microalgas depois da passagem pelo sistema de
MF sobre duas taxas de cisalhamento. O pacote estatistico do Excel foi utilizado para realizaco

do teste t.
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4 RESULTADOSE DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos nos trés modos de operacédo da
microfiltracdo (MF), com o objetivo de estudar a interacdo da suspensdo com a membrana, a
concentracao e a purificacdo da biomassa. Primeiramente sdo descritos e discutidos os resultados
obtidos dos cultivos de ambas as suspensdes de microalgas e posteriormente os parametros
operacionais dos experimentos em modo de reciclo total. Os itens seguintes abordam os
experimentos em modo batelada para concentracdo e 0 modo diafiltracdo (DF) para a purificacdo
das biomassas. Ao término sdo discutidos os resultados dos experimentos que avaliaram 0s
fendmenos de fouling tanto em modo de reciclo total quanto em modo batelada, além dos
experimentos sobre a viabilidade da utilizacdo do permeado de ambas as microalgas como meio

de cultivo.

4.1 RESULTADOS DO CULTIVO DAS MICROALGAS

Os cultivos das microalgas Chlorella sp. e D. tertiolecta foram realizados em
fotobiorreatores airlift em modo batelada de operacdo. Ambas cresceram em meio de cultivo
modificado Guillard “f1/2” com acréscimo de 300 mg L™ de NaNOs para ambas as microalgas e

um suplemento de 17 g L™ de NaCl para a D. tertiolecta.
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Os cultivos das microalgas operaram com intensidade luminosa de 17,5 kiIx e temperatura de
28 + 1 °C e foram monitorados diariamente por densidade 6tica a 750 nm e correlacionada com
peso-seco. A Figura 4.1 mostra as curvas cinéticas obtidas durante o crescimento das microalgas
utilizadas neste estudo.
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Figura 4.1 — Curvas cinéticas de Chlorella sp. (A) e D. tertiolecta (B). Condicdes de operacdo: meio de
cultivo modificado Guillard “f1/2”, intensidade luminosa de 17,5 kix e temperatura de 28 + 1 °C.

Neste trabalho, para efeito de avaliacdo dos experimentos de microfiltracdo, as microalgas
Chlorella sp. e D. tertiolecta foram mantidas nos biorreatores até atingirem uma condicdo de
inicio de estado estacionario, com uma concentracéo de biomassa de 0,9 + 0,1 g L™. Para atingir
esta concentracdo observa-se que o cultivo da microalga D. tertiolecta precisou de um maior
tempo no biorreator (7 dias) em compara¢do com o cultivo da microalga Chlorella sp., que
atingiu o valor desejado em 5 dias.

Ao término do cultivo em concentracdo de biomassa de 0,9+0,1g L™ pH igual a 7,0 e
temperatura de 27 £+ 1 °C as suspensfes de microalgas foram utilizadas para a realizacdo dos
experimentos de microfiltracdo. Cabe ressaltar que todos os ensaios com o sistema de MF foram

realizados em triplicata, sendo utilizadas membranas novas para cada experimento.

4.2 RESULTADOS DE COMPACTACAO E PERMEANCIA HIDRAULICA
PARA A MEMBRANA DE MF

A etapa de compactagdo tem como objetivo realizar o adensamento das microestruturas
da membrana. Dessa forma, erros de interpretacdo, quanto aos fenémenos de fouling que ocorrem
durante a filtragcdo da suspensdo, sdo minimizados. O efeito da compactagdo pode ser acentuado

em microfiltracdo, devido & estrutura mais aberta dessas membranas. As condi¢es utilizadas para
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a compactacao das membranas de PVDF foram: 4gua destilada em PTM de 4,5 bar e temperatura
de 27+£1°C em tempo médio de operacdo de 2,0h. O fluxo permeado inicial foi de
2675+1913L m?h' e apds duas horas foi reduzido em 90 %, resultando em um fluxo
permeado médio igual a 261 +89 L m? h™.,

Apods a compactacdo, determinou-se a permeéncia hidraulica inicial das membranas de
MF com a passagem de agua destilada na faixa de pressao de 0,1 bar até 1,0 bar. A permeancia
hidraulica média, representada pelo coeficiente angular da reta, foi igual a 78 + 7 L m? h™ bar™.

4.3 DETERMINACAO DOS PARAMETROS OPERACIONAIS

A determinacdo dos parametros operacionais para a realizacdo dos experimentos de
concentracdo e purificacdo das biomassas foi realizada levando-se em consideracdo as

caracteristicas da membrana e das suspensdes de alimentagao.

O estudo de parametros, como a pressdo, a velocidade de escoamento tangencial e a
temperatura, é importante, pois estes parametros influenciam o fluxo permeado, a seletividade e
as interacbes membrana-suspensdo. No caso especifico de suspensdes de microalgas, um cuidado
extra que deve ser observado é em relacdo a velocidade tangencial, uma vez que esta influencia

diretamente a taxa de cisalhamento.

Neste trabalho os experimentos de microfiltracdo para as suspensdes de microalgas foram
realizados na temperatura de 27 £ 1 °C, a fim de manter uma condicédo ideal para a manutengéo
da viabilidade celular das microalgas, uma vez que esta temperatura esta proxima da temperatura

de seu cultivo.

A seguir sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos para definicdo dos
parametros operacionais da microfiltragdo tangencial e o efeito destes sobre a estrutura celular das

microalgas.

4.3.1 Taxa de cisalhamento e velocidade tangencial

As microalgas sdo sensiveis as forgas cisalhantes, desta forma, taxas de cisalhamento ndo
adequadas para um determinado tipo de microalga podem causar a liberagdo de EPS como forma
de protegdo fisica das microalgas e até mesmo provocar a lise celular, causando a perda de

metabdlitos intracelulares. Em processos de separa¢do por membranas, a liberagdo de EPS tende a
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agravar os fendmenos de fouling, afetando negativamente a eficiéncia da separacdo, visto que

aumenta a resisténcia ao fluxo.

A escolha de uma equacdo adequada para a determinacdo da taxa de cisalhamento
depende do nimero de Reynolds, o qual foi calculado para as duas velocidades tangenciais
utilizadas, considerando-se a viscosidade cinematica das suspensfes obtidas experimentalmente
em condices de término de cultivo, concentracdo de 0,9 + 0,1 g L™ e temperatura de 27 + 1 °C, e
o didmetro hidraulico do médulo de membranas, como mostra a Equacao 4.1.

Udh
v

Re = (4.1)

onde: v é a velocidade tangencial (m s™), d,, é o didmetro hidraulico (m) e v é a viscosidade

cinemética (m? s™).

Os valores obtidos para 0 nimero de Reynolds confirmaram o escoamento em regime
laminar para todas as condic@es testadas, permitindo o uso da lei de Poiseuille (Equagéo 2.3) para
determinacdo da taxa de cisalhamento. Na Tabela 4.1 estdo apresentados os resultados obtidos

destas variaveis para as duas microalgas estudadas.

Tabela 4.1 - Caracteristicas hidrodindmicas do escoamento das suspensdes de microalgas: viscosidade
cinematica, velocidade tangencial, didmetro hidraulico, n° de Reynolds e taxa de cisalhamento.

Viscosidade Velocidade Diametro , Taxa de
. . o~ . NP NUmero de .
Microalga cinematica tangencial hidraulico Revnolds cisalhamento
(m2 ™) (ms™) (m) Y (s
0,6 1318 4 800
Chlorella sp. 9,2x 107
0,8 2.0 x 10° 1734 6 400
0,6 1238 4 800
D. tertiolecta 9,8x 10"
0,8 1629 6 400

4.3.2 Pressao transmembrana (PTM)

A microfiltracdo tem como forga motriz o potencial quimico expresso em termos do
gradiente de pressdo, uma vez que os gradientes de concentracdo e de temperatura podem ser
desprezados. Neste sentido, a PTM é um parametro que influencia diretamente o desempenho do
processo. As membranas de microfiltragdo, geralmente, oferecem menos resisténcia ao fluxo do
que as membranas utilizadas em processos de ultrafiltracdo, nanofiltracdo e osmose inversa, para
0s guais também é empregado o gradiente de pressdo como forga motriz, resultando em pressoes
de processo menores. Esta caracteristica da microfiltragdo é uma vantagem para a recuperacéo de
biomassa de microalgas, uma vez que determinadas espécies destes microrganismos sdo sensiveis

a elevadas pressdes, pois apresentam uma parede celular fragil.
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Experimentos com a suspensdo de microalgas em modo de reciclo total, permitem a
determinacdo do fluxo critico e do fluxo limite, que sdo influenciados pelas condigdes

hidrodindmicas do processo e pelas interacfes membrana suspensao.

Na escolha dos parametros operacionais PTM e velocidade tangencial os seguintes pontos
foram considerados: comportamento do fluxo permeado em cada PTM, podendo ou ndo
apresentar valores de fluxo critico e de fluxo limite; integridade celular das microalgas frente a
aplicacdo de duas taxas de cisalhamento e da pressdo. O modo reciclo total garantiu a condicéo de
estado estacionario. Os experimentos foram realizados com varia¢do da PTM na faixa de 0,25 bar
a 1,0 bar para Chlorella sp. e 0,15 bar a 1,0 bar para D. tertiolecta, concentracdo inicial de
microalgas de 0,9 +0,1 g L™, pH igual a 7,0 e temperatura de operacdo de 27 + 1 °C.

Na Figura 4.2 estdo apresentados os fluxos permeados em funcdo da PTM para duas
velocidades de escoamento (0,6 ms™ e 0,8 ms™); a Figura 4.2(A) apresenta os resultados para a
suspensdo de Chlorella sp. e a Figura 4.2(B) para a D. tertiolecta. Observa-se que para a
suspensdo de Chlorella sp. ocorreu um aumento linear do fluxo permeado com o aumento de
pressdo, para as duas velocidades tangenciais testadas; para a velocidade de 0,6 ms® foram
obtidos valores de fluxo permeado entre 15+ 1 L m?h™ e 34 +2 L m?h™; para a velocidade de

0,8 ms™, o fluxo foi ligeiramente superior com valores entre 19 + 2L m?h*e43+3L m?* h™.

A suspensdo de D. tertiolecta apresentou um comportamento diferente para o fluxo
permeado a medida que se aumentava a PTM. Neste caso foram observados os valores de fluxo
critico e de fluxo limite. Para a velocidade de 0,6 ms™ o valor de fluxo critico foi igual a
20 + 2 L m2h* observado entre 0,15 bar e 0,2 bar e o fluxo limite de 27 £ 2 L m?h* em 0,75 bar.
Para a velocidade de 0,8 m s™ os valores de fluxo critico (19 + 2 L m? h™ entre 0,15 bar e 0,2 bar)
e de fluxo limite (31 +1 L m2h™ em 0,75 bar) foram estatisticamente iguais aos obtidos para a
velocidade de 0,6 ms™.
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Figura 4.2 — Fluxo permeado em funcéo da pressao transmembrana para duas velocidades de escoamento
da corrente de alimentacéo (0,6 m s e 0,8 m s™) para as suspensdes de microalgas: (A) Chlorella sp. e
(B) D. tertiolecta.

O fluxo critico é o resultado do equilibrio entre forcas de arraste sobre o soluto e a
interacdo do mesmo na superficie da membrana, o qual resulta na formagdo de uma camada
limite. Observa-se que estes efeitos estdo presentes para a D. tertiolecta, ndo sendo claramente
observado na suspensdo de Chlorella sp..

Um aumento da velocidade tangencial de 0,6 para 0,8 ms™ ndo resultou em diferentes
valores de fluxo limite para a suspensdo de D. tertiolecta. O valor de fluxo limite representa o
valor de fluxo permeado em que um aumento de pressdo ndo resulta em um aumento do fluxo,
nesta regido a transferéncia de massa do processo é controlada pela difusdo e, em processos de
concentracao, ha uma elevada tendéncia ao fouling.

As diferengas no comportamento das duas microalgas em relagdo a parametros como
fluxo critico e fluxo limite podem ser atribuidas as caracteristicas morfolégicas de cada espécie,
pois as condigdes operacionais do sistema de filtragdo foram as mesmas. A Chlorella sp. € uma
microalga de geometria esférica, sem mobilidade, distinta da D. tertiolecta de geometria
elipsoidal, com dois flagelos, portanto, com mobilidade. De acordo com a analise de microscopia
Gtica ndo foi observada a presenca de células no permeado para as suspensdes de microalgas,
demonstrando desta forma a retencédo total pela membrana.

O trabalho de Rossignol e colaboradores, (ROSSIGNOL et al., 1999), apresenta um
estudo de filtracdo de suspensbes de duas espécies de microalgas, a S. costatum e a Haslea
ostrearia utilizando membrana de PVDF com tamanho de poro nominal de 0,1 pm. Os resultados
obtidos para o fluxo permeado demonstraram a influéncia das caracteristicas das espécies de

microalgas filtradas, tais como a morfologia. Os autores observaram que a densidade de torta
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depositada sobre a membrana foi maior para H.ostrearia do que para a S. costatum, que é uma
microalga formadora de cadeia. Além disso, foi observado que para a suspensdo de H. ostrearia
com concentracdo de 40 mg L™ (base seca) houve um pequeno aumento do fluxo permeado com
0 aumento da pressdo e, em pressdes maiores que 1,0 bar, o fluxo mostrou-se independente da

pressao.

Giorno, Mazzei e Giorno (2013), utilizaram um modulo plano, com membrana de
celulose regenerada de MMC de 100 kDa e area de permeacdo de 1,73 x 10 m? para a
ultrafiltracdo da microalga Nannochloropsis. Foi observado fluxo critico igual a 24 L m*h™ em
PTM de 0,2 bar e velocidade de 0,3 m s™, semelhante ao obtido neste trabalho.

No trabalho de Hung e Liu, 2006, foi utilizada uma membrana de PVDF de 0,22 pm, com
a &rea de permeacéo de 4,0 cm?, para filtragdo de Chlorella sp.. Os autores estudaram o efeito da
PTM de 0,4 bar, 0,5 bar e 0,6 bar e velocidade tangencial de 0,43 ms™ em regime laminar e
0,84 ms™ em regime turbulento. O fluxo permeado inicial aumentou com a mudanca de pressao
de 0,4 bar (1 609 L m? h) para 0,5 bar (2 153 L m? h'™"). Entretanto na pressao de 0,6 bar o fluxo
ndo aumentou, sendo igual a 2 131 L m? h™. Este comportamento foi observado nos dois regimes

de escoamento.

Ainda de acordo com o estudo de Hung e Liu, (2006), na PTM de 0,6 bar, sob condi¢éo
de regime laminar, o fluxo permeado apresentou maior queda com o tempo. Nesta pressdo a
mudanca de regime laminar para turbulento ndo alterou significativamente a queda do fluxo
permeado. O fluxo permeado final dos autores também foi elevado, sendo igual a 306 L m?h™,
339 L m?%ht e 284 L m?h? nas pressdes de 0,4 bar, 0,5 bar e 0,6 bar, respectivamente. Deve-se
ressaltar que os elevados valores de fluxo permeado obtidos no trabalho mencionado é em grande

parte devido a baixa concentracdo de Chlorella sp. utilizada (13,9 mg L™).

De acordo com os resultados obtidos nesta etapa do estudo, foi escolhida a PTM de
0,5 bar para a filtracdo de Chlorella sp. e de 0,15 bar para a D. tertiolecta. Optou-se pela operacéo
dos experimentos de concentracdo em pressdes baixas e no caso da suspensdo de D. tertiolecta
abaixo do fluxo critico (~0,2 bar), uma vez que para pressdes acima do fluxo critico existe uma
tendéncia maior a ocorréncia de fouling. Giorno, Mazzei e Giorno (2013), também reportam que a
identificagdo do fluxo critico permite identificar a maxima pressdo transmembrana que pode ser

utilizada para limitar a ocorréncia de fouling irreversivel.

Em relacdo a velocidade tangencial foi selecionada a velocidade de 0,6 ms? pois se
observa um pequeno aumento de fluxo em velocidade de 0,8 m s™ para a suspenséo de Chlorella
sp., em pressdo de 0,5 bar, e para a suspensdo de D. tertiolecta, o fluxo é muito semelhante nas

duas velocidades tangenciais, na pressdo de 0,15 bar. A operacdo em velocidade tangencial de
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0,6 ms™ aplica uma menor taxa de cisalhamento (4 800 s™), evitando assim a maior liberac4o de
EPS e lise celular. Além disso, operar o sistema de MF em baixa velocidade tangencial
proporciona menor consumo energeético.

4.3.3 Integridade celular

As condicbes de escoamento e a for¢ca motriz influenciam a integridade celular das
microalgas, portanto faz-se necessaria a avaliagdo desta integridade; neste trabalho foram
realizadas trés andlises que, em conjunto, demonstram o efeito das condi¢des de operacao sobre
as suspensfes de microalgas: contagem em camara Neubauer, microscopia 6tica e microscopia
eletrénica de transmissdo (MET). Estas analises foram realizadas em amostras processadas em
modo de reciclo total (concentracdo celular constante) e auxiliaram na escolha da pressédo

transmembrana e da velocidade tangencial para as etapas posteriores deste trabalho.
e Camara Neubauer
Na Figura 4.3 estdo apresentados os resultados de contagem de células ndo viaveis para a

suspensao de Chlorella sp. em dois momentos, ao término do cultivo e depois dos experimentos
de MF, em diferentes taxas de cisalhamento.

Contagem de células x 10° (mL™)
w
1

Antes da Microfiltragao Apos PTM = 1,0 bar Antes da Microfiltragéo Apés PTM = 1,0 bar
Células néo viaveis Células nao viaveis

Figura 4.3 — Nimero de células n&o viaveis de Chlorella sp. (A) taxa de cisalhamento de 4 800 s™* (B) taxa
de cisalhamento de 6 400 s™.

Conforme os resultados apresentado na Figura 4.3 observa-se que o namero de células
nao viaveis antes da passagem pela membrana, ou seja, ao término do cultivo, é elevado, isto é
consequéncia do comportamento das células durante o cultivo. De acordo com Lourengo (2006),
€ comum ocorrer a lise de células durante os cultivos em modo batelada.
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Os valores médios de células ndo vidveis apds a passagem pelo sistema de filtracdo em
operagdo com uma faixa de pressdo de 0,25 bar até 1,0 bar, ndo apresentaram diferenca
significativa quando comparados com os valores iniciais para as duas taxas de cisalhamento
testadas (p = 0,38); ap0s a operacdo na taxa de cisalhamento de 4 800 s™, referente & velocidade
de 0,6 ms™, o nimero de células ndo viaveis apresentou valor igual a (3,1+0,7) x 10°mL™,
sendo o valor inicial igual a (2,5+0,7) x 10°mL™. Para a taxa de cisalhamento de 6 400 s™, os
valores de células ndo viaveis foram (4,6+0,8)x 10°mL™ antes dos experimentos e
(5,1+ 0,7) x 10° mL™ depois dos experimentos.

Para a suspensdo de D. tertiolecta foi necessario retirar amostras apés a passagem pela
primeira pressdo de operagdo (0,15 bar), uma vez que resultados preliminares demonstraram
elevada lise das células ao término dos experimentos. A Figura 4.4 apresenta os resultados
encontrados através de contagem em camara Neubauer para a microalga D. tertiolecta.

Contagem de células x 10° (mL™)

Antes da Microfiltragdo  Apds PTM = 0,15 bar Apds PTM = 1,0 bar Antes da Microfiltragdo ~ Apds PTM = 0,15 bar Apés PTM = 1,0 bar

Células ndo viaveis Células nao viaveis

Figura 4.4 — NGmero de células ndo viaveis de D. tertiolecta: (A) taxa de cisalhamento de 4 800 s™ (B)
taxa de cisalhamento de 6 400 s™.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 4.4(A), o namero de células ndo
viaveis inicial de D. tertiolecta foi igual a (1,1 +0,2) x 10°mL™. Para a taxa de cisalhamento de
4800 s™, o valor obtido foi de (1,05 + 0,04) x 108 mL? para a pressao de 0,15 bar e no final do
experimento aumentou para (1,70 +0,01) x 10°mL™. N&o houve diferenca significativa entre as
células ndo vidveis antes e depois do processo para a pressdo de 0,15 bar (p = 0,57), contudo

houve um aumento significativo nestas células apds o processo a 1,0 bar (p = 0,01).

O mesmo comportamento é observado para a taxa de cisalhamento de 6 400s™. A
diferenca foi significativa ao término do experimento (p =0,03), porém ndo ocorreu diferenca
significativa para o valor de células ndo viaveis na primeira pressdo de trabalho (p = 0,72). As

seguintes concentragdes de células ndo vidveis foram obtidas: antes do experimento
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(1,40 +0,06) x 10° mL™, ap6s a pressdo de 0,15 bar o valor foi de (1,30 +0,08) x 10°mL™ e ao
final do experimento (pressdo de 1,0 bar) o valor aumentou para (1,80 % 0,03) x 10°mL™.

Vale ressaltar que pode existir um efeito combinado entre taxa de cisalhamento e tempo
de operacdo, visto que a suspensdo foi alimentada no sistema e para uma mesma taxa de
cisalnamento variou-se a pressdo de 0,15 bar até 1,0 bar. Além disso, para as condicGes
experimentais deste trabalho a Chlorella sp. apresentou maior estabilidade do que a D. tertiolecta.

e Microscopia ética

A estrutura celular da Chlorella sp. pode ser visualizada na Figura 4.5 em aumentos de
resolucdo de 20x, 40x e 100x antes da passagem pelo sistema na Figura 4.5(a), ap0s experimento
na taxa de cisalhamento de 4 800 s™ na Figura 4.5(b) e ap6s experimento na taxa de cisalhamento
de 6 400 s™ na Figura 4.5(c).

20x 40x 100x

Figura 4.5 - Fotografia da estrutura de Chlorella sp. (a) antes da passagem pelo sistema de filtracéo (b)
ap6s experimento na taxa de cisalhamento de 4 800 s e (c) ap6s experimento na taxa de cisalhamento de
6400s™

Observa-se que a Chlorella sp. ndo apresentou diferenca visual na sua estrutura celular
apos os experimentos de microfiltracdo para as duas taxas de cisalhamento e quatro pressdes
transmembranas (0,25 bar até 1,0 bar). Portanto, constata-se que esta microalga apresenta parede
celular resistente a essas condigdes operacionais.
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As imagens apresentadas na Figura 4.6 mostram o efeito das condi¢cGes operacionais

sobre a estrutura celular da D. tertiolecta.

20x 40x 100x

Figura 4.6 - Fotografia da estrutura de D.tertiolecta. (a) antes da passagem pelo sistema de filtracdo. Em
taxa de cisalhamento de 4 800 s™: (b) Ap6s PTM de 0,15 bar e (c) Apés PTM de 1,0 bar. Em taxa de
cisalhamento de 6 400 s™: (d) Apés PTM de 0,15 bar e (e) Apés PTM de 1,0 bar.

Conforme as imagens da Figura 4.6, verifica-se o efeito da taxa de cisalhamento,
identificando-se o encolhimento das células e a completa ruptura celular. As fotografias
apresentadas na Fig. 4.6(c) para os aumentos de 40x e 100x e na Fig. 4.6(e) para todos os

aumentos mostram a ocorréncia de lise das células.

A imagem da microalga D. tertiolecta na Figura 4.6 apGs experimento em pressdo de
0,15 bar pode ser visualizada na Fig.4.6(b) na taxa de cisalhamento de 4 800 s™ e Fig.4.6(d) na
taxa de 6400 s™. Nestas condigbes, observa-se que ndo ocorreu elevada lise celular, mas é
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possivel observar uma deformacdo das células e que a mobilidade celular sofreu uma queda.
Conforme ja mencionado a literatura confirma que as células desta microalga ndo apresentam
parede celular (LOSEVA et al., 2007).

No estudo de Frappart et al., (2011), foi utilizada uma taxa de cisalhamento igual a
16 000 s™ em dois sistemas de filtracdo (tangencial plano e dindmico), com duas diatoméceas de
morfologias diferentes, a Skeletonema costatum formadora de cadeias conectadas por silica e a
fusiforme Cylindrotheca fusiformis. Os autores observaram fragmentacdo da S. costatum apés os

experimentos de filtracdo, enquanto que a C. fusiformis ndo mostrou alteracdo celular visivel.

e Microscopia Eletronica de Transmisséo

A microscopia eletrénica de transmissdo (MET) é uma técnica que permite uma analise
sobre a estrutura intracelular das microalgas. A MET demonstrou o efeito das condi¢bes de
operacdo da MF sobre a conformacdo interna das células, mais especificamente, sobre as
organelas. As Figuras 4.7 e 4.8 mostram as organelas de Chlorella sp. antes e apds os

experimentos de MF, respectivamente.

Figura 4.7 — Estrutura celular da Chlorella sp. antes dos experimentos de microfiltracdo, magnificacdo de
(2) 20 000x (b) 10 000x.
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EPS

Figura 4.8 - Estrutura celular da Chlorella sp. apos os experimentos de microfiltragdo, magnificagdo de
(a) 20 000x (b) 7 500x (c) 5 000x.

As imagens da Figura 4.8 representam o efeito da taxa de cisalhamento sobre a estrutura
interna da microalga Chlorella sp.. E possivel constatar que as organelas ndo sofreram um efeito
sobre a sua distribuicdo. Entretanto, algumas imagens da estrutura celular parecem evidenciar a
liberagdo dos EPS, principalmente na imagem da Fig.4.8(c), com barra de 5,0 um e magnificagdo
de 5 000x%, onde o EPS ndo solubilizado envolve a célula, efeito ja identificado por Morineau-

Thomas et al., 2002,

Também é possivel observar através das imagens das Figuras 4.7 e 4.8 as diferentes
formas de organizacgdo das organelas nas células de Chlorella sp. e a diferenca de tamanho das

células.
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Na Figura 4.9 esta apresentada a estrutura celular da D. tertiolecta apds o cultivo. Para
esta microalga ndo foi possivel obter imagens adequadas apds os experimentos devido a lise
celular ja constatada pelas outras analises de integridade celular realizadas; também observa-se a
diferenca da estrutura celular de D. tertiolecta em relacdo a Chlorella sp. e a auséncia de
homogeneidade na geometria e na organizacgao das organelas de D. tertiolecta.

Figura 4.9 - Estrutura celular da D. tertiolecta (magnificacdo de 15 000x) antes dos experimentos de
microfiltracdo.

4.4 CONCENTRACAO -EXPERIMENTOS EM MODO BATELADA

Os experimentos desta etapa tiveram como objetivo a determinacdo do fator de
concentragdo volumétrico (FCV) e a avaliagdo do comportamento do fluxo permeado com o
tempo, em pressdo transmembrana constante. As condi¢Ges de operacdo foram definidas nos

experimentos realizados no modo reciclo total e com as analises de integridade celular;
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concentracdo inicial de biomassa de 0,9+0,1gL™ pH igual a 7,0, temperatura de 27 + 1°C e
velocidade de escoamento igual a 0,6 ms™ foram as condigdes utilizadas para as duas suspensdes

de microalgas. Foi utilizada a pressdo transmembrana de 0,5 bar para a suspensdo de Chlorella
sp. e 0,15 bar para a suspensdo de D. tertiolecta.

Na Figura 4.10 esta apresentado o comportamento do fluxo permeado com o tempo de
operagdo para cada suspensdo de microalgas: Fig 4.10(A) Chlorella sp. e Fig 4.10(B) D.
tertiolecta. Verifica-se que maiores valores de fluxo permeado séo obtidos para a Chlorella sp.
guando comparados com o fluxo de D. tertiolecta. Isso se deve, em parte, ao fato de se utilizar
uma PTM maior para a espécie de Chlorella sp..

Os trés experimentos com a suspensdo de Chlorella sp. apresentaram comportamento
semelhante de fluxo. Para os experimentos com a D. tertiolecta ocorreu uma leve diferenca entre

0s experimentos realizados. Para este estudo estabeleceu-se um FCV em torno de 2,6, devido a
limitacOes experimentais.
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Figura 4.10 — Resultados do fluxo permeado em funcéo do tempo de experimento. CondigBes de operacéo:
modo batelada, velocidade tangencial de 0,6 m s, temperatura de 27 + 1 °C, concentragdo de biomassa
igual 20,9 +0,1 g L™ e valor de pH igual a 7,0 (A) Chlorella sp., presséo de 0,5 bar e (B) D. tertiolecta,

pressao de 0,15 bar.

A maior diferenca entre os fluxos inicial e final para as duas suspensdes de microalgas foi
observada no inicio dos experimentos, onde ocorre a formagdo da camada limite de concentragdo
e iniciam as interacbes membrana-suspensdo. Esta diferenca foi mais acentuada para os
experimentos com Chlorella sp., a queda do fluxo é brusca para a suspensdo desta microalga
(74 %), quando comparada com a ocorrida com a suspensdo de D. tertiolecta (40 %). Uma
explicagdo para este resultado é que geralmente em membranas que apresentam fluxos e retencdo
elevados a resisténcia devido a camada limite de concentracdo formada também é elevada

resultando em uma queda acentuada do fluxo inicial. Além disso, observa-se que o fluxo
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permeado para a suspensao de D. tertiolecta foi mais estavel do que o obtido para a suspenséo de
Chlorella sp..

Neste trabalho, para a suspenséo de Chlorella sp., o ultimo fluxo permeado medido para
0 primeiro, o segundo e o terceiro experimento foram iguaisa 24 L m?h™*, 19L m*h*e25L m
h, respectivamente. Entretanto, ao compararmos com a D. tertiolecta, observa-se a ocorréncia
de estado estacionario, com fluxos iguais @ 20 Lm?h™, 16 Lm?h™* e 19L m?h* em cada
experimento realizado. A comparacéo direta com outros trabalhos e entre as duas suspensdes de
microalgas utilizadas neste trabalho ndo é uma tarefa facil devido as diferengas entre as
caracteristicas das membranas e das espécies envolvidas, bem como em relagdo as condi¢des de
operacdo utilizadas e as peculiaridades de cada unidade experimental. A discussdo apresentada
em relacdo a outros trabalhos tem o objetivo de relacionar as condicGes de operacdo utilizadas

pelos autores evidenciando os resultados e as dificuldades encontradas pelos autores.

No trabalho de Frappart et al., (2011), foi observada uma queda do fluxo permeado de
42 % para o processo de ultrafiltracdo da diatoméacea S. costatum. Foi utilizada uma membrana de
poliacrilonitrila (PAN) com MMC igual a 40 kDa, presséo de 1,0 bar e FCV igual a 3,0. O fluxo

inicial foi de 60 L m? h™ e ao final do experimento atingiu o valor de 35 L m?h™,

Rossignol et al., (1999), também obtiveram uma elevada queda do fluxo permeado, de
200 L m?h* para cerca de 50 L m?h™ durante 10 h de operacdo (75%) na filtracdo de
suspensBes de duas espécies de microalgas, a S. costatum e a H. ostrearia. Os autores utilizaram
membrana de PVDF de 0,1 um e adotaram condi¢Bes de baixa pressdo transmembrana (0,5 bar) e
baixa velocidade tangencial (0,5 ms™) para minimizar os danos na estrutura celular. Os autores
ainda salientam a possibilidade de utilizar tais condi¢Bes operacionais em um sistema continuo de

fotobiorreator com membrana.

No trabalho apresentado por Giorno, Mazzei e Giorno (2013), foi realizada a filtracdo da
microalga Nannochloropsis em concentracio inicial de 20 £ 2 mg mL™ de biomassa b.s. visando
a obtengdo de triglicerideos na corrente de permeado. Os autores definiram um fator de
concentragdo volumétrico igual a 5,0 e o experimento foi realizado em PTM de 0,2 bar e
velocidade tangencial de 0,6 ms™, o processo iniciou com fluxo permeado de 25 L m? h™ e apés

3,5 h de operacéo, ficou estabilizado em 17 L m?2ht,

Hwang et al., (2013), realizaram a filtracdo de uma suspensdo com a microalga Chlorella
sp. utilizando duas membranas de microfiltragdo, uma de PVDF com 0,45 um de tamanho de
poro nominal e outra também de PVDF com 0,22 um de tamanho de poro nominal; as condigdes

de pressdo e velocidade tangencial foram de 200 kPa e 1,0 ms™, respectivamente. Os resultados
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de fluxo permeado demonstraram uma gueda acentuada de 80 % para a membrana de 0,45 um e
de 85 % para a de 0,22 pm.

Vale ressaltar que a maioria dos trabalhos mencionados utilizaram baixas concentracdes
iniciais de biomassa, condi¢do que torna o procedimento mais eficaz permitindo a obtencdo de
um fluxo maior no estado estacionario (BUETEHORN et al., 2010). Este fato é relatado no
trabalho de Rossi et al., (2004), em que foi realizada a ultrafiltracdo de uma suspensdo de
Arthrospira platensis utilizando uma membrana de poliacrilonitrila (PAN) com MMC de 40 kDa.
Os autores utilizaram diferentes concentragdes iniciais de biomassa, sendo que para a
concentracdo de 0,45 g L™ o fluxo foi estabelecido em 33 L m™? h™ em aproximadamente 13 h de
operagdo. Porém, em concentracdo inicial semelhante a este trabalho (0,9+0,1gL™) o fluxo

estacionario foi estabelecido em 15 L m? h™* ap6s aproximadamente 10 h de operagéo.

No estudo realizado por Huang et al., (2012) também foram testadas diferentes
concentracdes iniciais de biomassa e os autores concluiram que uma alta concentracao inicial
resulta em uma baixa eficiéncia para recuperacdo de biomassa; a membrana utilizada foi de
PVDF com 0,2 um de tamanho de poro nominal, — na configuragdo fibras ocas. O fluxo
permeado médio obtido foi de 8,0L m? h' e os autores relatam que ndo foi realizada

retrolavagem durante 0s experimentos.

Conforme Rossingol et al., (1999), em operacBes de longa duracdo, com baixa PTM e
baixa velocidade tangencial (condicGes suaves para espécies sensiveis as forcas cisalhantes), os
fluxos do processo de ultrafiltragdo situam-se entre 15 L m? h™ e 60 L m? h*, sendo comumente
utilizados em instalag¢6es industriais com aplica¢fes biotecnoldgicas, como por exemplo, no ramo
alimenticio e farmacéutico. Neste trabalho, para as duas suspensdes de microalgas testadas, foram
alcancados fluxos na regido de estado estacionario ou préximo ao estado estaciondrio na mesma

faixa relatada pelos autores.

Rossi et al., (2004), relatam que a qualidade da biomassa é preservada se a tensdao de
cisalhamento for examinada em conjunto com o tempo de experimento. Os autores concluem que
fluxos permeados entre 15 L m?h™ e 33 L m?h™ séo aceitaveis. Porém em experimentos de
longa duragdo, ocorre maior liberagdo de material intracelular e, consequentemente, a queda do
fluxo é mais acentuada. Este fendbmeno € principalmente observado se o microrganismo em

questdo é sensivel a taxa de cisalhamento aplicada.

Em relagdo a condutividade elétrica, este pardmetro apresentou 0 mesmo valor nas
correntes de concentrado e permeado para as duas suspensdes de microalgas utilizadas,
confirmando a livre passagem dos compostos idnicos pela membrana de MF. Devido a adi¢do

extra de 17 g L™ de NaCl no meio de cultivo da D. tertiolecta esta suspensdo apresentou uma
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quantidade maior de fons presentes (47 mScm™) em relacdo & suspensdo de Chlorella sp.
(33 mS cm™).

O acompanhamento do valor de pH durante os experimentos permite observar o
comportamento das microalgas, revelando algum tipo de reacdo ou até mesmo a degradacdo da
suspensdo, além de ser um parametro importante como medida de precaucdo em relagdo a faixa
de pH permitida pelas membranas. O pH nas correntes de concentrado e permeado foi igual a 7,0
para as duas suspensdes estudadas e este valor manteve-se constante durante o tempo de operacdo

do sistema.

Nos experimentos de concentragdo foram analisadas tanto as correntes de concentrado
guanto as de permeado. O permeado de ambas as microalgas foi recolhido para avaliar o seu
reuso como meio de cultivo das microalgas. Desta forma, foram quantificados os carboidratos
totais (método de Dubois) e as proteinas totais (método de Lowry). Os resultados estdo

apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Resultados da analise de carboidratos totais, proteinas totais e condutividade elétrica do
permeado de Chlorella sp. e de D. tertiolecta.

Permeado Carboidratos totais Proteinas totais Condutividade
(mg L) (mg L) elétrica (mS cm™)
Permeado de U+l 55 £4 ”
Chlorella sp.
Permegdo de D. 3344 _ o
tertiolecta

Os valores obtidos de carboidratos e proteinas apresentados na Tabela 4.2 no permeado
da suspensdo de D. tertiolecta sdo mais elevados do que no permeado de Chlorella sp.,
confirmando os resultados de maior lise celular para D. tertiolecta e a liberacdo de EPS sollvel
para a corrente de permeado. Este efeito é devido aos seguintes fatores: aplicacdo das forcas
cisalhantes do processo de separacdo combinado com o tempo de experimento e a auséncia de

parede celular em células de D. tertiolecta.

4.5 PURIFICACAO DA BIOMASSA - EXPERIMENTOS EM MODO
BATELADA COMBINADO COM MODO DIAFILTRAGCAO

Nesta etapa do trabalho os experimentos foram realizados visando & purificagdo da
biomassa através de reducdo do teor salino e de outros microsolutos presentes na solugdo. Para
tanto, foi adotada a seguinte estratégia: primeiramente a suspensdo de microalgas foi pré-
concentrada retirando um volume inicial de solugdo de 500 mL dos 1 500 mL iniciais (volume do

tanque de alimentacdo + volume morto), seguido de duas diafiltragdes (DF) modo batelada com a
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adicdo de 250 mL de &gua destilada na alimentacgdo e retirada de mesmo volume pela corrente de
permeado, sequida da etapa de concentragdo final. Para a suspensdo de Chlorella sp. foram
retirados, em média, 1 348 + 24 mL de permeado e para a D. tertiolecta, 1 342 £ 13 mL.

As condicBes de operacdo nesta etapa foram idénticas as utilizadas nos experimentos de
concentracdo: concentragio de biomassa de 0,9+0,1g L™ o pH igual a 7,0, a temperatura de
27 +1°C e a velocidade de escoamento igual a 0,6 ms™, a pressdo transmembrana de 0,5 bar para
a suspensdo de Chlorella sp. e de 0,15 bar para a suspensdo de D. tertiolecta.. Na Figura 4.11
estdo apresentados os resultados de fluxo permeado nas etapas de concentracdo inicial,
diafiltragdo e concentragdo final; as curvas para os trés experimentos com a suspensdo de
Chlorella sp. sdo semelhantes com valores proximos de fluxo permeado.
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Figura 4.11 - Fluxo de permeado em funcédo do tempo para os experimentos de concentracio e purificacdo

da biomassa de Chlorella sp. Condicdes de operagdo: concentraco inicial de biomassade 0,9+0,1gL™ o

pH igual a 7,0, a temperatura de 27 + 1 °C e a velocidade de escoamento igual a 0,6 m s™, a PTM de 0,5 bar
(A) primeiro experimento, (B) segundo experimento e (C) terceiro experimento.
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Na Tabela 4.3 estdo apresentados os valores de fluxo permeado inicial e final para cada
etapa do experimento, e a reducdo de fluxo médio dos trés experimentos para cada etapa.
Observa-se que na etapa de concentracdo inicial ocorreu a maior reducdo de fluxo demonstrando
que existe uma forte interacdo entre a membrana e a suspensdao. Além disso, para se atingir o
mesmo FCV, o tempo de operagdo para o terceiro experimento (860 min) foi maior do que o
tempo para os experimentos 1 e 2, e consequentemente o fluxo final foi mais baixo, ressalta-se

que o fluxo inicial para os trés experimentos foi semelhante.

Tabela 4.3 — Valores de fluxo permeado inicial e final para cada etapa de concentracéo e purificacdo da
suspensao de Chlorella sp. e o percentual médio de redugdo do fluxo para os trés experimentos.

Fluxo Fluxo Fluxo
. (L m?h?) (L m?h? (L m?h? Reducéo média
Etapa Estagio Primeiro Segundo Terceiro do fluxo (%)
Experimento Experimento Experimento

Concentragéo Inicio 49 51 46 51
inicial Fim 24 30 20
. Inicio 23 20 20

Primeira DF . 21
Fim 24 20 15
Inicio 21 23 14

Segunda DF Fim 19 20 1 11

Concentragao Inicio 19 20 12 15
final Fim 16 17 9

A reducdo global do fluxo para os experimentos 1 e 2 foi de 67 %, enquanto que para o
experimento 3 a reducdo foi de 80 %. Conforme mencionado no inicio do capitulo, foram
utilizadas membranas novas para a realizacdo de cada experimento, que pode explicar em parte
este resultado. As membranas de MF utilizadas sdo assimétricas e podem apresentar
caracteristicas estruturais distintas quando sdo utilizadas peguenas areas de permeacdo como no
caso deste trabalho (0,0058 m?).

Além disso, o fato de se trabalhar com solucBes biol6gicas, que apresentam
comportamentos distintos frente a sua forma de cultivo, tais como alteracbes no numero de
células viaveis e ndo vidveis e mudanca no tipo e quantidade de metabdlito liberado, também
pode estar contribuindo para as diferencas obtidas nos valores de fluxo permeado entre os trés

experimentos.

O comportamento do fluxo permeado da suspensdo de D. tertiolecta com o tempo em
cada etapa do experimento esta apresentado na Figura 4.12. Observa-se que houve maior queda
de fluxo na etapa de concentracdo inicial para os trés experimentos, e ocorre uma pequena
diferenca no fluxo durante as duas DF realizadas e na concentracdo final. No primeiro
experimento (Fig.4.12(A)), o fluxo manteve-se constante a partir dos 100 min de operagdo e

ocorreu uma redugdo na etapa de concentracgdo final; para o segundo (Fig.4.12(B)) e o terceiro



CAPITULO 4 — RESULTADOS E DISCUSSAO 90

(Fig.4.12(C)) ocorreu uma diminui¢do mais acentuada do fluxo na etapa de concentracéo inicial e
uma pequena diminui¢do durante as etapas de DF e de concentracdo final.
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Figura 4.12 — Fluxo de permeado em funcéo do tempo para os experimentos de concentracdo e purificagdo
da biomassa de D. tertiolecta. CondicBes de operagdo: concentracio inicial de biomassa de 0,9 +0,1 g L™,
o pH igual a 7,0, a temperatura de 27 + 1 °C e a velocidade de escoamento igual a 0,6 m s, a PTM de
0,15 bar (A) primeiro experimento, (B) segundo experimento e (C) terceiro experimento.

A Tabela 4.4, apresenta os valores de fluxo inicial e final de cada etapa para os trés
experimentos com a suspensdo D. tertiolecta e a respectiva queda média do fluxo; observa-se que
a queda de fluxo nas etapas de diafiltragdo e concentracéo final é pequena. As diferencas entre 0s

experimentos se devem também as caracteristicas das membranas e da suspensao de microalgas.

A comparacdo do comportamento do fluxo permeado para as duas suspensGes de
microalgas mostra que a redugdo média do fluxo para a D. tertiolecta € menor do que a observada
para a Chlorella sp.. Este resultado demonstra que a suspensdo de D. tertiolecta apresenta uma
menor tendéncia ao fouling. Contudo, deve-se considerar que como a PTM utilizada para a
suspensdo de Chlorella sp. foi maior (0,5 bar) e a retencdo € elevada, ocorre um maior acumulo

de soluto proximo & superficie da membrana que, por sua vez, aumenta a tendéncia ao fouling.
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Tabela 4.4 — Valores de fluxo permeado inicial e final para cada etapa de concentracéo e purificagéo da
suspensao de D. tertiolecta e o percentual médio de reducdo do fluxo para os trés experimentos.

Fluxo Fluxo Fluxo
. (L m2h?) (L m?h? (Lm?h? Redugéo média
Etapa Estagio Primeiro Segundo Terceiro do fluxo (%)
Experimento Experimento Experimento
~ Inicio 23 31 32
Con_ce_nf[ra(;ao 29
inicial Fim 17 21 23
Inicio 19 23 24
DF1 9
Fim 19 20 21
Inicio 19 21 23
DF2 6
Fim 19 20 20
~ Inicio 19 20 20
Concentragao 3
Final Fim 18 20 19

A etapa de diafiltracdo foi responsavel pela diminuicdo do teor salino das duas
suspensBes de microalgas. Para a microalga Chlorella sp., as duas diafiltracdes reduziram o teor
salino em 42 %; na Figura 4.13 estdo apresentados os resultados de concentracdo salina inicial e
ap6s as duas diafiltracdes. A concentracio salina inicial foi igual a 34 g L™ e, ao final da segunda

diafiltracdo, o valor foi reduzido para 19 g L™

Concentracio salina (gL?)

Concentragdo inicial DF1 DF2

Figura 4.13 - Concentragdo salina inicial e apds as duas etapas de diafiltracdo para a suspenséo de
Chlorella sp..

Os resultados da mudanga no teor salino da solugdo de D. tertiolecta podem ser

visualizados na Figura 4.14. A concentracgdo inicial desta suspensdo é maior, sendo igual a 39 g L
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! e ao término da segunda DF a concentracdo foi de 24 g L™, alcancando-se uma reducéo de
38 %.
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Figura 4.14 - Concentracdo salina inicial e apds as duas etapas de diafiltracéo para a suspenséo de D.
tertiolecta.

O pH durante os trés experimentos manteve-se constante, com valor igual a 7,0 tanto para

amostras de concentrado e permeado para as duas suspensdes de microalgas.

A literatura ainda é escassa quanto aos métodos de purificacdo de biomassa de
microalgas. No trabalho apresentado por VVandanjon et al., (1999), foi utilizada a diafiltracdo para
reducdo do teor de sal de um metabdlito proveniente de uma microalga, entretanto ndo foi

realizada a purificacdo da suspensdo algacea antes da extracdo do metabdlito.

No caso de suspens@es de microalgas, o permeado obtido em cada etapa de DF, difere no
teor salino da solucdo inicial, pois ocorre a diluicdo. Dessa forma, a corrente de permeado
apresenta potencial de reuso como meio de cultivo para outras espécies, pois fornece uma
guantidade de ions que pode ser ajustada de acordo com as necessidades de determinadas
espécies de microalgas. Este € um conceito de processo otimizado em que as correntes geradas
apresentam a possibilidade de usos distintos de processamento. Neste contexto, a diafiltracdo
apresenta-se como um interessante modo de operacdo dentro de um conceito otimizado de
biorrefinarias.

4.6 ANALISE DO FOULING

Esta secdo é dedicada & analise do fenbmeno de fouling, que em conjunto com a
polarizacdo por concentragdo apresenta-se como a principal desvantagem dos processos de

separagdo por membranas, porque ambos sdo responsdveis pela continua queda do fluxo
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permeado, devido ao aumento da resisténcia ao fluxo, e, como consequéncia, a diminuicdo da

eficiéncia global do processo. A andlise do fouling auxilia no entendimento das interagdes entre a
membrana e as suspensdes de microalgas.

Para a determinagédo da resisténcia ao fluxo devido ao fouling e do percentual de fouling
em diferentes condigdes de pressdo e de velocidade tangencial foram utilizados os resultados de
fluxo de agua destilada obtidos nos experimentos realizados no modo reciclo total; para investigar
a ocorréncia de um determinado mecanismo dominante de fouling durante a filtracdo das
suspensBes de microalgas foi aplicado o modelo de Hermia modificado por Field utilizando os

resultados de fluxo permeado obtidos nos experimentos de concentragdo, modo batelada.

4.6.1 Percentual de fouling

Para analisar o percentual de fouling em funcdo da pressdo e da velocidade de
escoamento foi medido o fluxo de agua destilada e determinada a permeancia hidraulica antes e

apos a passagem das suspensdes de microalgas no sistema em modo reciclo total.

A Figura 4.15 apresenta o fluxo permeado de agua destilada obtido em funcéo da pressao

aplicada antes e apds o experimento com a suspensdo de Chlorella sp. para as duas velocidades
tangenciais (0,6 ms™ e 0,8 ms™).

Fluxo permeado (L m* h™)
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Figura 4.15 - Fluxo de 4gua destilada em funcdo da presséo antes e ap6s 0s experimentos com a suspensao
de Chlorella sp. (A) velocidade de 0,6 m s™; (B) velocidade de 0,8 ms™.

A andlise dos resultados mostra que o fluxo permeado ndo apresentou queda acentuada
apos a passagem da suspensdo de Chlorella sp., para as duas velocidades de operagdo, indicando
a baixa tendéncia ao fouling da suspensdo de Chlorella sp. nas condi¢fes testadas. As maiores

guedas do fluxo permeado, tanto na velocidade de 0,6 m st quanto na velocidade de 0,8 m st



CAPITULO 4 — RESULTADOS E DISCUSSAO 94

ocorreram a partir de 0,5 bar evidenciando que a partir deste valor de pressdo existe maior
interacdo entre a suspensao e a membrana, isto é, aumenta a tendéncia ao fouling.

O comportamento do fluxo de &gua destilada versus PTM antes e ap6s a passagem da
suspensdo de D. tertiolecta para as duas velocidades de escoamento é apresentado na Figura 4.16.
Para esta suspensdo nao é constatado a ocorréncia de um fouling severo, porém, a queda do fluxo

é constante ao longo de toda a faixa de pressao testada, demonstrando que, para esta suspensao, as
interagbes membrana suspensao independem da presséo utilizada.
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Figura 4.16 - Fluxo de agua destilada versus pressao antes e apds 0s experimentos com a suspensdo de D.
tertiolecta. (A) velocidade de 0,6 m s™ e (B) velocidade de 0,8 m s™.

Os graficos das Figuras 4.15 e 4.16 possibilitaram o calculo dos valores de permeéncia
hidraulica antes e ap6s a passagem das suspensdes de microalgas de acordo com a lei de Darcy.

Esses valores foram utilizados na Equacdo 2.6 para determinar a tendéncia ao fouling. Os
resultados estdo apresentados na Tabela 4.5.

Comparando a tendéncia ao fouling em cada velocidade testada para cada microalga, é
possivel observar que ndo ocorreu diferenga significativa, apresentando teste de t (p = 0,91 para
Chlorella sp. e p = 0,80 para D. tertiolecta) em nivel de significancia igual a 0,05. Os dados da
Tabela 4.5 também mostram que houve uma maior tendéncia ao fouling da suspensdo de

Chlorella sp. em comparacdo com a suspenséo de D. tertiolecta (p = 0,02), e que a velocidade de
escoamento nao exerceu influéncia sobre este fator.
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Tabela 4.5 — Valores de permeancia hidraulica antes e apds 0s experimentos com as suspensoes de
microalgas e o percentual de fouling.

Velocidade L. . ]
Microalaa tangencial Permeancia antes Permeanciaapés o .
J 9 1 (L m?h* bar?) (L m?h? bar?) 0 g
(ms™)
Chlorella s 06 68+1 58+5 15+6
: 0.8 78+5 65+ 2 16 +4
D. tertiolecta 06 81+8 76+7 6+2
| 038 84+ 1 79+1 61

Os valores de percentual de fouling confirmam gue ndo ocorreu grande interacdo das duas
suspensBGes de microalgas com a membrana de PVDF de 0,22 um utilizada neste estudo. O
trabalho de Giorno, Mazzei e Giorno (2013) também realizou a comparagdo da permeancia da
membrana de PVDF de 150 kDa antes e apds os experimentos com a suspensdo de
Nannochloropsis na concentragio de 20 + 2 mg mL™ de biomassa seca; os autores observaram
queda de permeédncia de 87 +2 L m?h™bar" para 73+2L m?h'bar’ que representa um
percentual de fouling igual a 16 %, semelhante ao percentual encontrado para a suspensdo de
Chlorella sp..

4.6.2 Resisténcia ao fluxo devido ao fouling

A analise sobre as interagdes entre a membrana e a suspensdo de alimentacdo apresentada
nesta se¢do foi realizada a partir dos resultados de fluxo obtidos nos experimentos em modo de
reciclo total para as duas suspensdes de microalgas. As interacbes podem ser estimadas pela
resisténcia ao fouling que representa o somatoério dos fendmenos gque causam reducdo do fluxo,

como adsorcao, blogueio dos poros e a formacao de torta.

A Equacdo 4.2 permitiu determinar o grau de interacdo das suspenses de microalgas
com a membrana de PVDF, assim como o efeito das velocidades tangenciais aplicadas.
R ! R (4.2)
F= " nmwo  _ Bm :
H agua bwe,
A Tabela 4.6 apresenta os valores obtidos de resisténcia devido ao fouling para ambas as
microalgas.
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Tabela 4.6 — Resisténcia ao fouling sobre diferentes velocidades de operacdo para as suspensoes de

microalgas.
Suspensdo de \t/aer!(;gr?;gle Re X %O'“
Microalga (msY) (m™)
0,6 11,0
Chlorella sp. 0.8 9.7
D. tertiolecta gg zi

A resisténcia intrinseca da membrana, calculada com a Equacdo 4.3, demonstrou valor
médio de (5,2+0,5) x 10“m™. A resisténcia da membrana é elevada, sendo maior que a
resisténcia devido aos fendmenos de fouling para as duas suspens@es. Esse resultado deve-se as
caracteristicas morfolégicas da membrana, tais como tamanho dos poros, porosidade,

tortuosidade e também a caracteristica hidrofébica da membrana de PVDF.

Ry= ———— (43)

As diferencas da resisténcia devido ao fouling para as duas velocidades testadas nao foi
expressiva. Porém, observa-se uma diferenca entre duas e trés vezes menor para a suspensao de
D. tertiolecta, possivelmente devido a diferenca nas caracteristicas das microalgas estudadas;
sendo a D. tertiolecta uma microalga mdvel, enquanto que a Chlorella sp. ndo apresenta
mobilidade. Além disso, a Chlorella sp. apresenta formacdo de torta compressivel (BABEL E
TAKIZAWA, 2010) o que aumenta a resisténcia ao fluxo. Os dados de Rg estdo coerentes com 0s

obtidos para o percentual de fouling.

Existem estudos dedicados exclusivamente ao comportamento da resisténcia devido ao
fouling em diferentes condicdes operacionais do sistema de membranas. Conforme Hung et al.
(2006), as resisténcias hidrodinamicas aumentam quando os componentes presentes na solugdo
liberam polissacarideos, causando maior fouling, que pode ser agravado se o material da
membrana tem caracteristicas hidrofdbicas.

Ahmad et al.,, (2012), testaram o efeito do aumento da velocidade tangencial da
suspensdo de Chlorella sp. de 0,13 ms™ até 4,0 ms™ em diferentes fendmenos de fouling, como
bloqueio dos poros e formacdo de torta. Foi utilizada membrana circular de MF de acetato de
celulose de 1,2 um em configuracdo de escoamento tangencial. Os autores concluiram que o
aumento da velocidade causou queda de todas as resisténcias, exceto a resisténcia devido ao

bloqueio dos poros. Além disso, concluiu-se que o aumento da PTM causou agregacéo das células
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sobre a superficie da membrana durante a filtracdo. Portanto, o bloqueio de poros observado no
inicio da filtragdo, foi substituido por uma significativa formacao de torta.

O trabalho realizado por Babel e Takizawa (2010), permite realizar uma comparacao
interessante dos resultados obtidos neste trabalho para a suspensdo de Chlorella sp. com a
configuracdo de escoamento transversal de uma suspensdo de Chlorella sp. na concentracéo de
240 mg L. Neste estudo foi alterada a PTM (0,064 bar a 0,86 bar) em membranas circulares de
PVDF e de Ester de Celulose, ambas de 0,45 pm e 4rea de permeacéo de 0,005 m? Os resultados
mostraram que a resisténcia devido a formacdo de torta aumentou com o aumento da pressao
transmembrana até o valor de aproximadamente 6,0x10” mkg™ em PTM de 0,6 bar, no
ocorrendo aumento da resisténcia em 0,86 bar. Os autores concluiram que a formacao de torta € o

tipo de fouling dominante e que a Chlorella sp. gera naturalmente uma torta compressivel.

4.6.3 Caracterizagcdo dos mecanismos de fouling através do modelo de Hermia
modificado por Field

O modelo de Hermia modificado por Field et al., (1995), foi utilizado para caracterizar 0s
mecanismos de fouling em modo de escoamento tangencial. O modelo original de Hermia, que
data do ano de 1982, aplica o principio do escoamento transversal, onde o declinio continuo do
fluxo permeado atinge valor nulo no Gltimo ponto da filtracdo. Este comportamento ndo ocorre

em processos que operam em configuracao de escoamento tangencial (SONG, 1998).

Os resultados de fluxo obtidos nos experimentos de concentracdo das suspensdes de
Chlorella sp. e D. tertiolecta (modo batelada) foram utilizados para a predi¢do do declinio do
fluxo permeado considerando os seguintes mecanismos de fouling: formacdo de torta (n =0),
blogueio intermediario dos poros (n=1,0), bloqueio padrdo ou bloqueio interno dos poros
(n=1,5) e blogueio completo dos poros (n = 2,0). Estes pardmetros foram estimados de acordo
com a Equacéo 2.13 para o processo de filtracdo realizado em pressdo transmembrana constante.
Os resultados da analise estdo apresentados na Tabela 4.7, para a suspensdo de Chlorella sp., e na

Tabela 4.8 para a suspenséo de D. tertiolecta.

Conforme os dados apresentados na Tabela 4.7, para a suspensdo de Chlorella sp., pode-
se constatar que o maior valor do coeficiente de determinagdo (R?) para os trés experimentos
realizados foi referente ao mecanismo de fouling de formagdo de torta (n=0). A triplicata
apresenta valores diferentes de R?, devido aos diferentes tempos de operacdo e a diferenga entre
os valores de fluxo permeado. No entanto, para todos 0s experimentos o coeficiente de

determinacdo foi maior para 0 mecanismo de formacao de torta.
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Tabela 4.7 - Valores estimados e pardmetros estatisticos do modelo de Hermia-Field para os experimentos
de concentracdo da suspensdo de Chlorella sp..

Primeiro experimento

Erro
Mecanismo 2 5 Jer J* absoluto Soma
de fouling R Kk x 10 (L m2h) (L m?h? RMSE do fluxo  quadratica
inicial
Formagio de 0,0674  0,0092 18 0,37 2,0 126
torta
 Blogueio 4 9460 ,6479 25 048 L0 206
intermediario 24
Blogueio 9309 456 25 0,58 2,0 298
interno
Blogueio 09108 39,97 28 0,66 1,0 393
completo
Segundo experimento
Erro
Mecanismo ) 5 Jer J* absoluto Soma
de fouling R k x 10 (L m2h?) (L m?h? RMSE do fluxo  quadratica
inicial
Formacéo de 09333 0013 17 0,44 1,0 222
torta
_ Bloqueio 5 g5 78 22 0,58 2,0 387
intermediario 19
Blogueio 1, 5606 579 23 0,67 2,0 521
interno
Blogueio ¢ g204 44,02 24 0.7 20 o
completo
Terceiro experimento
Erro
Mecanismo ) 5 Jer J* absoluto Soma
de fouling R kx 10 (L m2hY) (L m2h? RMSE 4o fluxo quadratica
inicial
Formagdo de ) o565 () 0099 21 0,42 0 157
torta
_ Blogueio 4 415 057 25 053 2.0 248
intermediario
Blogueio 2
log 09192 499 28 0,60 20 320
interno
Blogueio 4 8961 38,86 28 0,69 20 128
completo

J* é o fluxo estimado do estado estacionario e Jgr € o Ultimo fluxo experimental medido.

Além disso, 0 RMSE que resume em um unico valor o erro absoluto correspondente a
diferenca entre o fluxo experimental e o fluxo estimado para cada valor de n do modelo, também
demonstra que houve um maior ajuste do modelo aos dados experimentais para 0 mecanismo de

fouling correspondente a formacéo de torta (n = 0).

Outro parametro utilizado para comparar o ajuste dos dados calculados aos dados
experimentais é a soma quadratica, que representa uma analise analoga a da raiz do erro médio
quadrético; para os ajustes da suspensdo de Chlorella sp. foram constatados os menores valores

da soma quadratica para o mecanismo de formacgdo de torta. O mecanismo de fouling que
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apresentou menor ajuste aos dados experimentais para a suspensdo de Chlorella sp., foi o de
blogueio completo dos poros (n = 2,0).

Com relacéo ao fluxo estimado para o estado estacionario, pode-se observar que somente
0 modelo que representa a formagao de torta (n = 0) conseguiu estimar de forma coerente o ponto
de fluxo permeado no estado estacionario, uma vez que para 0s outros mecanismos de fouling
foram estimados fluxos no estado estacionario em um valor maior que o encontrado no ultimo
ponto de fluxo permeado medido experimentalmente. Portanto, pode-se concluir que o
mecanismo de formacao de torta foi dominante durante a filtracdo de Chlorella sp., uma vez que
todos os testes estatisticos e o fluxo estimado para o estado estacionario conduzem a este

resultado.

Na Figura 4.17 estdo ilustrados os dados de fluxo experimental de cada experimento de
Chlorella sp. e os valores de fluxo permeado estimados referente a cada mecanismo de fouling
analisado. Pode-se constatar que, entre os mecanismo de fouling avaliados, 0 mecanismo de
formacdo de torta é o que se ajusta melhor aos dados experimentais de Chlorella sp. para todos 0s

experimentos realizados.
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Figura 4.17 - Fluxo experimental e fluxo estimado em funcdo do tempo para a suspensdo de Chlorella sp.
para cada mecanismo de fouling avaliado (A) primeiro experimento (B) segundo experimento (C) terceiro
experimento.

A Tabela 4.8 apresenta a analise dos mecanismos de fouling e a estimacdo do fluxo
permeado no estado estacionario para 0s experimentos de concentracdo realizados com a
suspensdo de D. tertiolecta. E possivel observar que ndo existe uma diferenca expressiva nos
valores dos coeficientes de determinacdo para os diferentes mecanismos de fouling para cada

experimento. Além disso, os valores de R? sd0 maiores que 0,95 indicando uma boa correlagdo
com os dados experimentais.
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Tabela 4.8 - Valores estimados e pardmetros estatisticos do modelo de Hermia-Field para os experimentos
de concentracdo da suspensédo de D. tertiolecta.

Primeiro experimento

Erro
Mecanismo ) 5 Jer J* absoluto Soma
de fouling R kx10 (Lm?hY  (Lm?h?Y) RMSE o fluxo quadratica
inicial
Formacaode 9545 012 19 0,163 36
torta
_Blogueio 4 ooy 2943 18 0,164 37
intermediario 20 30
Bloqueio 4 9509 1 4562 18 0,165 37
Interno
Bloqueio 4 9oy 795 19 0,167 38
completo
Segundo experimento
Erro
Mecanismo ) 5 Jer J* absoluto Soma
de fouling R kx10 (Lm?hY  (Lm?h? RMSE o fluxo quadratica
inicial
Formacaode 5 g796 015 14 0,0702 10 14
torta
_Blogueio 4 9708 0,3476 15 0,0706 1,0 15
intermediario 16
Blogueio 1y 9708 1515 15 0,0725 2.0 15
Interno
Blogueio 5 9705 g op 15 0,0735 2.0 16
completo
Terceiro experimento
Erro
Mecanismo ) 5 Jer J* absoluto Soma
de fouling R Kx10 (Lm?h?Y)  (Lm?h?) RMSE 40 fluxo quadréatica
inicial
Formacaode 9509 014 17 0,1004 20
torta
_Blogueio ) ga57 () 3906 17 0,0966 19
intermediario 19 30
Blogueio 5 9535 7 9843 18 0,0897 16
Interno
Bloqueio 9907 10,7 18 0,0904 17
completo

J* é o fluxo estimado do estado estacionario e Jgr € 0 Ultimo fluxo experimental medido.

Os valores de R2 apresentados na Tabela 4.8 sdo muito semelhantes, ndo sendo possivel
concluir qual o mecanismo de fouling que predomina para a filtragdo da suspensdo de D.
tertiolecta, mas sim que 0os mecanismos ocorreram em conjunto durante o processo de filtragdo. O
RMSE e a soma quadratica também ndo possibilitaram concluir se 0 modelo apresentou melhor

ajuste a um mecanismo de fouling especifico.

A estimagdo do fluxo permeado estacionario para a suspensdo de D. tertiolecta foi menor
do aquele obtido experimentalmente no Gltimo ponto de medigdo para todos 0s mecanismos de

fouling avaliados. Este resultado ratifica que os mecanismos de fouling durante os experimentos
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com a suspensdo de D. tertiolecta provavelmente ocorreram em conjunto, ndo sendo possivel
distinguir qual é o predominante.

Na Figura 4.18 estdo apresentados os dados de fluxo experimental de cada experimento

com a suspensdo de D. tertiolecta e as curvas de fluxo permeado para cada mecanismo de fouling
preditas pelo modelo de Hermia-Field.
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Figura 4.18 - Fluxo experimental e fluxo estimado em func@o do tempo para a suspenséo de D. tertiolecta
para cada mecanismo de fouling avaliado (A) primeiro experimento (B) segundo experimento (C) terceiro
experimento.

Pela andlise dos graficos observa-se que ocorreu ajuste semelhante para todos o0s
mecanismos de fouling previstos no modelo de Hermia-Field com os dados experimentais para os
trés experimentos realizados com a suspensdo de D. tertiolecta, confirmando a ndo ocorréncia de
um mecanismo de fouling dominante. Entretanto, a baixa tendéncia ao fouling da suspenséo de D.

tertiolecta (6 %) possivelmente dificultou estimar os mecanismos de fouling pelo modelo de
Hermia-Field.
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4.7 AVALIACAO DO PERMEADO COMO MEIO DE CULTIVO

O permeado obtido nos experimentos de concentragdo foi utilizado para avaliar a
possibilidade de reuso como meio de cultivo. O aproveitamento da corrente de permeado
permitira uma reducdo no consumo de agua e nutrientes, aumentando dessa forma, a viabilidade
econdmica do processo. Deve-se ressaltar que um dos grandes gargalos da producdo de
microalgas € a etapa de recuperacdo de biomassa, desta forma, o reuso do permeado como meio

de cultivo representa uma estratégia para a melhoria do processo.

A fim de ser utilizado como meio de cultivo, o permeado foi enriquecido com nitrato e
solucdes de micronutrientes, ou apenas com nitrato, e os resultados foram comparados com 0s

obtidos utilizando-se 0 meio de cultivo novo (Guillard ’f1/2’ modificado).

Na Figura 4.19(A) estdo apresentados os resultados de concentra¢do em funcéo do tempo
de experimento para o cultivo de Chlorella sp.. Embora a concentracdo de biomassa alcangada
nos dois meios constituidos pelo permeado tenha sido inferior em relacdo ao meio padrdo
(1,34 £ 0,05 g L™), ainda assim foi observado crescimento de biomassa utilizando os dois tipos de

meio de cultura com o permeado gerado pela microfiltracéo.
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Figura 4.19 — Curva cinética para os cultivos de Chlorella sp. (A) e D. tertiolecta (B) em diferentes meios:
padrdo, permeado simples e permeado com micronutrientes.

O meio permeado enriguecido com micronutrientes apresentou uma capacidade de
crescimento superior ao meio sem adigdo de micronutrientes, com uma concentra¢do media final
de biomassa igual a 0,85 g L™, portanto, pode-se inferir que n&o houve inibicio do crescimento de
Chlorella sp. devido ao acimulo excessivo de ions dissolvidos no meio. Para o cultivo em meio
permeado simples a concentracdo de biomassa de Chlorella sp. atingiu o estado estacionario em
torno de 8 dias, ao término do cultivo foi alcangcada uma concentragdo média de 0,27 + 0,03 g L™

Esse resultado demonstrou que o permeado simples, sem adicdo de micronutrientes ndo é

25
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adequado para o cultivo desta microalga.

Outro aspecto que deve ser considerado é a presenca de metabolitos orgénicos no
permeado que séo liberados pelas microalgas durante o processo de concentragdo na forma de
EPS solubilizado; estas substancias podem causar algum efeito sobre a eficiéncia do cultivo. Para
0 permeado obtido no processamento da suspensdo de Chlorella sp. o teor de carboidratos foi de
14 + 1 mg L™ e o teor de proteinas totais foi de 55 + 4 mg L™

Na Figura 4.19(B) esta apresentado o resultado do cultivo da microalga D. tertiolecta
quando foi utilizado o permeado como meio de cultivo, durante 21 dias. O valor inicial médio de
concentracdo da microalga foi de 0,05 + 0,01 g L™ em meio padrdo, média de 0,06 g L™ em meio
permeado simples e de 0,05 g L™ no permeado enriquecido com micronutrientes. Neste caso, 0
permeado simples exibiu alta capacidade de crescimento finalizando o cultivo com concentragéo
igual a 1,02+0,04gL™ A concentracio de biomassa em meio padrdo da microalga foi de
0,98 +0,02 g L. Em meio permeado com a adicdo dos micronutrientes ocorreu um crescimento

superior ao meio padrdo, finalizando em 1,43 + 0,01 g L™

A concentracdo de proteinas e carboidratos na corrente de permeado foi maior durante a
etapa de concentracdo de D. tertiolecta, devido a maior ocorréncia de lise celular e a liberacdo de
EPS solubilizado na corrente de permeado. O valor encontrado foi de 33+4mgL™ para
carboidratos totais e de 71 +4 mg L™ para proteinas totais. Entretanto, estes valores para esta
espécie de microalga neste trabalho possivelmente contribuiram positivamente para o cultivo,
atuando como uma fonte de nutriente organico oferecida pelo permeado, uma vez que para este
meio foi alcancada uma concentragdo maior de biomassa quando comparada ao meio padrdo

desta microalga.

BILAD et al., (2014), utilizaram um fotobiorreator com membranas em modo continuo
durante 58 dias para cultivo da microalga Chlorella vulgaris, sendo o meio reciclado mais de 13
vezes. Nenhuma indicacdo de limitacdo do crescimento por acumulagdo de substrato ndo

limitante ou inibicdo por metabdlitos foi observada e o consumo de agua foi reduzido em 77 %.

Wau et al., (2012) realizaram a floculacdo induzida por aumento de pH com adi¢do de
solucdo 1,0 M de NaOH para a colheita de Chlorella vulgaris, Scenedesmus sp, Chlorococcum
sp., Phaeodactylum tricornutum e Nannocloropsis oculata. Apds a separagdo, 0S autores
recolheram o sobrenadante e ajustaram o pH com &cidos inorganicos (HNO; quando foi utilizado
meio de cultura BG-11 e HCI quando utilizado meio modificado ASW), resultando na producéo
de NaNO; para 0 meio BG-11 e de NaCl para o0 meio modificiado ASW, sendo estes 0s nutrientes
necessarios. Os autores comentam que foi possivel utilizar o sobrenadante como meio de cultivo

reciclado porque somente foi necessaria uma alteracdo do pH do meio.
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Ainda de acordo Wu et al., (2012), a concentracdo de biomassa alcancada com o reciclo
do meio de cultivo foi semelhante & concentracdo de biomassa obtida em meio padrdo para todas
as microalgas estudadas.

Hadj-romdhane et al., (2013), investigaram o impacto da reciclagem do meio em cultivo
continuo em fotobiorreator airlifit de Chlorella vulgaris, sobre a produtividade da cultura, a
qualidade das células e o acimulo de metabdlitos excretados. Os autores utilizaram como meio de
cultivo reciclado o sobrenadante obtido através de centrifugacdo em 17 600 g, durante 15 min na
temperatura de 15 °C. Foi observado acumulo regular de matéria organica excretada, identificada
principalmente como polissacarideos. Nenhum impacto significativo sobre o crescimento de C.
vulgaris foi observado ap6s 63 dias de cultivo com reciclagem do meio de cultivo. A

produtividade de biomassa foi semelhante a do meio padréo.

Em trabalho anterior dos mesmos autores (HADJ-ROMDHANE et al., 2012), o valor
semelhante de concentragdo de biomassa (1,5 g L™) foi observada em sistema continuo operando
durante 56 dias. Foram realizadas 13 colheitas visando a utilizagdo do meio reciclado. Os
resultados mostraram que os fons Na*, K* e Ca*? ndo foram assimilados pelas microalgas e se

acumularam no meio.

O efeito sobre o cultivo utilizando meio reciclado com acimulo de ions, EPS e nutrientes
ndo assimilados necessita de uma pesquisa mais aprofundada, porque ainda nao esta claro o efeito

destas substancias sobre o crescimento das microalgas (DISCART et al., 2014).



CAPITULOS

5 CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

O presente trabalho analisou trés diferentes modos de operacdo da microfiltracio
tangencial para a colheita de biomassa de duas microalgas, a Chlorella sp. e a D. tertiolecta.
Primeiramente foi analisada a interacdo entre a membrana de PVDF e as suspensdes de
microalgas, auxiliando a definicdo das melhores condicBes operacionais para as etapas de
concentracdo e purificacdo. Além disso, foi realizado o estudo sobre os mecanismos de fouling
utilizando modelo Hermia-Field e uma avaliacdo da disponibilidade do permeado gerado pela

MF como meio de cultivo de ambas as suspens@es de microalgas.

Na caracterizacdo da membrana de PVDF foi determinada a permeéncia hidraulica
inicial, comprovando o aumento do fluxo de permeado de agua com o aumento de pressao
transmembrana, portanto, as membranas de PVDF estavam compactadas. A permeancia

hidraulica inicial, apresentou valor médio de 78 + 7 L m?2h?bar?.

Nos experimentos de permeacdo das solucbes em diferentes PTM e velocidades
tangenciais, a microalga Chlorella sp. apresentou aumento do fluxo permeado tanto com o
aumento de pressdo quanto com o aumento da velocidade de escoamento da solugdo de
alimentacdo. O fluxo em velocidade de 0,6 m s'foiigualal5+1L m?h™em PTM de 0,25 bar
até 34 +2 L m?h*em PTM de 1,0 bar. Na velocidade de 0,8 ms™ obteve-se um fluxo nesta
faixa de pressdo, de 19 +2 L m*h*a 43+3L m?h™. A microalga D. tertiolecta apresentou
valores de fluxo critico e fluxo limite, tanto na velocidade de 0,8 m s™ quanto na velocidade de
0,6 ms™. O valor de fluxo critico foi de 19 + 2 L m?h™ entre 0,15 bar e 0,2 bar e fluxo limite

de 31+1L m?h* em 0,75 bar na velocidade de 0,6 ms™. Em velocidade tangencial de
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0,8 ms™, o fluxo critico foi igual a 20 + 2 L m™® h™* entre 0,15 bar e 0,2 bar e fluxo limite igual a
27 +2L m?*h™ em 0,75 bar.

Em relagdo as resisténcias que causam reducdo ao fluxo permeado, foi constatada a
maior influéncia da resisténcia intrinseca da membrana, com valor médio de
(5,2 +0,5) x 1022 m™. A resisténcia devido aos fendmenos de fouling foi maior em Chlorella sp.
do que em D. tertiolecta nas duas velocidades aplicadas. O estudo da tendéncia ao fouling
comparando a permeancia hidraulica antes e apds a passagem das suspensfes de microalgas,
mostrou a maior tendéncia ao fouling da suspensdo de Chlorella sp. em compara¢do com a

suspensdo de D. tertiolecta.

Para os experimentos de concentracdo e purificacdo das biomassas, foi selecionada para
a suspensdo de Chlorella sp. a PTM de 0,5 bar. Para a suspensdo de D. tertiolecta a PTM de
0,15 bar foi selecionada porque este ponto ficou abaixo da presséo critica de trabalho e também
devido a permanéncia da integridade celular de D. tertiolecta nesta pressdo. A velocidade
tangencial de 0,6 m s™ foi utilizada para ambas as microalgas devido ao menor custo energético
e a menor taxa de cisalhamento aplicada (4 800 s™), evitando assim a maior liberacdo de EPS e

lise celular.

Em todos os experimentos de concentracdo das suspensbes de microalgas, o fluxo
permeado diminui com o tempo de operacdo devido aos fendmenos de polarizacdo por
concentracdo e fouling. No entanto, para a suspensdo de Chlorella sp. a reducdo média do fluxo
foi maior, totalizando 74 %, quando comparada com a passagem da suspensdo de D. tertiolecta
(40 %). O fator de concentracdo volumétrico (FCV) médio alcancado, para Chlorella sp. foi de

2,6 e para a D. tertiolecta foi de 2,5, devido as limitacdes experimentais do sistema de MF.

O modo diafiltracdo em duas etapas a volume constante mostrou-se capaz de purificar a
biomassa das duas microalgas sem causar alteracfes bruscas no fluxo permeado e também no
valor de pH. O percentual de reducdo foi de 42 % para a Chlorella sp. e 38 % para a D.

tertiolecta.

O modelo de Hermia, (1982) modificado por Field em 1995 apresentou boa adequacéo
aos dados experimentais para mecanismo de fouling de blogqueio de poro devido a formacéo de
torta para a suspensdo de Chlorella sp.. Para os experimentos com D. tertiolecta, sugere-se que
todos os fendmenos de fouling ocorreram simultaneamente, sem a influéncia dominante de um
fendmeno especifico, uma vez que todos os mecanismos de fouling se ajustaram aos dados
experimentais. Este resultado também pode estar relacionado a baixa tendéncia ao fouling
causado pela suspensdo de D. tertiolecta, dificultando a estimacdo dos diferentes mecanismos

de fouling pelo modelo Hermia-Field.
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Através da avaliagdo do permeado da MF como meio de cultivo, pode-se observar o
importante papel dos micronutrientes para o desenvolvimento das células. Esta concluséo deve-
se em parte a obtencdo de melhores resultados de crescimento de biomassa em meio permeado
com a adicdo de micronutrientes tanto para Chlorella sp. quanto para D. tertiolecta quando
comparados com o0 meio permeado simples destas microalgas. Inclusive, para a D. tertiolecta,
obteve-se crescimento celular superior em meio permeado enriquecido em relacdo ao meio
padrdo desta espécie. No caso do permeado de Chlorella sp. foi observado aumento de células
tanto em meio enriquecido com micronutrientes, quanto em meio permeado simples, entretanto,

muito inferior ao meio padrdo desta espécie.

Assim, a partir dos resultados obtidos neste trabalho, verifica-se que a MF representa
uma promissora alternativa para a concentracao e purificacdo das biomassas de Chlorella sp. e
D. tertiolecta. As sugestdes para trabalhos futuros que visem a otimizacdo da concentracdo e
purificacdo das biomassas, além de diferentes formas de aplicar o reuso da agua proveniente do

processo de separacdo, estdo listadas a seguir.

e Operar o sistema com modulos de MF em paralelo ou em série, visando

processar maior volume de suspens&o.

e A partir dos dados obtidos das DF deste estudo, elaborar ensaios otimizados de
DF com relacdo ao numero de etapas e diferentes volumes de solvente

adicionados.

e Realizar testes com o permeado de cada etapa da DF como meio de cultivo
reciclado, garantindo maior consumo de agua e nutrientes. Os volumes de dgua
retirados durante as diafiltracbes possuem diferentes concentracdes salinas,

portanto, apresentam potencial de utilizacdo em outras espécies de microalgas.

e Realizar estudos de recuperacdo de biomassa de forma combinada com outras

operagdes unitarias.

e Realizar um estudo com o permeado de um biorreator com membranas, como

meio de cultivo reciclado para microalgas.

e Integrar o sistema de cultivo com a separagdo para operar em modo continuo,
aplicando os valores de velocidade tangencial e pressdo transmembrana

estudados neste trabalho.
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e Realizar a ultrafiltracdo para o fracionamento da solucéo, possibilitando a

obtencdo de uma corrente com proteinas e outra com triglicerideos.
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