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Resumo

Microalgas sdo micro-organismos fotossintetizantes que convertem CO;
majoritariamente em lipidios, proteinas e carboidratos. A producéo de microalgas é
indicada atualmente como alternativa para biomitigacdo de CO, e para geracdo de
biocombustiveis, a partir da conversdo da biomassa através de processos quimicos e
biotecnoldgicos. As vantagens das microalgas estdo na sua maior velocidade de
crescimento em relacdo a vegetais oleaginosos superiores e em seu teor lipidico, que
para algumas espécies pode chegar a valores maiores que 50%. Apesar do potencial
envolvendo as microalgas, muitos desafios ainda precisam ser superados para tornar
viavel a aplicacdo desses micro-organismos para fins energeticos. Sao necessarios
desenvolvimentos nas mais diversas areas, abordando os seguintes aspectos: selecédo
e melhoramento genético de espécies, alcance de maior eficiéncia fotossintética,
desenvolvimento de sistemas de producéo e de seu escalonamento, desenvolvimento
de sistemas e processos de colheita, extracdo e processamento, aproveitamento de
nutrientes provenientes de residuos, otimizacdo de condicdes operacionais, dentre
outros. Este trabalho teve por objetivo determinar as melhores condices de
crescimento da microalga marinha Nannochloropsis oculata em um fotobiorreator
airlift. Os experimentos foram realizados seguindo um delineamento composto
central rotacional com temperatura, (19 a 29 °C), concentracdo de nitrato no meio de
cultivo (f/2) (25 a 125 mg.l") e intensidade luminosa (3636 a 10364 lux) como
variaveis de estudo. Uma planta laboratorial com 12 fotobiorreatores foi construida,
permitindo realizar os experimentos do referido planejamento em dois blocos. As
varidveis de resposta estudadas e os respectivos melhores resultados experimentais
obtidos foram de 482,7 mg.I* para a méaxima concentragdo de biomassa, nas
condicbes de 21 °C, 105 mg.I* de NaNO; e 9000 lux, taxa instantanea de
crescimento no perfodo exponencial de 0,5624 d™*, nas condicdes de 24 °C, 75 mg.I*
de NaNO3; e 7000 lux e percentual de lipidios em biomassa liofilizada de 30,36%,
nas condicdes de 21 °C, 45 mg.I™ de NaNO; e 5000 lux.

Palavras-chave: microalgas, Nannochloropsis oculata, fotobiorreator airlift,

biocombustiveis, biomitigacdo de CO..






Abstract

Microalgae are photosynthetic microorganisms that convert CO, mainly into lipids,
proteins and carbohydrates. Microalgae production is currently pointed out as an
alternative for CO, biomitigation and generation of renewable biofuels, from
biomass conversion by chemical and biotechnological processes. Microalgae
advantages are fastest growth comparing with oil crops and their higher lipid content,
which for some species can reach values above 50%. Despite the potential involving
microalgae, many challenges remain to be overcome to make feasible the application
of these microorganisms for energy purposes. We need to develop several areas,
addressing the following issues: selection and genetic improvement of species,
reaching higher photosynthetic efficiency, development of production systems and
their scale up, development of systems and procedures for harvest, extraction and
processing, use of nutrients from flue gases and wastewater, optimization of
operating conditions, etc. This study aimed to determine the best conditions for
growth of the marine microalgae Nannochloropsis oculata in airlift
phootobioreactor. Experiments were carried out following a central composite design
of the following variables: temperature (19 to 29 ° C), nitrate concentration in the
culture medium (f/2) (25 to 125 mg.I") and irradiance (3636 to 10364 lux). A
laboratory plant was built with 12 photobioreactors, allowing perform the central
composite design in two blocks. The response variables studied and the best
experimental results obtained were 482,7 mg.I"* for maximum biomass concentration
under conditions of 21 °C, NaNOs; concentration 105 mg.I* and 9000 lux,
instantaneous rate of increase in exponential period equal to 0.5624 d™ under the
conditions of 24 °C, NaNO; concentration 75 mg.I" and 7000 lux and percentual
lipid content in lyophilized biomass of 30.36% under the conditions of 21 °C,
NaNO; concentration 45 mg.I™ and 5000 lux.

Keywords: microalgae, Nannochloropsis oculata, airlift photobioreactor, biofuels,

CO;, biomitigation.
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Capitulo 1

Introducéo

1.1 Motivacao

A procura por fontes energéticas renovaveis e viaveis economicamente cresce cada
vez mais na sociedade atual, devido as tendéncias no aumento de emissdes de gases
provenientes de combustiveis fosseis. Nesse contexto, destacam-se as microalgas, micro-
organismos movidos a energia solar que convertem dioxido de carbono majoritariamente em
lipidios, proteinas e carboidratos. O cultivo de microalgas ¢ indicado atualmente como uma
alternativa importante na biomitigacdo de CO,, pois cada quilograma de biomassa algal
representa aproximadamente a fixagdo de 1,83 quilograma de CO,'. (AMIN, 2009; CHISTI,
2007; IPCC, 2007; WANG et al., 2008).

A maioria das microalgas sdo fonte rica de acidos graxos ®-3 e ®-6 e aminoacidos
essenciais, como a leucina, isoleucina, valina, etc. Seu o6leo ¢ rico principalmente em

triglicerideos (maior que 80%), com um perfil de 4cidos graxos ricos em cadeias carbdnicas

' Dado apresentado por CHISTI (2007), baseado na férmula molecular aproximada de uma microalga,

COy.4sH1 3No.11Po 01, estimada a partir de dados de GROBBELAAR (2004) e em dados de analise elementar de
Phaeodactylum tricornutum (MIRON et al., 2003), que apresentou teor de C de 49,2%. Considerando a
formula molecular proposta, estima-se a fixagdo de 1,87 quilogramas de CO, por quilograma de biomassa
algacea, valor proximo de 1,80, quando o célculo ¢ baseado na analise elementar de MIRON et al. (2003).



2 1. INTRODUCAO

com 16 e 18 carbonos, comparavel com 6leo de sementes de plantas, contendo acidos
estearico, oléico, linoléico e palmitico. Através de processos quimicos, termoquimicos ou
bioldgicos, como transesterificacdo, gaseificacdo, liquefacdo, pirdlise, hidrogenacdo e
fermentagdo, a biomassa pode ser convertida a potenciais biocombustiveis renovaveis,
incluindo o metano, biodiesel e biohidrogénio (AMIN, 2009; CHISTI, 2007, LOURENCO,
2006; MENG et al., 2009).

Apesar do potencial energético envolvendo as microalgas, muitos autores sdo
categoricos a respeito da necessidade de mais estudos para tornar a biofixacdo de CO, ¢ a
producdo da biomassa em biocombustiveis viavel economicamente. As pesquisas devem
abordar, dentre outros, os seguintes aspectos: selecdo de espécies, alcance de maior eficiéncia
fotossintética, desenvolvimento de sistemas de producdo, aperfeigoamento do balango
energético apds a contabilizagdo de operagdes no bombeamento de agua, transferéncia de
CO,, colheita, extragdo e processamento, mais pesquisas com plantas em larga escala,
aproveitamento de gases de combustdo, dentre outros. (BRENNAN & OWENDE, 2010;
CHISTI 2007; MATA, MARTINS & CAETANO, 2010).

1.2 Objetivos da Dissertacao

Para que as microalgas possam se tornar viaveis economicamente como fonte de
energia e biocombustiveis, uma série de desafios em diversas areas ainda precisam ser
vencidos. Exemplificando, existe a necessidade de: (a) otimizar a producdo de microalgas,
(b) aumentar a eficiéncia de biofixa¢do de CO,, (c) aumentar a seletividade dos componentes
precursores dos biocombustiveis e dos produtos de alto valor agregado, (d) aprimorar as
tecnologias visando o processamento adequado da biomassa gerada, (¢) melhorar os processos
de separagdo, dentre outros. Ingressar nessa area ¢ uma tarefa multidisciplinar e certamente ha
muito para ser desenvolvido e otimizado por profissionais da area de engenharia. Esta
dissertagdo teve por objetivo estudar o crescimento de uma microalga em fotobiorreator para

determinag@o das melhores condigdes operacionais de crescimento e acumulo de lipidios.



1.3 Estrutura da Dissertacao

Esta dissertacdo apresenta-se dividida em cinco capitulos, conforme descritos a seguir.
O Capitulo 1 trata da introdu¢do ao tema a ser abordado na tese. No Capitulo 2 ¢ feita uma
descri¢ao dos principais conceitos e publicacdes relacionados ao escopo dessa dissertacao,
abordando algumas aplicacdes comerciais e potencial energético das microalgas,
caracteristicas dos cultivos, sistemas de cultivo e estudos envolvendo a espécie

Nannochloropsis oculata, escolhida como microorganismo modelo para desse trabalho.

O Capitulo 3 descreve as metodologias utilizadas, incluindo a concepgao e construgao
de uma planta laboratorial com 12 fotobiorreatores, controle de temperatura, dosagem de CO,
e luminosidade. O Capitulo 4 apresenta e discute os principais resultados. No Capitulo 5,
estdo apresentadas de forma reduzida as principais conclusdes acerca do estudo realizado,

bem como sugestoes de trabalhos futuros na area.

Sao também apresentados dois Apéndices, o A com informagdes adicionais relativas
aos materiais utilizados na dissertagdo, e o Apéndice B com resultados complementares,

antecessores aos resultados principais, discutidos no Capitulo 5.



1. INTRODUCAO




Capitulo 2

Revisao Bibliografica

2.1 Microalgas

2.1.1 Contextualizacéo

O termo microalga, sindbnimo de fitoplancton, engloba micro-organismos procaridticos
(cianobactérias) e eucaridticos (algas de dimensdes microscopicas) fotossintéticos (dotados de
clorofila a) que podem crescer rapidamente e viver em condi¢des rigorosas devido a sua
estrutura unicelular. O interesse por esses micro-organismos reside no seu potencial de
utilizagdo de sua biomassa para alimentacdo, ra¢des, produtos quimicos finos, tratamento de
residuos e aplicagdes energéticas. As microalgas podem ser encontradas em todo mundo,
principalmente distribuidas nas 4guas, mas podem também ser encontradas na superficie de
alguns tipos de solos. Os diversos organismos fitoplanctonicos podem se apresentar como
células isoladas, agrupadas formando coldnias ou encadeadas sob a forma de segmentos
lineares de células. Em todos os casos ocorre pouca ou nenhuma diferenciacao das fung¢des ou
especializacao das células, ou seja, cada célula realiza todas as fungdes vitais. (LOURENCO,

2006; MATA, MARTINS & CAETANO, 2010; TOMASELLI, 2004).
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Os primeiros estudos envolvendo cultivo de microalgas no Brasil foram realizados no
inicio da década de 70, com a criagdo de um laboratoério com algumas dezenas de cepas na
Universidade de Sao Paulo. A partir de 1980, esses cultivos comecaram a se difundir no
Brasil, com envolvimento de pesquisadores e universidades de varios Estados. Atualmente, os
estudos envolvendo microalgas tém ampla participagdo de pesquisadores no Brasil,
integrando profissionais que produzem literatura nas mais diversas areas, como fisiologia,

ecologia, bioquimica, ecotoxicologia e aquicultura. (LOURENCO, 2006).

Os sistemas atuais de classificagdo das algas sdo baseados nos seguintes critérios
principais: tipo de pigmentos, natureza quimica dos produtos de armazenamento e
constituintes da parede celular. Critérios adicionais levam em consideragdo alguns aspectos
citologicos e morfoldgicos, como a ocorréncia de células flageladas, a estrutura dos flagelos, a
forma de divisdo nuclear e celular, a presenca de um envelope de reticulo endoplasmatico em
torno do cloroplasto, e possivel conexdo entre o reticulo endoplasmatico e a membrana
nuclear (TOMASELLI, 2004). Em termos de abundancia, se destacam as seguintes classes de

algas (OHSE et al., 2007):

a) Diatomaceas (Bacillariophyceae): Sao dominantes nos oceanos, sendo também
encontradas em agua salobra e doce. Aproximadamente 100.000 espécies sao conhecidas.
Possuem paredes celulares impregnadas com silica polimerizada. Todas as células
armazenam carbono, seja na forma de 6leo natural ou de um polimero de carboidratos
conhecido como crisolaminarina. Suas células sdo eucaridticas, sua forma de vida ¢
unicelular cocoide, de coldnias filamentosas e outras formas. Fazem parte de seu
complexo coletor de luz clorofilas a, b e ¢, B-caroteno e xantofilas, conferindo-lhes uma

coloracao dourado-amarronzada.

b) Algas verdes (Chlorophyceae): especialmente abundantes em dgua doce. Sua forma ¢
unicelular ou formando coldnias. Sua principal forma de reserva ¢ o amido, porém sob
certas condigdes podem armazenar 6leo. Sua coloracao ¢ verde, devido aos pigmentos

clorofila a e b, B-caroteno e xantofilas. Sua parede celular geralmente ¢ celulosica.

c) Algas verde-azuladas (Cyanophyceae): suas células sdo procaridticas, sendo muito

semelhantes em estrutura e organizagdo as bactérias. Sua forma de vida € unicelular,



colonial e filamentosa. Apresentam como reserva o amido das cianoficeas, glicogénio e
cianoficina. Sua coloragao ¢ verde-azulada, verde, violeta, vermelho e castanho, o que se
deve a composicdo de pigmentos que possui: clorofila a, ficocianina, aloficocianina,
ficoeritrina, P-caroteno e xantofila. Estas algas apresentam papel muito importante na
fixacdo do nitrogénio atmosférico. Aproximadamente 2.000 espécies sdo conhecidas e

encontradas nos mais variados habitats.

d) Algas douradas (Chysophyceae): grupo similar as diatomaceas, principalmente pela
pigmentacdo e composi¢do bioquimica. Possuem um sistema de pigmentos mais
complexo, podendo ser de coloracdo amarela, marrom ou laranja. Suas células sdo
eucarioticas, sendo a maioria dos géneros unicelulares flagelados (monodal) ou coloniais;
suas substancias de reserva sdo constituidas de oOleos naturais e crisolaminarina.
Aproximadamente 1.000 espécies sao conhecidas, principalmente em sistemas de agua

doce.

As aplicacdes mais simples das microalgas estdo na alimentacdo direta ou indireta de
animais de interesse econdmico, como moluscos, crustaceos e peixes, € na alimentacdo do
homem, por seu conteudo rico em proteinas, vitaminas e corantes naturais, incluindo os
géneros Chlorella, Dunaliella e Scenedesmus. Algumas microalgas, como Porphyridium
cruentum, Nannochloropsis spp. € Phaedactylum tricornutum apresentam altas concentragdes
de lipidios e de acidos graxos poliinsaturados (AGIPs) de cadeia longa. Trés AGIPs em
especial, os acidos eicopentaenoico (EPA), docosahexaenoido (DHA) e aracdonico (AA), sdao
particularmente interessantes por apresentarem alto valor nutritivo (BRENNAN &

OWENDE, 2010; LOURENCO, 2006; MATA, MARTINS & CAETANO, 2010).

Outras aplicagdes envolvem a utilizagao de microalgas como indicadores ambientais,
biofertilizantes, a extragdo de produtos com importancia farmacéutica, producdo de
cosméticos e de corantes de alimentos a partir de carotendides. Como exemplo pode ser citada
a producdo de P-caroteno e astaxantina pelos gé€neros Dunaliella ¢ Haematococcus,
respectivamente. Aplicagdes ainda em desenvolvimento incluem o uso de microalgas em
testes de toxicologia e aproveitamento de moléculas bioativas de uso terapéutico, e ainda, na

area biotecnoldgica, estdo a bioconservacao de energia solar, captacdo de CO, atmosférico e
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proveniente de gases de combustdo e o tratamento de aguas residuais (BRENNAN &

OWENDE, 2010; LOURENCO, 2006; MATA, MARTINS & CAETANO, 2010).

Dentre os paises de maior expressdo em producdo e/ou pesquisas com microalgas
estdo Estados Unidos, Japdo, China, Taiwan, Indonésia, Tailandia, Australia, Israel,
Republica Tcheca, Alemanha, Italia, Bulgaria e Chile. Entre as empresas de destaque no
cenario mundial estdo a Cyanotech, no Havai, Estados Unidos e a Alga Technologies, em
Israel. Tratando-se de sistemas fechados de producdo, em escala comercial varias empresas ja
desenvolveram projetos para producdo de microalgas, como por exemplo: Photo Bioreactors
Ltd (Espanha, década de 1980), Sagdiana PGT (Tadjiquistdo, 1991), Hidrobiologica SA
(Argentina, 1996), Inalco S.p.A (Itilia, 1996) e Microalgae S.p.A (Itdlia, 1997). As plantas
dessas empresas foram fechadas apds poucos meses de operacdo, principalmente por motivos
associados a baixa produtividade, instabilidade, contaminag¢do, bioacumulo de biomassa,
dificuldades no controle de temperatura e nos niveis de oxigénio dissolvido (LOURENCO,

2006; PEDRONI et al., 2001; TREDICI, 2004).

Mais recentemente, também desenvolveram sistemas em escala comercial as empresas
Micro Gaia Inc (EUA), Aquasearch Inc (EUA) e Okologische Produkte Altmark GmbH .
Infelizmente, ndo h4 informacgdes disponiveis a respeito da produtividade desses sistemas

(TREDICIL, 2004).

2.1.2 Mitigacdo de CO, e Potencial para Aplicacbes com Fins Energeéticos

Os problemas relacionados ao aquecimento global sdo tema de estudos e discussdes
por todo o mundo. Em 2007, foi divulgado pelo /PCC um estudo que trata das bases
cientificas das mudangas climaticas, concluindo que o aquecimento global dos ultimos 50
anos ¢ causado pelas atividades humanas. A taxa de crescimento das emissdes entre 1995 e
2004 foi de 0,92 GtCO;-eq/ano. Somente em 2004, 38 Gt de CO,-eq foram emitidas no
mundo por atividades humanas (/PCC, 2007). O CO; ¢ o principal gas causador do efeito
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estufa, sendo responsavel por cerca de 77% das emissoes totais em base CO,-eq .

Conceitualmente, a atenuacdo da concentracdo de CO; na atmosfera pode ser feita de
trés formas: (1) através da reducdo da queima de combustiveis fosseis, (2) de sua captura na
atmosfera, ou de (3) seu uso, captura ou sequestro antes que ele entre na atmosfera. Em
condi¢des naturais, as microalgas assimilam CO; do ar, que contem em média 0,036% em
volume de CO,, porém a maioria pode tolerar e utilizar niveis substancialmente maiores,
normalmente até 15% em volume. Espera-se que a biofixa¢do de CO; e a producao de energia
de biomassa serdo medidas que servirdo atenuar o acréscimo de CO, atmosférico e evitar
futuras crises de energia (AMIN, 2009; BRENNAN & OWENDE, 2010; WANG et al.,
2008).

A selecdo de cepas de microalgas adequadas para biomitigagdo de CO, tem efeito
significativo sobre a eficicia e a competitividade dos custos do processo de biomitigagao.
Atributos desejaveis para a fixagdo de CO, incluem altas taxas de crescimento e utilizagao de
CO,, alta tolerancia a vestigios de constituintes dos gases de combustdo, tais como SOy e
NOy, possibilidade de obtengdo de valiosos subprodutos e coprodutos, como biodiesel e
biomassa para combustiveis soOlidos, facilidade de colheita, associados a sedimentagao
espontanea ou caracteristicas de biofloculacdo, tolerancia a altas temperaturas de agua para
minimizar o custo de resfriamento de gases de combustdo e capacidade de utilizar dguas
residuais. Nenhuma cepa atualmente pode satisfazer todos os requisitos descritos (BRENNAN

& OWENDE, 2010).

Segundo BRENNAN & OWENDE (2010), a producao de biocombustiveis a partir de
microalgas em conjunto com tratamento de residuos ¢ a area biotecnoldgica com potencial de
aplicacao comercial mais plausivel em curto prazo. Em condi¢des propicias, as microalgas
crescem rapidamente, geralmente dobrando sua biomassa em um periodo de um dia. Entre as

biomassas, devido a sua estrutura ser mais simples, as microalgas tém geralmente uma maior

' Emissdo de CO,-equivalente ¢ a quantidade de CO, emitido que causaria a mesma forga radioativa, integrada
em um horizonte de tempo determinado, que uma quantidade emitida de gases causadores de efeito estufa de
vida longa ou uma mistura de gases causadores do efeito estufa. A emissdo de CO, equivalente ¢ obtida
multiplicando a emissdo do gas causador de efeito estufa pelo seu potencial de aquecimento global para o dado
horizonte de tempo. Para uma mistura de gases, o pardmetro ¢ obtido somando-se as emissdoes de CO,
equivalentes de cada gas. Nos dados referenciados os gases causadores de efeito estufa considerados foram
CO,, CHy, N,O, SFg, hidrofluorcarbonos e perfluorcarbonos (/PCC, 2007).
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eficiéncia fotossintética em relagdo a vegetais superiores, como as oleaginosas e as arvores,
chegando a fixar de 10 a 50 vezes mais CO,. A biomassa formada apresenta teores de lipidios
entre de até 50%, podendo atingir valores superiores sob determinadas condi¢des
operacionais. (AMIN, 2009; CHISTI, 2007; MATA, MARTINS & CAETANO, 2010;
MENG et al., 2009).

Para exemplificar o potencial energético das microalgas, apresenta-se o estudo
realizado por CHISTI (2007), que projeta a produgdo de lipidios a partir de microalgas em
relagdo a outras oleaginosas, avaliando os rendimentos tedricos € a area necessdria para
produgdo, considerando 50% da demanda por combustivel nos Estados Unidos, nesse caso
representada por biodiesel. Os rendimentos tedricos de uma alga com 30% de lipidios em
peso seco chegam a ser 130 vezes superiores ao rendimento da soja, por exemplo, com base
em dados experimentais de producio em fotobiorreatores tubulares. E necessario salientar que
a base de comparagao adotada ¢ relacionada a area utilizada e em nada diz respeito a fatores
econdmicos, o que deve ser observado atentamente para que conclusdes tendenciosas nao

sejam tomadas em relagdo as microalgas. Os dados sdo apresentados na Tabela 2.1.

Tabela 2.1: Potencial de fontes lipidicas na produgéo de biodiesel.

Rendimento Area , . ,
, L. Percentual necessario da area de
Cultura em Oleo necessaria cultivo existente nos EUA
(L/ha) (M ha)®

Milho 172 1540 846
Soja 446 594 326
Canola 1190 223 122
Jatropha 1892 140 77
Coco 2689 99 54
Palma 5950 45 24
Microalga®  136.900 2 1,1
Microalga* 58.700 4.5 2,5

?Para atender 50% da demanda por combustiveis nos EUA.
®70% de 6leo em peso seco.
©30% de 6leo em peso seco.
(Fonte: CHISTI, 2007).

As vantagens da producdo de microalgas como fonte de biomassa e lipidios para fins

energéticos estdo embasadas na maior produtividade em biomassa e na biofixacdo de CO,,
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mas também em outros aspectos importantes. E possivel produzir durante todo ano em regides
com boa disponibilidade de luz e temperatura adequada; além disso, muitas espécies de
microalgas crescem em meio aquoso salobro e salino, o que diminui a demanda por fontes de
agua doce; a produgdo pode ser feita em terras ndo-araveis, diminuindo os impactos
ambientais associados ao uso de terras cultivaveis e ndo concorrendo com produgdo de
alimentos, forragens, etc. (BRENNAN & OWENDE, 2010; MATA, MARTINS &
CAETANO, 2010).

Os nutrientes necessarios ao cultivo de microalgas, principalmente nitrogénio e
fosforo, podem ser obtidos a partir de aguas residuais; portanto, além do fornecimento de
meio de crescimento, existe um potencial para o tratamento de efluentes orgéanicos da
industria agro-alimentar. Apds a extracdo de 6leo, a biomassa das algas resultante pode ser
transformada em etanol, metano, racdo animal ou ser usada como adubo organico devido a
seu alto teor de N e P, ou simplesmente utilizada para a cogeragcdo de energia (eletricidade e
calor). A composi¢do bioquimica das microalgas pode ser otimizada variando as condi¢des
experimentais, dependendo dos produtos de interesse (BRENNAN & OWENDE, 2010;
MATA, MARTINS & CAETANO, 2010).

No contexto envolvendo biocombustiveis, tem destaque o programa desenvolvido pelo
Departamento de Energia dos Estados Unidos entre 1978 e 1996, voltado para espécies
aquaticas potenciais na produ¢do de matérias-primas para producdo de biodiesel. Embora o
programa tenha feito avancos, esteve distante de alcancar a viabilidade econdmica, em funcao
de problemas tecnoldgicos de cultivo em grande escala e separacdo da biomassa. No
momento ainda ndo ha tecnologia que permita a producdo de biomassa algdcea em grandes
quantidades e com facilidade de separacao do meio. Em 2002 foram iniciadas as atividades de
uma rede internacional de pesquisa sobre biofixagdo de CO, por microalgas, composta por
diversas empresas e organizagdes ndo governamentais que compartilham experiéncias. Uma
das metas ¢ demonstrar a viabilidade do uso de microalgas como alternativa para mitigar os
efeitos do acimulo de CO; na atmosfera (LOURENCO, 2006; NREL, 2008; PEDRONI et al.,
2001).
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2.1.3 Classificacdo Quanto ao Metabolismo e Regime de Cultivo

As microalgas, dependendo de sua espécie, apresentam trés tipos principais de
metabolismo: autotréfico, com utilizagdo da luz como fonte Uinica de energia que ¢ convertida
em energia quimica por meio de reagdes fotossintéticas; heterotrofico: utilizagdo apenas de
compostos organicos dissolvidos como fonte de carbono e energia; e mixotrofico: realizagao
da fotossintese como a principal fonte de energia, embora compostos organicos e CO, sejam
ambos essenciais. No metabolismo anfitréfico, subtipo de mixotrofia, os organismos sao
capazes de viver autotrofica ou heterotroficamente, dependendo da concentracio de
compostos organicos e intensidade de luz disponivel. Além do apelo pela biofixagdo de CO,,
atualmente a producdo fotoautotrofica é o uUnico método que seria tecnicamente e
economicamente factivel para producao em grande escala de biomassa de algas para fins nao

energéticos (BRENNAN & OWENDE, 2010; MATA, MARTINS & CAETANO, 2010).

Quanto ao regime de cultivo, destacam-se os cultivos em batelada, semicontinuos e
continuos. Entretanto, para aplicagdes especificas, existem na literatura desenvolvimentos em
culturas de células imobilizadas e recicladas. Os cultivos em batelada sdo caracterizados por
modifica¢des intensas na composi¢do do meio de cultura ao longo do processo e pelo efeito
de auto-sombreamento das células. As células sdo inoculadas no meio fresco no inicio do
cultivo, ndo havendo nenhuma adi¢ao posterior de nutrientes (YUAN-KUN & HUI, 2004;
LOURENCO, 2006).

No regime de batelada, ha etapas de crescimento bem definidas: fase de adaptacdo ou
lag (1), que ocorre devido a presenca de células inviaveis ou esporos no indculo ou devido ao
periodo de adaptacdo fisiologica das células frente as modificacdes nas condi¢des de cultivo,
mas pode ser evitada quando células em crescimento exponencial avangado sdo usadas como
indculo; fase exponencial ou logaritmica (2), onde inicia o crescimento ¢ a multiplicagdo ¢ as
células se dividlem como uma fun¢do exponencial do tempo, enquanto substratos, luz e
temperatura adequada estiverem disponiveis; fase de reducdo do crescimento ou de transicao
(3); fase estacionaria (4); fase de declinio ou de morte (5). Esse tipo de cultivo ¢ interessante

para pesquisa, onde se deseja entender o comportamento do sistema frente as condigdes
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operacionais aplicadas. A curva de crescimento tipica gerada nesse regime pode ser

exemplificada pela Figura 2.1 (YUAN-KUN & HUI, 2004; LOURENCO, 2006).

Concentragdo (células.ml )
N

Tempo (dias)

Figura 2.1: Representagdo esquematica do desenvolvimento de microalgas em um
cultivo em batelada. (1) Fase de adaptagdo. (2) Fase de crescimento exponencial. (3)
Fase de transi¢do. (4) Fase estacionaria. (5) Fase de declinio. (Fonte: LOURENGO, 2006).

Nos cultivos continuos hd um processo permanente de saida de cultura com
microalgas e entrada de meio esterilizado no recipiente de cultivo, baseado em dois diferentes
sistemas, turbidiostato e quimiostato. Nesse ultimo, a taxa de adi¢do de meio e remocdo de
cultura sdo iguais e constantes, sendo o sistema utilizado quando deseja ajuste da fisiologia
das células as condi¢bes de cultura existentes ¢ da manutencdo das taxas de crescimento
especifico em valores pré-determinados. No turbidiostato, a concentracdo de células da
cultura é mantida constante através do controle da vazdo de meio. Este mecanismo e util
quando ha instabilidade no cultivo e/ou ndo ¢ possivel manter a concentracao de células em
valores constantes num simples quimiostato. O monitoramento da densidade celular pode ser
feito através de uma célula fotoelétrica sensivel a turbidez da cultura, ou através do
monitoramento de variaveis como O,, consumo de CO, ou mudanga no pH (YUAN-KUN &

HUI, 2004; LOURENCO, 2006).
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Os cultivos semicontinuos s3o caracterizados pela substitui¢ao de parte do meio de
cultivo em intervalos periodicos, geralmente quando a quantidade de biomassa presente ja €
alta. As curvas de crescimento tipicas apresentam variagdes bruscas na densidade de células.
Nesse tipo de cultivo a produtividade ¢ elevada, bem como o consumo de nutrientes. A
concepgdo atual de que microalgas constituem sistemas de alta produtividade advém em parte
de cultivos semicontinuos. Embora os cultivos continuos e semicontinuos fornecam
microalgas com maior uniformidade do que em outros tipos de cultivo, podem ser necessarios
dias ou até semanas para estabilizar esse regime de cultivo. Outra limitagdo quanto ao uso
desses cultivos esta relacionada principalmente a contaminagao por outros micro-organismos,
sendo extremamente dificil produzir cultivos monoalgaceos axénicos (ausentes de

contaminantes microbianos), mesmo em escala de laboratorio. (LOURENCO, 2006).

2.1.4 Reproducéo e Medidas de Crescimento

O padrao de reprodugdo predominante no cultivo de microalgas ¢ o vegetativo, ou
seja, a célula mae se divide em duas células filhas, levando ao aumento do nimero de
individuos presentes, fato que ¢ considerado na maioria das expressdes de crescimento de
microalgas, embasadas no nimero de duplicagdes de células por unidades de tempo. Qualquer
estimativa das taxas de crescimento exige uma série temporal de medidas que permitam uma
estimativa da taxa de variagdo da biomassa. Se o objetivo do estudo ¢ estimar as taxas de
crescimento, ou seja, a compreensdo dindmica de desenvolvimento dos cultivos, a contagem
de células ¢ um dos procedimentos mais adotados. Como o procedimento de contagem ¢
custoso, utilizam-se medidas indiretas que também representam o crescimento dos micro-
organismos. Medidas tipicas que podem ser correlacionadas sdo densidade Otica,
fluorescéncia in vivo, quantifica¢do de peso seco, concentracdo de pigmentos (principalmente
clorofila a) e concentragdo de carbono. (LOURENCO, 2006; WOOD, EVERROAD &
WINGARD, 2005).

Para utilizar uma correlacdo ¢ essencial conhecer as condi¢des de crescimento em que
ela foi determinada e o intervalo de concentragdo em que ¢ valida. Quando se trabalha com

organismos fotossintéticos, como algas, também ¢ necessario levar em consideragdao o ciclo
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diario, ao planejar a estratégia de amostragem, visto que varios componentes sdo sintetizados
com certa periodicidade. Isto significa que a amostragem deve ocorrer preferencialmente
todos os dias no mesmo hordrio, 0 que na pratica também minimiza a dispersdo nas séries
temporais de medigdes. A dispersdo também pode ser reduzida evitando realizar medidas em
horarios que coincidam com aqueles onde ocorre divisdo celular sincronizada, naquelas
culturas onde se conhece esse comportamento. Assim, pode ser tutil a realizagdo de estudos
preliminares para determinar qual o padrdo de divisdo celular na linhagem ou espécie sob

investigacdo (WOOD, EVERROAD & WINGARD, 2005).

A utilizacdo de medidas de densidade optica para avaliar o crescimento de microalgas
baseia-se na obstru¢do fisica da passagem da luz pelas células; quanto maior a concentracao
de células maior serd a absorbancia, seguindo a Lei de Lambert-Beer. A selecdo do
comprimento de onda para as medidas deve considerar o fato de que as microalgas possuem
pigmentos fotossintetizantes, cuja absorcao tipicamente estd em valores maiores que 600nm.
Os dados de absorbancia obtidos devem ser posteriormente relacionados a um método de
determinagdo de biomassa através de uma curva de calibragdo, como o peso seco. Essa
técnica consiste em recolher aliquotas de cultivos de volume conhecido e concentrar as
células por centrifugacdo, filtracdo ou floculagdo e posteriormente na determinagdo da
biomassa presente, geralmente por gravimetria. Determinacdes com material seco sdo mais
adequadas, pois a presen¢a de umidade nas amostras provoca erro significativo nas analises.
A secagem das amostras pode ser realizada por meio de estufas ou através de liofilizacao

(HARRIS, 2005; LOURENCO, 2006).

O célculo da taxa de crescimento por meio de equagdes padrdo requer um crescimento
exponencial. Por isso, € util ter alguma nogdo prévia da velocidade com qual o ntimero de
células ou da biomassa esta mudando, e quanto tempo leva para esgotar o meio ao planejar
um experimento a taxa de crescimento. Idealmente, deve-se garantir que a amostragem ocorra
em pelo menos trés pontos do tempo entre o momento que a cultura entra na fase de
crescimento exponencial e o tempo que ele entra no periodo de transicdo para a fase
estacionaria. Em geral, isso envolve a utilizagdo de um indculo inicial pequeno o suficiente
para o meio de cultura suportar cinco ou mais geragdes de crescimento. Quando apenas dois
pontos de dados estdo disponiveis, ¢ possivel calcular uma taxa de crescimento, mas a

confianga na taxa sé ¢ tdo boa quanto a seguranca do investigador que a cultura estava em
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crescimento exponencial durante todo o tempo decorrido entre a colheita de amostras para

cada ponto de dados. (WOOD, EVERROAD & WINGARD, 2005).

Uma forma tradicional de calcular o crescimento exponencial de microalgas em
cultivos em regime de batelada foi proposta por GUILLARD (1973 apud WOOD,
EVERROAD & WINGARD, 2005), que considera que durante o crescimento exponencial, a
taxa de aumento de células por unidade de tempo ¢ proporcional ao nimero de células

presentes na cultura no instante de tempo inicial, seguindo a Equacao 2.1

aN =rN (2.1)

dt

cuja solugao ¢ dada pela Equagdo 2.2
N, =N,e" (2.2)

onde Ny ¢ a condicdo inicial para o tamanho da populacdo, N, é o tamanho da popula¢do no
final do intervalo de tempo, e » ¢ a taxa proporcional de variagdo, também chamada de taxa
intrinseca de crescimento, pardmetro maltusiano, ou taxa instantdnea de crescimento, cujas
unidades sdo sempre expressas pelo tempo (t"). Isolando este termo da Equagdo 2.2 chega-se

a Equagdo 2.3

. In(N,/Ny;) InN,—InN,

23
At At @3)

onde At ¢ o intervalo de tempo (7 - #j) considerado, estando #, representando o instante de
tempo inicial e # o instante de tempo final do intervalo. Quando a mortalidade m ¢ zero, a
Equagdo 2.3 ¢ equivalente a equagdo de crescimento classico, com r igual a taxa de

crescimento especifico u, resultando na Equagao 2.4

r=u—m (2.4)
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Expressando o tempo ¢ em dias, a taxa instantdnea de crescimento » pode ser utilizada
para calcular o numero de duplicagdes por dia (k), dividindo 7 pelo logaritmo natural de 2 (i.

e., por /n(2) = 0,6931), conforme a Equacado 2.5,

r
k= 2.5
0,6931 )
ou alternativamente pela equagdo 2.6
k= log, (N, /Ny) (2.6)

At

Adaptando as equagdes anteriormente mencionadas também ¢ possivel calcular
duplicacdes por unidade de tempo para qualquer incremento de tempo. Por convencao,
pressupde-se que a nomenclatura k refere-se a duplicagdes por dia e que ¢ € expresso em dias,
ou fragdes de dias. Se incrementos de tempo menores que um dia forem utilizados no célculo,
pode ndo ser possivel presumir que a taxa de crescimento calculada a partir de dois pontos
consecutivos aplica-se ao longo de um periodo de 24 horas, pois mesmo as culturas cultivadas
sob luz continua podem mostrar ritmos didrios de divisdo celular e deve ser amostradas
durante mais de um ciclo didrio. Sendo assim, considerando essas observagdes, o tempo de
duplicacdo (7>) da cultura pode ser calculado a partir de uma estimativa de » com o uso da
Equagdo 2.7, com o resultado expresso na mesma unidade de tempo (GUILLARD, 1973 apud
WOOD, EVERROAD & WINGARD, 2005).

10,6931

r

T, (2.7)

Independentemente do parametro calculado, ¢ importante notar as diferengas
conceituais que fundamentam os termos taxa de crescimento instantanea, duplicagdes por dia
e tempo de duplicagdo. Intuitivamente, pode parecer que uma divisdo por dia seria equivalente
a uma taxa de crescimento de 1,0 d, porém isso ndo ¢ verdade. A natureza continua do
crescimento exponencial significa que uma cultura que cresce a uma taxa k& de uma divisao

por dia, tem um tempo de duplicagdo 7> de um dia e uma taxa de crescimento  de 0,69 d™'.
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2.1.5 Influéncia de Fatores Ambientais

Fatores ambientais como luz, temperatura, salinidade e nutrientes nao afetam somente
a taxa fotossintética e a produtividade em biomassa das microalgas, mas também os padroes,
rotas e atividades do metabolismo celular e consequentemente a composi¢do dindmica das
células, o que pode conduzir a amplas aplicagdes biotecnoldgicas. Por exemplo, é conhecido
que uma diminuicdo na temperatura de crescimento abaixo do nivel 6timo geralmente
aumenta o grau de insaturacao dos lipidios nas membranas. Outros estudos mostram que essa
variavel tem efeito na producdo de enzimas, pigmentos, nas quotas de carbono e nitrogénio

das células e no biovolume celular. (VONSHAK & TORZILLO, 2004).

A fotossintese representa um processo unico de conversdo de energia solar e
componentes inorgdnicos em matéria organica, dentro dos limites de capacidade de cada
micro-organismo. A atividade fotossintética pode ser monitorada por meio de medidas de
produgdo de oxigénio e relacionada a intensidade luminosa, gerando as chamadas curvas luz-
resposta, onde sdo determinadas a irradiacdo de saturacdo e a taxa maxima de fotossintese.
Em baixas irradiancias, essa taxa cresce lincarmente com a intensidade luminosa, mas a
medida que essa variavel aumenta a fotossintese torna-se cada vez menos eficiente, até atingir
um platd, onde as reagdes enzimaticas que utilizam energia tornam-se limitantes. Em
condi¢gdes prolongadas de irradiancia acima do Otimo, geralmente a taxa de fotossintese
decresce, fendmeno conhecido como fotoinibicdo. (MASOJIDEK, KOBLIZEK &
TORZILLO, 2004).

As microalgas apresentam mecanismos de adaptagao frente a mudancas na quantidade
e qualidade da luz as quais estdo sujeitas, com o objetivo de equilibrar as reacdes clara e
escura da fotossintese. Por exemplo, em condi¢des de luz limitada, as células aumentam o
numero de unidades fotossintéticas e o tamanho dos complexos de coleta de luz. O tempo que
as células tém para responder as mudancas varia de segundos até dias, onde diferentes
mecanismos sdo utilizados para lidar com o excesso de energia. A aclimatac¢do a longo prazo
a irradiancia ¢ referida como fotoaclimatagdo, processo que envolve mudangas na Optica,
biofisica, bioquimica, niveis ultra-estruturais, fisiolégicos € moleculares. De maneira geral,

sob luz limitada verifica-se aumento de clorofilas a, b e ¢, ficobiliproteinas e carotenodides
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primarios, favorecendo o acimulo de AGPIs, incluindo EPA. Em alta luminosidade, clorofila
e pigmentos fotossintentizantes diminuem e os carotendides secundarios aumentam, com
aumento da producdo de polissacarideos (MASOJiDEK, KOBLIZEK & TORZILLO, 2004;
VONSHAK & TORZILLO, 2004).

O fluxo luminoso ¢ medido em limens (Im), enquanto a intensidade luminosa ¢
expressa em lux (Im.m?). As reagdes fotoquimicas na fotossintese dependem do numero de
fotons incidentes na superficie, sendo conveniente expressar a irradidncia como o nimero de
fotons atingindo uma unidade de superficie uma unidade de tempo, geralmente pnE.m™.s™ ou
umol fotons.m™.s”. E usual também expressar a energia da luz incidente em uma superficie,
ou o fluxo de energia radiante, em unidades de poténcia por area (W.m™ ou J.m™>.s™). Em um
dia ensolarado, a irradidncia solar média que atinge a superficie da terra corresponde a cerca
de 1000 W.m™? ou 100000 lux. Dessa energia, cerca de 40% corresponde a radiacio
fotossinteticamente ativa, situada entre 400 e 750 nm, correspondendo a 1800 pE.m?s”. O
fator de conversdo aproximado para a luz do sol ¢ 1 W.m™ equivale a 4,5 pE.m™.s". (EGC,

2010; MASOJIDEK, KOBLIZEK & TORZILLO, 2004).

A carboxilacao € o processo onde as moléculas de CO, sdo fixadas, na fase escura da
fotossintese e ¢ favorecida por razdes baixas de O,/CO,. A fotorrespiracdo compete com esse
processo, onde o carbono organico ¢ convertido a CO; sem nenhum ganho metabdlico. Para
atingir rendimentos 6timos em cultivo de microalgas em massa é necessario minimizar os
efeitos da fotorrespiragdo através do enriquecimento com CO; além da quantidade presente
naturalmente no ar. O destino do carbono fixado dentro das células esta fortemente ligado a
concentragdo de nitrogénio no meio de cultivo, elemento que compde cerca de 7 a 10% do
peso seco das microalgas. Em geral, a produ¢do de moléculas constituidas de nitrogénio ¢é
prejudicada em condi¢des de suficiéncia do elemento. J& em concentragdes limitadas de
nitrogénio, o fluxo de carbono ¢ desviado da sintese de proteinas para a sintese de lipidios ou
carboidratos ou ainda carotendides secundarios em algumas espécies (MASOJIDEK,

KOBLIZEK & TORZILLO, 2004; VONSHAK & TORZILLO, 2004).

A influéncia de fatores fisicos ou quimicos na composicao de microalgas conduz a
resultados mais interessantes considerando o sinergismo entre as varidveis. E conhecido que

no cultivo massivo de microalgas o ponto mais importante para a fotossintese e producao de



20 2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

metabolitos secundarios ¢ a luz. Porém, somente quando as necessidades nutricionais
estiverem satisfeitas e a temperatura do cultivo estiver na regido 6tima ¢ possivel atingir
produtividade maxima. Dentro de certos limites, a temperatura 6tima para fotossintese cresce
com o aumento da intensidade da luz, existindo forte interacao entre as variaveis. Além disso,
o projeto de fotobiorreatores, combinado com determinadas estratégias de cultivo, também
pode influenciar fortemente tanto a produtividade quanto composicdo bioquimica das
microalgas. Geralmente, condigdes que favorecem a formacao de produtos desejados, como
por exemplo lipidios, ndo s@o compativeis com aquelas requeridas para crescimento maximo e
produgdo de biomassa; portanto, dependendo dos produtos de interesse, devem ser otimizadas

as condi¢des de crescimento (VONSHAK & TORZILLO, 2004).

Em busca das melhores condi¢des operacionais para seus sistemas de cultivo, varios
autores tém se dedicado a estudos considerando o sinergismo entre as varidveis de interesse,
como, por exemplo, ARAUJO & GARCIA (2005) ¢ RAGHAVAN, HARIDEVI &
GOPINATHAN (2008), que avaliaram a influéncia da salinidade, temperatura e concentragao
de CO; no crescimento e composi¢ao bioquimica de duas microalgas do género Chaetoceros,
determinando seu teor de lipidios, carboidratos e proteinas para aplicagdes na aquicultura. A
microalga Dunaliella salina também ja foi estudada em trabalhos semelhantes, como o
desenvolvido por ARAUJO et al. (2009), que avaliou a influéncia de salinidade e irradiancia
no cultivo dessa microalga. Com base nas taxas de crescimento alcancadas, os autores
propuseram um modelo para estimar custos relativos ao sequestro de 10% do CO, emitido por
uma usina de gas natural de 200 MW, cujos resultados teéricos foram positivos considerando

o mercado de créditos de carbono e de carotenoides.

2.1.6 Nannochloropsis oculata

Existem cerca de 100.000 espécies de microalgas conhecidas (OHSE et al., 2007).
Uma série de publicacdes apresenta a composi¢do bioquimica média de algumas dessas
espécies. Algumas das que apresentam destaque pelo seu contetudo lipidico e/ou quantidade
de trabalhos publicados estdo listadas na Tabela 2.2. Uma das vantagens importantes que as

microalgas marinhas apresentam em relacdo as de agua doce ¢ o menor potencial de
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contaminagdo por bactérias ¢ fungos devido a natureza salina dos meios de cultivo. Além
disso, projetando cultivos em larga escala, com recursos naturais, ¢ importante que se utilize o
menor volume possivel de d4gua doce, evitando a concorréncia com a produgdo de alimentos e

com o proprio consumo humano e das industrias.

Tabela 2.2: Microalgas potenciais na produgdo de biocombustiveis.

% lipidios em peso seco

Espécie )
P de biomassa

Microalgas marinhas

Chaetoceros calcitrans (diatomacea) 17,6
Dunaliella salina (cloroficea) 6,0 — 25
Dunaliella tertiolecta (cloroficea) 16,0 - 71,0
Isochrysis galbana (primnesioficea) 7,1 -33
Nannochloropsis oculata (eustigmatoficea) 22,7-29,7
Phaeodactylum tricornutum (diatomacea) 18,0 -57,0
Skeletonema costatum (diatomacea) 13,5-513

Microalgas de 4gua doce ou salobra

Botryococcus braunii (cloroficea) 25,0-75,0
Chlorella vulgaris (cloroficea) 5,0 -58,0
Neochloris oleoabundans (cloroficea) 29,0 - 65

(Fonte: SHENG-YI et al. , 2009 ; MATA, MARTINS & CAETANO et al., 2010).

BORGES (2005) avaliou o potencial de absor¢do de CO, de dez espécies diferentes de
microalgas. A Eustisgmatoficea Nannochloropsis oculata foi apontada como melhor opcao,
devido a sua maior produgdo e conteudo lipidico. Essa microalga, que tipicamente tem de 2 a
4 um de didmetro, ¢ amplamente distribuida nos oceanos. Microalgas do género
Nannochloropsis também se destacam por serem produtoras de um importante acido graxo
poliinsaturado essencial, o 4cido eicopentandico (EPA) (BROWN et al., 1997; LOURENCO,
2006; ZITTELLI et al., 1999, ZOU et al., 2000). Por tratar-se de um micro-organismo
resistente, que tem boa produgdo em relagdo a média e com bom potencial na producao de
lipidios, a Nannochloropsis oculata ¢ a espécie de microalga escolhida para ser estudada
nessa dissertagdo. Informagdes sobre sua composi¢do bioquimica aproximada, provenientes

de diferentes autores, podem ser vista na Tabela 2.3.

A microalga Nannochloropsis oculata (Figura 2.2) pertence a divisdo Ochrophyta, da
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classe Eustigmatophyceae, que compreende oito géneros e quinze espécies, todas unicelulares
cocdides ou coloniais, com distribuicdo na &agua doce, no solo umido e no mar,
predominantemente planctonicas. A espécie tem diametro médio de 2 a 4 um, com células
esféricas ou ligeiramente ovdides, ndo flageladas. A sua parede celular ¢ rigida e composta de
polissacarideos; a estrutura quimica do seu produto de reserva ndo ¢ conhecida, mas sabe-se
que nao se trata do amido. Somente a reproducao assexuada ja foi constatada nessa classe e
ndo sdo conhecidos efeitos nocivos das espécies do género Eustigmatophyceae na natureza.
Por sua facilidade de cultivo, tamanho pequeno, velocidade de crescimento e alto teor de
AGPIs essas microalgas sdo bastante utilizadas na aquicultura, com destaque para a
Nannochloropsis oculata por acumular quantidade significativa de EPA. Na aquicultura, ¢
utilizada como alimento para rotiferos e para criar efeito verde em tanques de larvas.
(LOURENCO, 2006; MURAKAMI & HASHIMOTO, 2009 apud SOARES, 2010; ZITELLI,
RODOLFI & TREDICI, 2004).

Tabela 2.3: Composicdo tipica da microalga Nannochloropsis oculata.

% em relacdo ao peso seco de biomassa

Lipidios Proteinas Carboidratos Fonte
16,2 - - BORGES, 2005.
3,4 21,3 11,0 CAMPOS, BARBARINO & LOURENCO, 2010.
22,7-29,7 - - SHENG-YI et al., 2009.
18,0 35,0 7,8 LOURENCO, 2006.

Figura 2.2: Imagem ampliada da microalga Nannochloropsis oculata. (Fonte: RCC, 2009 apud
SOARES, 2010).
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A produgdo de Nannochloropsis oculata para aquicultura é geralmente feita em sacos
de polietileno suspensos (Figura 2.3 a). Na literatura ha alguns relatos sobre cultivos dessa
microalga em fotobiorreatores em ambientes fechados e abertos, com dados sobre sua
produtividade. Fotobiorreatores airlift cilindricos, feitos de fibra de vidro conectados em série
e operando continuamente, com volume de 200 1 e 30 cm didmetro apresentaram
produtividade de 50 mg.l"'.d" sob iluminacdo de 330 pE.m?>s”. (Figura 2.3 5). Um
fotobiorreator modular foi construido a partir de seis painéis alveolares removiveis de 1,6 cm
de espessura, dispostos verticalmente a fim de formar uma unidade compacta dentro de um
compartimento com controle de temperatura. O volume total do sistema ¢ de 123 1 e area
iluminada de 20,4 m”. Sob iluminacdo de 230 puE m?s™

producao foi de 7 g.l'1 (Figura 2.3 ¢) (ZITELLI, RODOLFI & TREDICI, 2004).

em ambos os lados do painel a

Em ambiente fechado, ainda foram realizados cultivos com placas de vidro de 1,4 cm
de diametro e volume de 2 1, agita¢dao vigorosa, sob regime de batelada, alcangando produgado
recorde de 60 g.I"'. Em regime semicontinuo, com substitui¢io do meio a cada 48 h para
remover substancias inibidoras, a produtividade alcancada variou de 0,8 a 2,3 g.l'l.d'l. Sob
regime continuo, o mesmo sistema, com iluminagdo de 300 pE.m™s” de um lado e 1700
uE.m?s” do outro, atingiu 2,9 g.I".d"". Em ambiente aberto, ou seja, sob luz natural, operou-
se um reator tubular quase horizontal, consistindo de oito tubos plésticos flexiveis paralelos a
uma folha branca ondulada, orientados para o sul e dispostos de forma horizontal com angulos
pequenos, entre 5 e 7°. Os tubos foram conectados a um trocador de gases e a um manifold na
base, onde mistura de ar e CO; foi injetada para promover a mistura ¢ a troca de gases. O
resfriamento foi obtido pela pulverizagdo de agua. Nessa configuragdo, um sistema com
volume de 600 1 e 30m” de 4rea ocupada apresentou produtividade média no verdo de 0,5 a

0,8 g.1".d" (Figura 2.3 d) (ZITELLL, RODOLFI & TREDICI, 2004).

Placas de vidro verticais de 0,5 m’ e 1,3 cm didmetro produziram de 0,12 a
0,85 gl'.d"'. Seguindo a mesma geometria, duas placas foram conectadas formando um
sistema com volume de 500 1, 10 cm de caminho 6ptico, 2 m de largura, 1,1 m de altura e 8m’
de superficie iluminada, equipado com um sistema de mistura por borbulhamento de ar
resfriamento por pulverizagdo com agua. A produtividade alcancada foi de 0,21 2 0,27 g 1I'.d™!
no verdo e inverno, respectivamente (Figura 2.3 e). Um sistema montado a partir de dois

cilindros de 2 m de Plexiglas® de 3 e 5 cm de diametro colocados um dentro do outro, pode
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ser operado com luz natural ou artificial; o canal formado pelo tubo menor ¢ utilizado para
colocagao de lampadas ou para resfriamento, dependendo do proposito. Operado com mistura
de ar e CO,, a produtividade alcancada foi de 0,25 g.I".d" sob luz artificial. J4 em condi¢des
naturais de iluminagdo, a produtividade variou de 0,12 a 0,25 gl'.d”’, porém atingiu
0,36 g.I".d" em determinado periodo do ano. (Figura 2.3 f). Entre os sistemas exemplificados,
o reator tubular quase horizontal alcangou maior produtividade volumétrica, mas a placa de
vidro parece ser superior em termos de facilidade de operacdo e limpeza. (ZITELLI,

RODOLFI & TREDICI, 2004).

,
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Figura 2.3: Alguns sistemas utilizados no cultivo de Nannochloropsis oculata. (a) Sacos de
polietilento suspensos. (b) Fotobiorreatores airlifts cilindricos. (c) Fotobiorreator
modular alveolar. (d) Reator tubular quase horizontal. (e) Placas de vidro. (f)
Reator cilindrico anular. (Fonte: adaptado de ZITELLI, RODOLFI & TREDICI, 2004).

Trés estudos importantes na determinagdo das variaveis e faixas de estudo dessa
dissertacdo serdo introduzidos a seguir. SHENG-YI et al. (2009) estudaram o efeito de
diferentes concentragcdes de CO; na aeragdo de cultivos semicontinuos de Nannochloropsis
oculata, avaliando o crescimento e o acumulo de lipidios em um fotobiorreator cilindrico de
30 cm de comprimento, 7 cm de didmetro e 800 ml de volume de trabalho. Utilizou-se o meio
/2 modificado, com trés vezes a concentragao original de nutrientes trago e adi¢do de tampao

tris. Foram testadas concentracdes de 2, 5, 10 e 15% de CO; na corrente de aeragdo, com taxa
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de 0,25 v.v.m., ou seja, 200 ml de ar por minuto, temperatura de 26 = 1 °C e iluminagao

continua de 300 uE.m™.s™ dada por lampadas fluorescentes.

Os melhores rendimentos em biomassa e lipidios foram verificados para concentracdo
de 2% de CO; na corrente de aeragdo, com produtividade madxima em biomassa e lipidios de
0,480 g1'.d" e 0,142 g1'.d", respectivamente. Os cultivos semicontinuos foram mantidos
por até doze dias. Além disso, os resultados mostram que concentragdes de CO, de 5 a 15%
podem inibir o crescimento algal e que o teor de lipidios em experimentos em batelada
cresceu de 30,8% para 50,4% da fase logaritmica para a fase estacionaria, indicando que o
decréscimo na concentracdo de nitrogénio favoreceu o acumulo de oleo. Para otimizar o
rendimento de biomassa a longo prazo foi sugerido cultivar o micro-organismo em sistema
semicontinuo aerado com 2% de CO; e substitui¢ao de metade do meio de cultivo todos os

dias (SHENG-YTI et al.,2009).

CONVERTI et al. (2009) avaliaram a influéncia da temperatura e da concentracao de
nitrogénio no crescimento ¢ acimulo e lipidios de Nannochloropsis oculata. Os experimentos
foram realizados em erlenmeyers de 2 1, com iluminac¢ao continua de 70 uE.m’z.s'l, meio f/2 e
em regime de batelada, num periodo de 14 dias. As temperaturas avaliadas foram 15, 20 e
25 °C e as concentragdes de nitrato testadas foram de 300, 150 e 75 mg.I"". A maior taxa de
crescimento ocorreu em 20 °C e foi de 0,13 d™', e os maiores acamulos de lipidios ocorreram
em 15 e 25 °C. Porém, nessas temperaturas a produtividade foi menor, o que sugere que a
produtividade final de lipidios foi independente da temperatura. J4 a concentragao de
nitrogénio foi muito significativa, pois o acimulo de lipidios dobrou quando a concentragao
de nitrato no meio foi reduzida 75% (300 para 75 mg.l'l), chegando a 15,86%, embora o

crescimento tenha permanecido praticamente inalterado.

Dos trés estudos mencionados, destaca-se o realizado por SPOLAORE et al. (2006),
que otimizaram o crescimento de Nannochloropsis oculata em fotobiorreator de coluna de
bolhas utilizando metodologia de superficie de resposta, através de um planejamento fatorial
fracionado com pontos centrais e pontos axiais. Foram avaliadas as influéncias da
temperatura, intensidade luminosa, pH e taxa de aeracdo; as condi¢des 6timas foram 21 °C, 52
],tE.m'z'sl, pH 8,4 e 0,245 v.v.m de taxa de aeracdo, atingindo uma taxa de crescimento

maxima de 0,86 d'. No estudo foi utilizado meio f/2 modificado, com o dobro das
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concentragdes originais de nitrato e fosfato, para evitar limitacdo por nutrientes, e adi¢do de
tampao, para manutencao do pH nas condi¢des de estudo. O volume do fotobiorreator foi de
2,5 1 e os experimentos foram realizados em regime de batelada. Para trabalhos futuros os
autores recomendaram enriquecer as correntes de aeragdo das culturas com CO,, tornando a

composicao das mesmas uma variavel de estudo.

2.1.7 Meios de Cultivo

Diversas formulacdes de meios de cultura s3o propostas para contemplar as
necessidades nutricionais das algas, o que ¢ de fundamental importancia para seu cultivo.
Naturalmente, a 4gua do mar contem cerca de 3,5% de substancias dissolvidas, contando com
aproximadamente 70 elementos quimicos. Apesar de alguns elementos terem concentragao
tipicamente baixa, correspondendo a apenas 0,07% da massa de substancias dissolvidas, eles
sdo extremamente importantes para organismos marinhos. Os principais componentes
necessarios as microalgas se dividem em dois grupos: macro e micronutrientes (LOURENCO,

2006).

Os macronutrientes apresentam fungdes bem distintas em algas marinhas, mas todas
de grande importancia, como constituir a estrutura de biomoléculas, membranas e do meio
intracelular, participar de processos de troca de energia, regular atividades metabdlicas, dentre
outras fungdes importantes. Classificam-se como macronutrientes carbono, hidrogénio,
oxigénio, nitrogénio, fosforo, enxofre, potassio, magnésio, silicio e ferro. Quanto aos
micronutrientes, sobretudo os metalicos, sua principal funcdo € participar da estrutura e
atividade de diversas enzimas; os principais micronutrientes sdo manganés, molibdénio,

cobalto, boro, vanadio, zinco, cobre e selénio (LOURENCO, 2006).

Além dos nutrientes citados, para cultivos densos, ¢ usual adicionar aos meios de
cultivo trés vitaminas que apresentam fun¢des importantes nas microalgas, que sdo a tiamina
(Bi1), biotina (H) e cianocobalamina (B;;). A tiamina tem funcdo geral de agir como
coenzima; a biotina atua como transportadora de CO,, mas esta funcdo ¢ desempenhada

também por outras enzimas algaceas; ja o papel metabolico da cianocobalamina ndo esta
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suficientemente elucidado. E importante ainda a adi¢do de agentes quelantes aos meios de
cultivo para microalgas, para promover a solubilidade de alguns componentes, sendo o EDTA

o agente mais usado atualmente. (LOURENCO, 2006).

O CO; ¢ altamente soluvel em dgua do mar e tende a se difundir do ar para a dgua
continuamente, o que supre a necessidade das microalgas por fontes de carbono em frascos de
até 500 ml e em cultivos com baixa densidade de células. J& em cultivos densos e/ou de
grandes volumes ¢ necessario aeragdo e em alguns casos o enriquecimento do ar com CO;,
Quando enriquecida, a aeragdo de fotobiorreatores com CO; ocorre geralmente em teores de
0,2 a 5%. Porém, o excesso desse gas pode provocar danos por meio da acidificacdo do meio
de cultura. Se o meio de cultura tiver nitrato como fonte de nitrogénio, que promove a
alcalinizacdo do meio, a adigdo de CO, pode ser interessante. Por outro lado, a aeracdo e a
propria densidade de células fotossintetizantes acarretam grande acimulo de O, no sistema,
que, se nao removido, pode levar a danos foto-oxidativos que diminuem a produtividade do
cultivo, pois promovem a quebra de moléculas organicas e formacao de CO, sem ganhos de

energia para o micro-organismo. (LOURENCO).

Informagdes a respeito da infraestrutura necessaria para o cultivo de microalgas estao

apresentadas no Apéndice A Se¢do A.1.

2.2 Sistemas de Cultivo

Os sistemas atuais de produgdo de microalgas sdo baseados em lagoas abertas e em
tecnologias de fotobiorreatores fechados. A viabilidade técnica de cada sistema ¢ influenciada
pelas propriedades intrinsecas das espécies de microalgas utilizadas, bem como as condig¢des
climdticas e os custos da terra e da dgua. O termo fotobiorreatores diz respeito a sistemas onde
micro-organismos fotoautotroficos, como microbios, algas ou células vegetais, sdo produzidos
ou usados para realizar uma reagdo fotobioldgica. Atualmente, a producdo comercial de
biomassa fotoautotréfica ¢ limitada a poucas espécies cujas culturas sdo realizadas em lagoas
abertas, muitas das quais ndo podem ser mantidas por tempos longos em fung¢do do risco de

contaminagdo por fungos, bactérias e protozoarios e pela competicdo com outras microalgas.
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Ao contrario das lagoas abertas, os fotobiorreatores oferecem um ambiente protegido de
precipitacdo direta, menos suscetivel a contaminagao e que possibilita melhor controle. Além
disso, esses sistemas poderdo permitir a exploragdo do potencial das mais de 100.000 espécies
de microalgas conhecidas, que podem ser fontes interessantes de produtos de alto valor

agregado (BRENNAN & OWENDE, 2010; OHSE et al., 2007; TREDICI, 2004).

2.2.1 Sistemas Abertos

Mundialmente sdo produzidas cerca de 7.000 toneladas por ano de biomassa seca,
produzidas majoritariamente em sistemas abertos, que consistem basicamente de areas com
grande superficie de contato com o ar, sendo cobertos ou ndao. Embora apresentem menor
produtividade, sistemas abertos ainda sdo preferidos em fungdo dos menores custos de
instalacdo e manutencdo (BOROWITZKA, 1999; BRENNAN & OWENEDE, 2010;
LOURENCO, 2006; MENG et al., 2009).

O material para construcdo de sistemas abertos varia desde materiais baratos, como
areia, barro, tijolo ou cimento, até plasticos caros, como cloreto de polivinila, fibra de vidro
ou poliuretano. Para cobertura, se utilizada, ¢ feita com membranas plasticas de cloreto de
polivinila e polietileno ou vidro. Embora a forma mais simples de cultivar microalgas seja a
utilizacdo de lagoas naturais com caracteristicas apropriadas, os sistemas que mais se
destacam sdo as lagoas do tipo raceway, construidas como tanques de “volta infinita”, onde a
cultura ¢ circulada por meio de pas giratorias; sistemas inclinados, onde a mistura ¢ atingida
por bombeamento e pela for¢a da gravidade; lagoas circulares, onde a agitacao ¢ provida por
um braco rotatério; e tanques com profundidade de mais de 30 centimetros (BOROWITZKA,
2005; TREDICI, 2004).

Os melhores exemplos de cultivo de microalgas em lagoas naturais sdo o cultivo de
Dunaliella salina no México ¢ na Australia. Ja os sistemas inclinados sdo utilizados na
Bulgaria para produzir espécies dos géneros Arthrospira e Scenedesmus e para produzir
Chlorella na Australia. Lagoas circulares sdo utilizadas no Japao, Taiwan e Indonésia para

cultivo de Chlorella e sistemas do tipo raceways sao utilizados nos cultivos de Arthrospira
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nos Estados Unidos e Dunaliella salina em Israel. Tanques sdo geralmente utilizados para
producdo em menor escala para géneros utilizados na aquicultura, como a Nannochlorposis
oculata. (BOROWITZKA, 2005; LOURENCO, 2006; TREDICI, 2004). A Figura 2.4 ilustra

a producdo de microalgas em sistemas abertos.

(c) (d)
Figura 2.4: Alguns exemplos de sistemas abertos para produ¢do de microalgas. (a) Producdo
de Dunaliella salina em lagoas abertas na Australia. (b) Sistema raceway,
cultivo de Spirulina nos EUA. (c) Lagoa circular para producao de Chlorella em

Taiwan. (d) Producdo de Nannochlorposis para aquicultura. (Fonte:
BOROWITZKA, 2005; CHISTI 2007).
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2.2.2 Sistemas Fechados

Embora os fotobiorreatores necessitem de mais investimento na sua constru¢iao e
operacdo, ha uma série de vantagens no uso desses sistemas: menores perdas de agua por
evaporacgdo; redu¢do dos problemas de contaminagdo por outros micro-organismos; maior
facilidade na colheita de biomassa, que se concentra em menores volumes de cultura; controle
maior das trocas gasosas entre o cultivo e o ar atmosférico ou gés de combustido; menor
ocupacdo de espaco; maior rendimento por unidade de area e volume; possibilidade de obter
cultivos com alto grau de pureza, dentre outros. (LOURENCO, 2006; UGWU, AOYAGI &
UCHIYAMA, 2008).

De acordo com a geometria, os fotobiorreatores podem ser classificados como planos
ou tubulares; horizontais, inclinados, verticais ou espirais; e do tipo manifold ou serpentina.
Esses sistemas podem ser de uma fase, preenchidos com meio e as trocas gasosas sendo
efetuadas em um trocador de gases externo, ou de duas fases, no qual gas e liquido estdo
presentes no interior do reator, onde ocorrem as trocas gasosas. Os materiais para construcao
podem ser rigidos ou flexiveis, sendo comum o uso de vidro e plasticos (TREDICI, 2004). A

Figura 2.5 exemplifica as principais geometrias utilizadas.
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Figura 2.5: Geometrias comuns na constru¢do de fotobiorreatores. (a) Plana. (b) Tubular. (¢)
Cilindrica. (Fonte: adaptado de JACOBI, IVANOVA & POSTEN, 2010).
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Os fotobiorreatores tubulares do tipo serpentina consistem de varios tubos retos
transparentes conectados em série por conexdes curvas em formato de “U” para formar um
modulo plano que pode ser disposto vertical ou horizontalmente. As trocas gasosas e adicao
de nutrientes ocorrem em local separado, por meio de uma bomba ou de um dispositivo airlift.
Ja os fotobiorreatores tubulares do tipo manifold sao construidos por uma série de tubos
paralelos conectados nas extremidades por dois manifolds, um para distribui¢do e outro para a
coleta de cultura. Em relacdo aos sistemas em serpentina, esse tipo de projeto € mais eficiente
energeticamente no que diz respeito ao reciclo da cultura, pela auséncia de curvaturas, que

oferecem resisténcia ao movimento (TREDICI, 2004).

Tratando-se de geometria tubular, também se destacam os fotobiorreatores helicoidais,
que consistem de tubos de pequeno didmetro, geralmente flexiveis, enrolados ao redor de uma
estrutura vertical. Ha ainda fotobiorreatores cilindricos verticais, que sdo sistemas simples,
também chamados de reatores coluna, nos quais as mistura ¢ alcangada pela injecdo de ar

comprimido (TREDICI, 2004).

Segundo LOURENCO (2006), a maioria dos fotobiorreatores utilizados no mundo
apresenta formato tubular ou cilindrico, com disposi¢ao vertical ou horizontal dos tubos. Ha
pouco mais de vinte e cinco anos comecaram a ser desenvolvidos fotobiorreatores planos,
indicados como muito promissores no cultivo de microalgas, pois possibilitam utilizar
eficientemente a energia solar, através do ajuste do angulo e orientagdo de seus painéis.
Borbulhamento de ar pode ser adotado para obter eficiéncia de mistura e promover trocas
gasosas. Esses sistemas sdo utilizados com frequéncia em laboratdrio pela facilidade em

medir a irradiancia na sua superficie (LOURENCO, 2006; TREDICI, 2004).

As variagdes mais comuns dos fotobiorreatores planos sdo as placas de vidro, nos
quais a injecao de ar ¢ realizada por meio de tubos perfurados dispostos horizontalmente na
base ¢ no meio do fotobiorreator, e os painéis planos alveolares, construidos de materiais
comerciais como folhas de policloreto de vinila, policarbonato ou polimetilmetacrilato
internamente divididas para formar canais na forma de alvéolos. Para recirculagdo da cultura
sdo utilizadas bombas ou injecdo de ar. A desvantagem dessa configuracdo estd na propensao
a vazamentos nas conexdes coladas e também ao acimulo nas paredes, o que pode causar

danos as células. Quanto aos fotobiorreatores de placas de vidro, sua vantagem estd na alta
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transparéncia, facilidade de limpeza, resisténcia ao intemperismo e adaptabilidade do caminho
optico; porém, a fragilidade, custo e densidade do vidro podem desfavorecer o uso desse
material. De maneira geral, devido a dificuldades no aumento de escala, os sistemas planos
tem a desvantagem de muitas unidades serem necessarias para expandir a producdo para
escala comercial (TREDICI, 2004). A Tabela 2.4 traz de forma sucinta as principais

vantagens e desvantagens dos principais sistemas discutidos até aqui.

Tabela 2.4: Comparagao entre sistemas de producdo de microalgas.

Vantagens LimitacGes

Lagoas abertas e raceways

Produtividade baixa, requer grandes areas de
terra; limitado a algumas espécies de
microalgas; mistura, utilizagdo de luz e
CO; pobres; culturas sao facilmente
contamindveis; apresenta altas taxas de
evaporacao; possibilita pouco controle das
condigoes de cultura.

Relativamente barato; facil de limpar; utiliza
terras ndo agriculturaveis; baixa demanda de
energia; facil manutengdo; stress
hidrodinamico baixo.

Fotobiorreatores tubulares

Grande area de superficie iluminada; Acumulo e crescimento de biomassa nas
possibilita culturas em ambiente aberto; paredes; requer area grande; ocorrem
relativamente barato; gradientes de pH, O, dissolvido e CO, ao
produtividades razoaveis. longo dos tubos.

Fotobiorreatores de colunas verticais

Pequena area de superficie iluminada, o que
se agrava com o aumento de escala; caro
comparado a sistemas abertos; construgao
requer materiais sofisticados; stress por
cisalhamento.

Compacto; boa transferéncia de massa; baixo
consumo de energia; boa mistura com baixo
stress de cisalhamento; facil de esterilizar;
fotoinibicao e fotooxidacao reduzidas.

Fotobiorreatores planos

Alta produtividade; facil de esterilizar; baixo Aumento de escala requer muitos
acumulo de O;; bom caminho 6ptico; grande compartimentos e materiais de suporte; stress
area de superficie iluminada; possibilita hidrodindmico; pode ocorrer acimulo nas

culturas em ambiente aberto. paredes.

(Fontes: BRENNAN & OWENDE, 2010; MATA, MARTINS & CAETANO et al., 2010; UGWU, AOYAGI &
UCHIYAMA, 2008).

Independentemente da geometria, no projeto de fotobiorreatores uma série de fatores
deve ser considerada a fim de promover alta produtividade volumétrica e eficiéncia de

conversao de energia luminosa. Dentre os principais critérios que merecem atenciao estdo:
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razdo superficie-volume (relacionado ao caminho Optico), orientagdo e inclinagdo,
dispositivos para mistura e trocas gasosas, sistemas para limpeza e para controle de pH,
temperatura e intensidade luminosa, transparéncia e durabilidade do material de construgao.
Cabe destacar que os fotobiorreatores ndo podem ser projetados de modo a serem efetivos
para todas as culturas em todas as condi¢des, em funcao da alta diversidade que as microalgas
apresentam; além disso, o sistema deve ser confiavel, estavel e ter boas razdes custo
beneficio. (BEHRENS, 2005; TREDICI, 2004). A Figura 2.6 ilustra as interagdes que

ocorrem em fotobiorreatores, evidenciando a dificuldade de otimizagdo de tal equipamento.

flutuacoes claro-escuro em cada
elemento de volume

- absorcao,
espalhamento

- gradiente na diregdo

normal a superficie

- laminar-turbulento
- perda de pressdo

C reacoes

pH/ pO, gradiente ap - acragdo / escape de gas cinética, dindmica e
longo da direcio do fluido CO,/ 0, fotossintese

Figura 2.6: Interagdes entre fluidodindmica, reagdes bioquimicas e transferéncia de luz em
fotobiorreatores. (Fonte: adaptado de POSTEN, 2009).

A luz ¢ o parametro mais importante na concep¢ao e construcdo de um fotobioreator
com objetivos de alcangar alto crescimento e produtividade microalgal. Diretamente
relacionada a absor¢do de luz estd a razdo superficie-volume de um fotobiorreator, em geral
variando de 20 a 200 m'l, contra 5 a 10 m™’ em lagoas abertas. Quanto maior essa razao,
geralmente maiores concentragdes de células sdo atingidas, o que reduz os custos de colheita.
Porém, em sistemas com alta razdo superficie-volume, fatores como oxigénio dissolvido,
absor¢do de CO,, consumo de nutrientes e excre¢do de metabolitos sofrem alteracdes a altas
taxas e podem ter efeitos negativos sobre a estabilidade da cultura, podendo tornar-se
ineficientes para aumento para escala industrial. Outros aspectos importantes relacionados a
absorcdo de luz sdo a orientagdo e inclinacdo; geralmente sistemas orientados para o sul e

inclinados a fim de interceptar a radiacdo solar maxima apresentam maior produtividade
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volumétrica, enquanto que sistemas dispostos verticalmente, de modo a “diluir” a radiacao
incidente, atingem maior eficiéncia de conversdao dessa radiacao solar. (BEHRENS, 2005;

RICHMOND, 2004; TREDICI, 2004).

A mistura ou circulacdo nos fotobiorreatores ¢ fundamental para trocas gasosas,
através da quebra de gradientes de difusdo na superficie da célula. Tao importante quanto
fornecer CO; as células, para a realizagdo da fotossintese, ¢ remover o O, gerado, pois seu
excesso leva a danos fotooxidantes e aumento das taxas de respiragdo, ambos prejudiciais
para a produtividade. Concentragdes quatro ou cinco vezes o valor da saturagdo de O, do ar
sdo toxicos para a maioria dos micro-organismos autotroficos. Reatores coluna ou de placas
planas com mistura promovida pela inje¢do de ar apresentam vantagem nesse aspecto. A
mistura ¢ importante também para impedir as células de sedimentar, evitar estratificagdo
térmica, distribuir nutrientes e garantir que as células sejam submetidas a periodos adequadas
de luz e de escuro. A escolha pelos dispositivos utilizados para promover a mistura e sua
intensidade deve levar em consideragao as caracteristicas das microalgas que serao cultivadas.
Aumentar a taxa de aeracdo a valores altos pode aumentar a produtividade, mas pode
danificar as células pela alta turbuléncia e forcas de cisalhamento (BEHRENS, 2005;
TREDICI, 2004).

Segundo BEHRENS (2005), depois da intensidade luminosa e das concentracdes de
CO; e Oy, a temperatura ¢ o pH sdo os pardmetros mais importantes para medir e controlar
em fotobiorreatores. Para controle do pH ¢ comum o uso de tampdes, como tris e glicilglicina,
e também a injecdo de CO,, utilizada industrialmente. Se o objetivo de determinado estudo
for avaliar o efeito do pH no metabolismo de microalgas, a injegdo de CO, pode ndo ser o
melhor método para controlar essa variavel, pois iria influenciar na disponibilidade de
carbono para as células. Em fotobiorreatores em escala de laboratorio, ¢ adequado controlar a
temperatura por meio de trocadores de calor, j4 em sistemas maiores, € comum o uso de
arrefecimento por pulverizagdo com agua, que pode ser confidvel e de custo efetivo em climas
secos. Consideracdes econdmicas favorecem o resfriamento evaporativo sobre o uso de
trocadores de calor (BEHRENS, 2005; HARRISON & BERGES, 2005; SPOLAORE et al.,
2006; TREDICI, 2004).
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Para construgdo de fotobiorreatores ¢é ideal utilizar materiais de baixa toxicidade, alta
transparéncia, alta resisténcia mecanica, alta durabilidade, estabilidade quimica e custo baixo.
Na maioria dos projetos sdo utilizados vidro, ou acrilico, que ndo se prestam a esterilizacao a
vapor. Além disso, a dimensdao da maioria dos fotobiorreatores excede o que poderia ser
acomodado em uma autoclave, por exemplo. Uma solugdo mais pratica ¢ sanitizacdo com
hipoclorito de sodio ao invés de esterilizacao. Outra opgao eficiente seria a esterilizacdo com
0zOnio, mas esse tipo de procedimento ¢ caro e dificil de realizar sem o sistema apropriado.
Bombas de ar, analisadores, e outros equipamentos podem ser mantidos livres de micro-
organismos e algas e outras com o uso adequado de pré-filtros (BEHRENS, 2005; TREDICI,
2004).

Com poucas excegdes, os projetos envolvendo plantas comerciais de fotobiorreatores
adotam o sistema de manifolds. Segundo estudos realizados, a medida que o comprimento dos
tubos aumenta parametros como pH e oxigénio dissolvido aumentam de forma prejudicial aos
cultivos. Além do coeficiente global de transferéncia de massa (kza) ser cerca de quatro vezes
o valor verificado para um sistema em serpentina, nesses sistemas pneumaticos o fluxo gés-
liquido ¢ muito mais cadtico, o que melhora a alternancia de ciclo claro-escuro necessario a
fotossintese. Assim, esses sistemas sofrem menos inibigdo por oxigénio e fotoinibigdao

(TREDICI, 2004).

Na pesquisa e desenvolvimento de fotobiorreatores a tendéncia aponta para o
desenvolvimento de sistemas automatizados de agitagdo, aeracdo, colheita e filtragdo,
mediante a instalagdo de sensores para avaliagdo da produtividade do cultivo. Outros
parametros importantes como pH, oxigénio dissolvido, temperatura e concentragao de CO,
também sdo controldveis com sensores especificos. A automagdo dos sistemas vem
contribuindo aos poucos para alcangar valores na ordem de 5 a 10 gL' de biomassa para

varias espécies (LOURENCO, 2006).

2.2.3 Fotobiorreatores Airlift e Coluna de Bolhas

A definicdo de reator airlift ¢ atribuida a sistemas pneumadticos de contato gas-liquido
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ou gas-liquido-sélido, caracterizados pela circulacdo de fluidos em um ciclo definido através
de canais construidos para esse fim. O conteudo do reator ¢ pneumaticamente agitado por uma
corrente de ar ou outros gases, o que facilita a transferéncia de massa entre o meio e a fase
gasosa, evita sedimentagdo e favorece o contato entre as células e os nutrientes. A principal
diferenga entre arlifts ¢ coluna de bolhas estd no tipo de fluxo do fluido, que depende da
geometria do sistema. (BRENNAN & OWENDE, 2010; MATA, MARTINS & CAETANO,
2010; MERCHUK & GLUZ, 2002).

No fotobiorreator de coluna de bolhas o gas ¢ injetado na parte inferior, o que produz
bolhas ascendentes e gera mistura aleatoria. No airlift, a circulagcao do fluido ¢ determinada
pela concepgdo do fotobiorreator, que tem se¢des caracteristicas. No riser, o gas € injetado na
parte inferior e o fluxo de gés e liquido ¢ principalmente ascendente. No downcomer, que ¢
paralelo ao riser, o fluxo de gas ¢ predominantemente descendente. Em operacao, verifica-se
uma motriz dada pela diferenga de densidade entre as duas segdes, o que gera um gradiente de
pressdo necessario para a recirculacdo. A base efetua a ligagdo entre o riser € o downcomer, e
na grande maioria dos projetos de reatores airlifi € muito simples. Esta secdo pode influenciar
na velocidade de liquido, no fluxo de sdlidos, € na fracao total de gas disperso no sistema

(MERCHUK & GLUZ, 2002).

O separador de gases ¢ a secdo que conecta o riser ao downcomer pelo topo,
facilitando a recirculagdo do liquido e o desprendimento de gases. Configuragdes que
permitam um tempo de residéncia do gas que seja maior que o tempo necessario para as
bolhas de ar se desprender minimizam a fragao de gas recirculante no downcomer. Momento,
transferéncia de massa e de calor serdo diferentes em cada secdo, mas a geometria de cada
uma pode influenciar o desempenho das outras, j& que as quatro estdo interligadas

(MERCHUK & GLUZ, 2002).

Os reatores airlift podem ser agrupados em dois tipos principais, os de circulacio
externa, no qual a circulacdo ocorre em canais separados e distintos, € os de circulagdo
interna, no qual defletores sdo colocados estrategicamente no vaso para criagdo dos canais
necessarios a recirculacao. Os projetos de ambos os tipos podem ser modificados, levando a
variagoes na dindmica dos fluidos, no desprendimento de gases e nas taxas de fluxo das vérias

fases. Em geral, enquanto o gas holdup (fracdo volumétrica de gas dissolvida na dispersao
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gas-liquido) para coluna de bolhas e reatores airlift de tubos concéntricos com circulagao
interna tende a ser muito similar para situagdes idénticas, o gas holdup e o kya para reatores
de loop externo ¢ normalmente menor (CHISTI, 1989; MERCHUK & GLUZ, 2002). A
Figura 2.7 retne alguns exemplos comuns de configuracdo de reatores airlift e das segdes

responsaveis pelo desprendimento de gases.

Saida de gas Saida de gas Saida de gés

A A |

v 9 b

Entrada de gas Entrada de gas Entrada de gés
(a) (b) (©)
W W0 e
(d) (e)

Figura 2.7: Configuragdes usuais para reatores airlift. (a) Circulagdo interna. (b) Circulagao
interna por tubos concéntricos. (c) Circulacdo externa. (d) Modelos de
separadores de gases para ailifts de circulagdo interna. (d) Modelos de

separadores de gases para ailifts de circulagdo externa. (Fonte: adaptado de
MERCHUK & GLUZ, 2002).

Os reatores do tipo airlift sdo capazes de proporcionar as mesmas condi¢des que
fermentadores de tanque agitado convencionais, como interface gas-liquido para trocas
gasosas, homogeneiza¢do para distribuicdo adequada de nutrientes e minimizacdo de danos

causados pela adicdo de acidos ou bases para controle de pH. Possibilita também controle de
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temperatura e um ambiente livre de contamina¢do. Uma das vantagens dos reatores air/ift esta
associada a minimizacdo das for¢cas de cisalhamento em relagdo aos fermentadores
convencionais, onde a energia ¢ introduzida focalmente por meio de um agitador. A diferenca
de pressdo entre o riser € o downcomer, ocasionada pelas diferentes fracdes gas-liquido
nessas regides, distribui as for¢as de cisalhamento, o que favorece bastante o crescimento de
células sensiveis como as de vegetais ¢ mamiferos (MERCHUK & GLUZ, 2002; TREDICI,
2004).

Além de apresentar mistura eficiente com baixa tensdo de cisalhamento, outras boas
perspectivas para fotobiorreatores airlift € coluna de bolhas incluem sua transferéncia de
massa alta, classificadas entre as maiores entre sistemas agitados e o baixo consumo de
energia. Isso deve ser contrabalancado com suas desvantagens, que incluem a exigéncia de
um volume minimo de liquido para seu funcionamento, que permita a comunicagdo entre
riser € downcomer, seu custo e sua escalabilidade. No caso especifico da producao de
microalgas, uma vez que o didmetro e altura ndo podem ser muito maiores em funcdo da
absorcdo de luz e trocas gasosas, um grande niimero de unidades seria necessario para
constru¢do de uma planta comercial, por exemplo. (MATA, MARTINS & CAETANO,2010;
MERCHUK & GLUZ, 2002).

O comportamento hidrodindmico de reatores de coluna de bolhas e reatores airlift é
muito diferente. A principal diferenca € que nos reatores airlift a taxa de circulagdo do liquido
depende e ¢ determinada pela taxa de fluxo de gas, enquanto que nos fotobiorreatores de
colunas de bolhas o fluxo de liquido ¢ independente do fluxo de gas. A possivel faixa de
operacdo de reatores airlift em termos velocidades superficiais de gas e liquidos ¢ mais ampla

do que para reatores de coluna de bolhas (CHISTI, 1989).

2.3 Colheita e Processamento de Biomassa de Microalgas

A recuperagdo da biomassa de microalgas, que geralmente requer uma ou mais fases
de separacdo de liquidos e solidos, ¢ uma fase desafiadora do processo de producdo de

biomassa de algas, e corresponde a uma porcentagem entre 20 ou 30% dos custos totais de
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produgdo. Os processos envolvidos incluem floculagdo, filtragdo, flotagdo e centrifugagao,
alguns dos quais requerem bastante energia. Densidades celulares baixas (normalmente na
faixa de 0,3 a 5 gI") e o pequeno tamanho de algumas células de microalgas tornam a
recuperacdo da biomassa dificil. A selecdo de tecnologia de colheita ¢ fundamental para a
produgdo econdmica de biomassa de microalgas. A sele¢do de espécies mais faceis de colher
€ necessaria, como por exemplo a de Spirulina, que tem formato de espiral e tamanho entre 20

e 100 pm de comprimento (GRIMA et al., 2003; BRENNAN & OWENDE, 2010).

A escolha da técnica de colheita ¢ dependente das caracteristicas das microalgas, como
por exemplo tamanho, densidade e valor dos produtos alvo. Geralmente, a colheita de
microalgas ¢ um processo de dois estagios, envolvendo (GRIMA et al., 2003; BRENNAN &
OWENDE, 2010):

a) Colheita da biomassa: visa a separacdo da biomassa da suspensdo. Os fatores de
concentragdo para esta operagdo sdo geralmente de 100 a 800 vezes para chegar a 2-7% de
matéria solida total. Isso vai depender da concentragdo inicial de biomassa e tecnologias

utilizadas, incluindo flota¢do, floculagdo, ou sedimentagdo por gravidade.

b) Concentragdo: o objetivo ¢ concentrar a cultura por meio de técnicas como a
centrifugacdo, filtracdo e agregagao por ultrassom, por isso, geralmente ¢ uma etapa mais

intensiva de energia do que a colheita de biomassa.

Concentrados algaceos (tipicamente com 5 a 15% de solidos secos) sdo pereciveis e
devem ser tratados rapidamente apos a colheita; desidratacdo ou secagem sdo comumente
usadas para estender sua vida viabilidade, dependendo do produto final requerido. Os
métodos que tém sido usados incluem a secagem ao sol, secagem em prateleira em baixas
pressdes, secagem em prateleira, secagem em tambor, secagem em leito fluidizado,
liofilizagio e tecnologia de secagem Refractance Window™ (GRIMA et al., 2003;
BRENNAN & OWENDE, 2010).

Secagem ao sol ¢ o método mais barato de desidratacdo, mas as principais
desvantagens incluem longos tempos de secagem, a exigéncia de grandes superficies de

secagem e o risco de perda de material. Secagem em prateleira € comumente usado para a
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extragdo de produtos de alto valor, mas ¢ relativamente caro e pode causar uma deterioragao
significativa de pigmentos naturais de algas. A liofilizacdo ¢ igualmente cara, especialmente
para operagdes de grande escala, mas facilita a extracdo de 6leos. Elementos intracelulares,
tais como Oleos, sdo dificeis de extrair a partir da biomassa umida com solventes, sem
rompimento celular, mas s3o extraidos mais facilmente a partir da biomassa liofilizada

(GRIMA et al., 2003; BRENNAN & OWENDE, 2010).

Para extragdo de componentes como lipidios, por exemplo, geralmente a extracao ¢
realizada por meio de solventes organicos. Alguns processos podem facilitar a extragdo, como
a extragdo enzimatica, que utiliza enzimas para degradar a parede celular. Efeito semelhante
pode ser promovido por um choque osmotico, ou seja, uma reducdo brusca da pressdo
osmotica pode levar as células em uma solucao de ruptura. Alternativamente a extragdo com
solventes organicos, pode-se utilizar fluido supercritico, onde CO, ¢ liquefeito sob pressao e
aquecido até o ponto que tem as propriedades de um liquido e gés, agindo como solvente na

extracao do o0leo (AMIN et al., 2009).

As tecnologias de conversao para a utilizagdo energética de biomassa de microalgas
podem ser separadas em quimicas, termoquimicas e biologicas. Fatores que influenciam a
escolha do processo de conversao incluem o tipo e a quantidade de matéria-prima da
biomassa, a forma desejada de energia, aspectos econdmicos, projeto especifico e a forma

final desejada do produto (BRENNAN & OWENDE, 2010).

A conversdo termoquimica geralmente abrange a decomposicao térmica do material
organico constituinte da biomassa para produgdo de produtos combustiveis e € alcangavel por
diferentes processos como gaseificacdo, liquefacdo, pirdlise, combustdo direta e
hidrogenacdo. Os processos biologicos de transformacdo de energia de biomassa em outros
combustiveis incluem a digestdo anaerdbia, fermentacdo alcodlica e produgdo de hidrogénio
fotobiologica (GRIMA et al., 2003; BRENNAN & OWENDE, 2010). O fluxograma da
Figura 2.8 apresenta os principais métodos de processamento de microalgas para fins

energéticos e os respectivos produtos majoritarios formados.
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Figura 2.8: Processos utilizados no processamento de biomassa algacea. (Fonte: adaptado de
AMIN et al., 2009; BRENNAN & OWENDE, 2010).

Na conversdo quimica destaca-se a transesterificagdo do oleo de microalgas, que
requer, portanto, etapas prévias de extragdo do mesmo. Na transesterificacdo, ¢ obtido
biodiesel, a partir da conversao de trigliceridios na presenca de alcool (geralmente metilico) e
um catalisador (acido ou base). Esta aplicagdo ¢ o objetivo de muitas das pesquisas atuais
relacionadas a producao de energia a partir de microalgas. Para o biodiesel de algas ser aceito
em substituicdo a combustiveis fosseis, as suas propriedades devem ser iguais ou exceder o
Padrio Internacional de Biodiesel para Veiculos (EN14214). Oleos de algas contém um alto
grau de acidos graxos poliinsaturados quando comparados aos 6leos vegetais, 0 que o torna
suscetivel a oxidacdo em armazenamento ¢ limitam sua utilizagdo. No entanto, o biodiesel de
algas possui caracteristicas fisicas e quimicas semelhantes ao diesel de petroleo, ao biodiesel
de primeira geragcdo a partir de culturas oleaginosas (AMIN et al, 2009; BRENNAN &
OWENDE, 2010).

O biodiesel de algas tem véarias vantagens sobre o diesel de petroleo: ¢ derivado de
biomassa e, portanto, ¢ renovavel; ¢ biodegradavel; é atdoxico e contém niveis reduzidos de

particulas, monoxido de carbono, fuligem, hidrocarbonetos e SOx. Comparado a primeira
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geracdo de biodiesel (proveniente de 6leos vegetais) o biodiesel de algas ¢ mais adequado
para uso na industria de aviagdo, onde os pontos de congelamento e baixa densidade de alta
energia sao critérios fundamentais. Outra grande vantagem do biodiesel de algas ¢ de redugao
das emissdes de CO, em até 78% em comparacdo com as emissoes de diesel de petroleo. A
grande limitacdo do uso de biodiesel de microalgas estd relacionada aos custos, que

atualmente ndo sao competitivos (BRENNAN & OWENDE, 2010).

2.4 Delineamento Composto Central Rotacional

Em muitas areas do conhecimento, quando se esta iniciando o estudo de determinado
sistema ou processo, ¢ comum a utilizagdo de estratégias de otimizacdo por meio de
experimentos. E incontestavel que a utilizagdo de um estudo de planejamento fatorial reduz
ensaios, custos € melhora a qualidade de informag¢des quando comparado a uma metodologia
que avalie somente uma variavel por vez, principalmente se for realizado explorando todo
espago experimental através de um delineamento composto central rotacional. Antes de
definir o procedimento experimental mais adequado, deve-se conhecer o maximo possivel
sobre o processo estudado, para a escolha correta das variaveis de investigacdo, suas faixas de
estudo e as respostas de interesse. Além disso, a escolha do planejamento adequado passa
pelo numero de varidveis independentes e da viabilidade do nimero de ensaios que podem ser
realizados, pois hd um numero minimo de experimentos requeridos para que a discussdo de
resultados e a interpretacdo estatistica ndo fiquem comprometidas. No caso de duas ou trés
variaveis independentes, ¢ recomendado ndo realizar um planejamento fatorial fracionado e
sim um delineamento composto central rotacional completo (RODRIGUES & IEMMA,
2009).

Um problema potencial no uso de planejamentos fatoriais de dois niveis € a suposi¢ao
de linearidade dos fatores e naturalmente, mesmo que a linearidade ndo seja perfeita, o
sistema podera ser representado de forma aproximada. A inser¢ao de termos de interagao aos
efeitos principais ou de primeira ordem contribui na representagdo de curvaturas, mas em

alguns casos ¢ necessdria ainda a insercdo de fatores quadraticos ou de segunda ordem,
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resultando na Equagdo genérica 2.8, chamada modelo de superficie de resposta de segunda
ordem
k k
— 2
y=By+ Y Bx,+ D> Bixx,+D Bxi+e (2.8)
j=1 i<j j=1
onde y representa a varidvel dependente, os termos S representam os coeficientes de
regressao, os termos x representam as variaveis independentes respectivas, € representa o erro,
k k
2 .
e as parcelas Z Bix;, Zz XX Z B;x; representam os termos relacionados aos
Jj=1 i<j j=1
efeitos de primeira ordem, interacdo e segunda ordem, respectivamente (MONTGOMERY,

2001).

Para o caso de trés variaveis independentes, para avaliar dez efeitos, conforme a
Equagdo 2.9, € necessaria a realizacao de dezessete ensaios, oito ensaios representados pelos
vértices do cubo da Figura 2.9, seis ensaios nos pontos axiais e trés ensaios repetidos no ponto
central. A adi¢io de pontos centrais a um planejamento fatorial 2* convencional permite, além
de uma estimativa independente do erro a ser obtido, avaliar a hipotese de linearidade da
regido em estudo. Uma razdo importante para fazer repetigdes no ponto central € que eles nao
afetam a estimativa usual dos efeitos em um planejamento 2*. Ainda, a inclusio de pontos
axiais aumenta o nimero de pontos independentes no experimento, aumentando os graus de
liberdade e permitindo o calculo de todos os efeitos desejados, lineares, de interacdo e
quadraticos. Se um planejamento fatorial 5° fosse utilizado nesse caso, seriam necessarios
cento e vinte e cinco testes para testar todas as combinagdes, o que seria demorado, de custo
muito alto e desnecessario; além disso, nenhuma informagao a respeito da reprodutibilidade

do processo estaria disponivel sem fazer experimentos adicionais (MONTGOMERY, 2001).

2 2 2
v =By + Bix + Boxy + Bixs + B X, + BiiX Xy + BoiXoXs + Bix; + By Xy + P (2.9)
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Figura 2.9: Delineamento composto central para trés variaveis de estudo. (Fonte: RODRIGUES
& IEMMA, 2009).




Capitulo 3

Materiais e Métodos

Neste capitulo serdo apresentados os materiais e métodos utilizados na realizacéo
desse trabalho, detalhando a infraestrutura utilizada no Departamento de Engenharia Quimica
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, a concepcdo e montagem da planta

laboratorial que possibilitou o estudo, e as analises realizadas.

3.1 Material de Laboratério, Esterilizacdo, Manipulacdo e

Armazenamento

A vidraria utilizada na manutencdo e preparacdo dos inéculos de Nanncochloropsis
oculata consistiu basicamente de erlenmeyers, frascos para armazenamento, tubos de ensaio,
béqueres, pipetas de Pasteur de vidro, pipetas regulaveis, ponteiras, dentre outros. Como
tampas de erlenmeyers foram utilizadas buchas feitas de algoddo hidrofobo e ataduras de
crepom, cobertas com folhas de papel aluminio até sua utilizacdo. Todo material de vidro
utilizado foi devidamente lavado, enxaguado com agua destilada e esterilizado em a 121 °C,
2 bar, por 30 min, salvo materiais que ndo permitiam a esterilizacdo em funcdo do material ou
tamanho, que serdo mencionados no momento oportuno. Quanto as solucBes estoque

utilizadas na preparacdo do meio de cultivo, foram igualmente autoclavadas, com excecao da
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solucdo de vitaminas, que foi esterilizada por meio de filtros com poros de 0,22 pum para
evitar degradacédo térmica (HARRISON & BERGES, 2005).

A manipulacdo dos indculos, solugdes, meios de cultivo e vidraria esterilizadas
ocorreu, sempre que possivel, dentro de uma capela de fluxo laminar vertical dotada de
sistema de filtracdo de ar e lampadas com radiacdo UV (detalhes da operagéo da autoclave e
capela de fluxo laminar no Apéndice A Secdes A.2 e A.3). As solucBes estoque foram
armazenadas em refrigerador (8 °C), com excecdo das vitaminas, que foram congeladas
(-18 °C) para utilizagdo conforme a demanda. (KAWACHI & NOEL, 2005).

3.2 Meio de Cultura

O meio de cultura f/2, largamente utilizado em pesquisas com microalgas marinhas,
foi utilizado para manutencdo do banco de células, preparacdo de indculos e também nos
experimentos. Para o preparo do meio de cultivo foi utilizada sempre agua destilada. Os
reagentes utilizados e a composicao padrdo do meio /2 podem ser visualizados na Tabela 3.1.
Detalhes da preparacdo de solugdes estoque e dos reagentes utilizados podem ser vistos no
Apéndice A Secdes A.4.1 e A.5. O pH final do meio preparado dessa forma foi de 8,2, dado
por um medidor de pH de bancada. Ja a salinidade do meio foi de 33 + 1 g.I", medida com um

refratbmetro apropriado.
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Tabela 3.1: Composigdo do meio f/2.

« i - Concentracdo  Concentracédo
Solucéo (volume no meio final) Reagente utilizado solucio estogue meio /2
Solucéo salina (1000 ml) Sal marinho 33,3g.I" 33+1g.l*
Nitrato (1 ml) NaNOs3 759.1" 75 mg.I*
Fosfato (1 ml) NaH,P04.H,0 5g.I" 5mg.I"
Silicato (1 ml) Na,Si03.9H,0 30g.I" 30 mg.I*
CuS04.5H,0 9,8 mg.I* 9,8 pg.I*
(<5}
g; ZnS0,.7H,0 22,2 mg.I* 22,2 pg.I*
B CoCl,.6H,0 10 mg.I* 10 pg.I*
S Metais-traco (1 ml) MnCl,.4H,0 180 mg.I* 180 pg.I*
3 Na;M004.2H;0 6,3 mg.I" 6,3 pug.I”
FeCls.6H,0 3,15 g.I" 3,15 mg.I*
Na,EDTA 4,36 g.I" 4,36 mg.I"*
Tiamina (B,) 100 mg.I"* 100 pg.I*
Vitaminas (1 ml) Cianocobalamina (Bj,) 0,5 mg.I" 0,5 pg.I*
Biotina (B-) 0,5 mg.I" 0,5 ug.I*

Fonte: (GUILLARD, 1975 apud LOURENCO, 2006).

3.3 Manutencéo do Banco de Células de Nannochloropsis oculata

A cepa da microalga Nannochloropsis oculata utilizada nesse estudo foi cedida pelo

Laboratorio de Ecologia de Fitoplancton e Microrganismos Marinhos, da Universidade

Federal do Rio Grande (FURG). A manutencéo do banco de células dos indculos foi realizada

em uma incubadora dotada de controle de temperatura e fotoperiodo, construida no

laboratdrio a partir dos seguintes itens: um refrigerador; um aquecedor termoventilador; um

controlador e indicador de temperatura; quatro lampadas fluorescentes; um compressor, um

temporizador para controle de fotoperiodo; e um rotametro de ar. A camara incubadora

montada pode ser vista no Apéndice A Sec¢édo A.6.

Para manutencdo de um banco de células, independente dos in6culos preparados para

experimentos, foram adotados dois procedimentos:



48

3. MATERIAIS E METODOS

a)

b)

Repicagem em tubos de ensaio de 20 ml (volume (til de 10 ml): temperatura de 25 +
1 °C, fotoperiodo de 12 h: 12 h luz/escuro e luminosidade média de 5170 + 650 lux,
dependendo da localizacdo dos tubos na incubadora. Foram mantidos sempre trés
tubos, cada um representando uma geracgao dada por repicagens com intervalo entre 10
a 15 dias, isto é, o primeiro tubo gerou o segundo, que gerou o terceiro, e assim
sucessivamente. Cada repicagem foi realizada na proporgéo de 1:10 (1 ml da cultura
antecessora para 9 ml de meio de cultura novo). Os tubos foram agitados suavemente

de forma manual uma vez ao dia.

Repicagem em erlenmeyers de 1000 ml (volume atil de 400 ml): temperatura de 25 +
1 °C, fotoperiodo de 12 h: 12 h luz/escuro, luminosidade media de 3810 + 400,
dependendo da localizagéo dos recipientes na incubadora. Foram mantidos sempre trés
erlenmeyers, cada um representando uma geracdo dada por repicagens com intervalo
entre 10 a 15 dias. Ao contrario dos tubos, um primeiro indculo deu origem aos trés
sistemas e cada um foi repicado independentemente para erlenmeyers de igual volume
nos procedimentos seguintes. Cada repicagem foi realizada na proporc¢éo de 1:10 (40
ml da cultura antecessora para 360 ml de meio de cultura novo). Os erlenmeyers foram

agitados suavemente de forma manual uma vez ao dia.

Para gerar os inoculos utilizados nos experimentos, diferentes procedimentos foram

adotados de acordo com as variaveis estudadas nos Experimentos 1 e 2, por isso a

metodologia utilizada sera descrita nas Se¢des 3.6.1 e 3.6.2.

3.4 Fotobiorreator Airlift Utilizado nos Experimentos

O modelo de fotobiorreator airlift de circulacdo interna utilizado nesse estudo foi

construido em acrilico transparente, apresenta formato retangular e tem as dimensfes

especificadas na Figura 3.1, com volume Gtil médio de 3195 + 54 ml cada. A aeracdo do

sistema é feita por duas pedras porosas situadas na parte inferior do riser. Ja a troca térmica

do sistema é promovida pelo bombeamento de uma corrente de agua através de tubos de aco

inox 316 localizados no downcomer do fotobiorreator. Para coleta de amostras, hd um orificio
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na tampa do fotobiorreator. Para saida de gas h4 um pequeno condensador em formato de
baldo, para evitar perda de liquido por arraste, adaptado apds testes iniciais onde houve

problemas nesse sentido, conforme sera discutido no proximo Capitulo.

Para fins de caracterizacdo do potencial de transferéncia de massa do fotobiorreator
em estudo, foi determinado seu coeficiente volumétrico de transferéncia de massa da fase
liquida (k.a) através do método dindmico, detalhado na Secdo 3.9. A determinagdo foi
realizada na temperatura de 19 °C, a menor da faixa de estudo utilizada nessa dissertacéo, e
nas vazdes de ar (500, 750, 1000 ml.min™"), com determinacdes em duplicata. Para isso foi
utilizado um medidor de oxigénio dissolvido (célula polarografica de Clark). Apés sua
calibracdo, todo o oxigénio dissolvido no liquido foi retirado através da injecdo de N, gasoso
por alguns minutos. Em seguida, foi retomada a aeracdo do sistema na condicéo desejada e 0s
dados de concentragdo de O, dissolvido foram coletadas de cinco em cinco segundos pela
saida RS-232 do oximetro (CHISTI, 1989; RECH, 2003).
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Figura 3.1: Fotobiorreator airlift plano de circulacdo interna utilizado nesse estudo. (a) Vista
frontal. (b) Vista lateral. As dimensdes cotadas estdo na escala de milimetros.
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3.5 Montagem e Operacao da Planta de Fotobiorreatores

Os experimentos com microalgas em geral necessitam de dias de observacdo, ao
contrario de outros micro-organismos como bactérias e leveduras, que levam horas para serem
concluidos. O objetivo desse trabalho contempla um planejamento experimental que
necessitaria de no minimo uma dezena de experimentos para ser concretizado. Com o objetivo
de minimizar o tempo de realizagdo dos experimentos, uma planta com doze fotobiorreatores
foi construida, que possibilita a realizacdo de um delineamento composto central rotacional
completo com trés variaveis em apenas duas bateladas.

A concepgdo da planta permite, num primeiro momento, que as variaveis citadas a
seguir apresentem trés valores (ou niveis) diferentes numa mesma batelada de experimentos:
concentracdo de CO; na corrente de aeracdo, temperatura e intensidade luminosa (ou
fotoperiodo). Além disso, outras variaveis como vazao da corrente de aeragdo e concentragdo
de nutrientes podem ser fixadas individualmente em cada fotobiorreator. A Figura 3.2 traz
uma representacdo esquematica e algumas imagens da planta, que possui trés prateleiras de
aco de 120 cm de comprimento, 40 cm de largura e 69,5 cm de altura, podendo comportar até

seis fotobiorreatores em cada uma delas.
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Circuito de Lampada
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Figura 3.2: Planta de fotobiorreatores. (a) Representacdo esquematica de uma das
prateleiras. (b) Painel de controle. (c) Em operacdo nos experimentos com
microalgas. (d) Em operac¢do somente com &gua.

Para aeragdo dos fotobiorreatores foram utilizados compressores de ar e um cilindro de
CO; industrial (Figura 3.3). Para medir a vazdo das correntes de ar e CO; relativas a cada
composicao planejada, e também as vazdes respectivas a cada fotobiorreator foram utilizados

rotametros de ar de 100, 250, 500 (CO;) e 2500 ml (ar), respectivamente. Para otimizar e
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confirmar a eficiéncia das misturas nas composicoes desejadas, foi adotada a recalibragdo dos
rotdmetros através de um bolhémetro e por um medidor digital de fluxo (resultados no
Apéndice A Secdo A.7). Além disso, as misturas de ar e CO, analisadas em um cromatdgrafo
gasoso com detector de condutividade térmica, utilizando uma coluna Porapack Q (12 pés de
comprimento) a 60 °C, hélio como gés de arraste e temperatura do injetor de 100°C. Amostras
de 600 pl de cada uma das misturas foram coletadas e analisadas considerado fatores de

resposta, cujos dados serdo posteriormente apresentados no Apéndice B.
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Figura 3.3: Representacdo esquematica do sistema de aeracdo da planta de fotobiorreatores.

Trés circuitos de tensdo regulavel foram acoplados aos sistemas de iluminacdo de cada
uma das prateleiras (Figura 3.2 a), permitindo modificar o fluxo de fotons dado pelas duas
lampadas fluorescentes, que foi monitorado por meio de um luximetro a partir da conversédo
estabelecida pela Equacdo 3.1 (EGC, 2010). Nas medidas de intensidade luminosa com o
luximetro, foi mantida sempre a mesma posi¢do do sensor na superficie do fotobiorrator: no

seu centro a altura de aproximadamente 18,25 c¢cm, na face onde a luz incide (riser). Dessa
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forma, o sensor é posicionado entre as duas lampadas de maneira simétrica (Figura 3.4). Um
temporizador também foi acoplado a cada uma das prateleiras, permitindo modificacdes no
fotoperiodo de luz/escuro as quais as microalgas sdo submetidas.

74lux =1zmol fotonsm?.s™ =1E.m~?s™ (3.1)

Como fluido de refrigeragdo/aquecimento foi utilizada agua destilada armazenada em
trés bombonas de 20 |, cujas temperaturas foram controladas por meio de trés indicadores e
controladores digitais de temperatura, cada qual acoplado a um sensor termopar inserido nas
bombonas. Em cada um dos reservatdrios foi montado um sistema de troca térmica, sendo o
aquecimento provido por aquecedores elétricos de aquario e o resfriamento dado pela
circulacdo de agua em serpentinas de aluminio, agua essa proveniente de um banho de
refrigeragdo compartilhado pelas trés bombonas (Figura 3.4). A temperatura ambiente foi
mantida na faixa de 23 a 29 °C através da climatizacdo da sala com ar condicionado, que
permaneceu ligado durante os experimentos. A temperatura no interior de cada fotobiorreator
foi monitorada diariamente por meio de um termdmetro de bulbo. Assim como para as
medidas de luminosidade, foi estabelecido um ponto especifico dos fotobiorreatores para
coleta de amostras, localizado no downcomer, entre os tubos de aco para troca térmica,

conforme a Figura 3.5.

Detalhes sobre os equipamentos utilizados para o desenvolvimento deste trabalho,
bem como a precisdo dos instrumentos utilizados nas medidas de temperatura, intensidade

luminosa e vazao de gases estdo apresentados no Apéndice A Secdo A.4.
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Figura 3.5: Fotobiorreator airlift. (a) Vista frontal. (b) Vista lateral. O ponto azul indica o
ponto de coleta de amostras e ponto vermelho indica o local de posicionamento
do sensor de luminosidade do luximetro.
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Para ligacdo entre os fotobiorreatores e o0s sistemas de aeracao e troca térmica foram
utilizadas mangueiras de silicone conectadas a pinos metalicos constituintes da tampa de cada
um dos sistemas. Por ser construido em acrilico e devido ao material constituinte dos
aeradores (pedra porosa) o fotobiorreator ndo pode ser esterilizado em autoclave; em funcéo
disso foi adotado um procedimento de assepsia momentos antes do inicio dos experimentos.
Filtros de ar feitos com algoddo hidr6fobo foram conectados as correntes de aeracdo dos
fotobiorreatores, que foram acionadas. Cada um dos sistemas foi preenchido com &gua
destilada e 300 pl de hipoclorito de sddio 10-12% foi adicionado. Apds 1h, adicionou-se 1 ml
de soluco de tiossulfato de sddio 50 g.I" para neutralizacio do cloro residual. Em seguida, o
contetdo liquido do fotobiorreator foi sugado através do orificio para coleta de amostras por
uma mangueira de silicone esterilizada ligada a uma bomba peristéltica. Rolhas de silicone

autoclavadas foram utilizadas como tampa do orificio para coleta de amostras.

3.6 Planejamento Experimental

Considerando estudos anteriores em diferentes sistemas de cultivo, mencionados na
Secdo 2.1.6, este trabalho primeiramente teve como varidveis de interesse temperatura,
intensidade luminosa e concentracdo de CO; na corrente de aeracdo. Posteriormente, por fatos
que serdo discutidos no Capitulo 4, esta Gltima varidvel de estudo foi substituida pela
concentracdo de nitrato no meio de cultivo. As respostas estatisticamente avaliadas, seguindo
uma metodologia de superficie de resposta, foram maxima concentracdo de biomassa (ou seja,
a concentracdo de biomassa obtida no término do periodo experimental), taxa instantanea de

crescimento no periodo exponencial e teor de lipidios em biomassa liofilizada.

3.6.1 Experimento 1

Na primeira etapa desse estudo seguiu-se um delineamento composto central
rotacional, conforme a Tabela 3.2. Os experimentos foram realizados com salinidade de

33 + 1 g.I", fotoperiodo 12h: 12h luz/escuro e vazéo de ar de 0,25 v.v.m, ou Seja, vazdo de
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750 ml.min™ de ar. O inéculo para os cultivos foi preparado na incubadora em erlenmeyer de
6 1, com 4 | de cultura, salinidade de 33+1 g.I", 25 + 1 °C, intensidade luminosa de 6200 +
500 lux, fotoperiodo 12h: 12h luz/escuro, e alimentacdo constante de ar filtrado sem adicdo de
CO; de 0,25 v.v.m, ou seja, 1 L.min™ de ar.

Tabela 3.2: Matriz de planejamento experimental do Experimento 1.

Identificacio do Temperatura (°C) CO2 (% viv) Intensidade_zlu_rlnigosa
experimento (x1) (x2) (lux - pE m™s™) “(xs)
(Posigo na planta) * Valores codificados e originais das variaveis de estudo

P2-2 -1 21 -1 2,0 -1 5000 - 68

P2-1 1 27 -1 2,0 -1 5000 - 68

P2-4 -1 21 1 4,0 -1 5000 - 68

P2-3 1 27 1 4,0 -1 5000 - 68

: P3-2 -1 21 -1 2,0 1 9000 - 122
g P3-1 1 27 120 1 9000 - 122
g P3-4 -1 21 1 4,0 1 9000 - 122
P3-3 1 27 1 4,0 1 9000 - 122

P1-1 0 24 0 3,0 0 7000 - 95

P1-2 0 24 0 3,0 0 77000 - 95

P1-3 0 24 0 3,0 0 7000 - 95

Eg:; -1,68 19 0 3.0 0 7000 - 95

P3-2 1,68 29 0 3,0 0 7000 - 95

N P3-3 0 24 -1,68 1,3 0 7000 - 95
c:ci: P3-4 0 24 1,68 47 0 7000 - 95
§ P2-1 0 24 0 3,0 -1,68 3636 - 49
P2-2 0 24 0 3,0 1,68 10364 - 140

P2-3 0 24 0 3,0 0 7000 - 95

P2-4 0 24 0 3,0 0 7000 - 95

" Por exemplo, P2-1 refere-se ao 12 reator da 22 prateleira da esquerda para a direita.
274 lux = 1 pE m?s™ (Fonte: EGC, 2010).
(Fonte: RODRIGUES & IEMMA, 2009).
Foi determinada uma curva para verificar o fim da fase logaritmica de crescimento das
células, pois segundo YUAN-KUN & HUI (2004) e LOURENCO (2006), a fase de adaptacao

é reduzida se células nesse estdgio de crescimento sdo utilizadas como indculo. Nessa
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dissertacdo, o final da fase logaritmica dos indculos foi considerado quando a absorbéncia
atingiu o valor unitario. O tempo determinado foi de 10 dias, portanto indculos com
aproximadamente esse periodo de cultivo foram utilizados indculos nos fotobiorreatores. A
relagdo indculo/ meio de cultura inserida nos fotobiorreatores no inicio dos experimentos é de
1:10; dessa forma, aproximadamente 300 ml de in6culo e 2700 ml de meio de cultura fresco
foram adicionados em cada fotobiorreator. Duas bateladas de experimentos seriam necessarias
para a conclusdo dos experimentos relativos ao planejamento experimental proposto, porém

somente a primeira delas foi realizada, conforme sera discutido.

3.6.2 Experimento 2

Na segunda etapa desse estudo a variavel de estudo concentracdo de CO, na corrente
de aeracdo foi substituida pela variavel concentracdo de nitrato no meio de cultivo. O
delineamento composto central rotacional foi mantido e a nova matriz pode ser vista na
Tabela 3.3. Os experimentos foram realizados com salinidade de 33 + 1 g.I™, fotoperiodo 12h:
12h luz/escuro e vazdo de ar de 0,25 v.v.m, ou seja, vazao de 750 ml.min™ de ar. O indculo
para os cultivos foi preparado na incubadora em erlenmeyer de 6l, com 4l de cultura,
salinidade de 33+1 g.I*, 25 + 1 °C, intensidade luminosa de 7260 + 670 lux, fotoperiodo 12h:
12h luz/escuro, e alimentacdo constante de ar filtrado sem adicdo de CO, de 0,25 v.v.m, ou

seja, 1 I.min™ de ar.

Ao todo quatro bateladas foram realizadas seguindo este planejamento experimental,
duas delas utilizando tris-HCI como tampédo de pH e duas sem o reagente, ou seja, dois
experimentos completos foram realizadas. O tampéo tris-HCI de concentracdo aproximada
equivalente a 2 mM da base foi feito a partir de tris-(hidroximetil)-aminometano e HCI, com
pH final de 7,1 (detalhes podem ser vistos no Apéndice A Secdo A.5.7). O meio de cultivo /2
com a adicdo de 1 ml dessa solucdo apresentou pH de 8,2. (LOURENCO, 2006; HARRISON
& BERGES, 2005). Para fins de simplificacdo, nessa dissertacdo 0s pontos experimentais da
matriz apresentada na Tabela 3.3 nos quais houve utilizacdo de tampdo tris-HCI no meio de
cultivo /2 serdo referidos como pertencentes ao Experimento 2A. Ja 0s pontos experimentais
da referida matriz onde ndo houve utilizacdo do tampao seréo referidos como Experimento
2B.



59

Foram determinadas diferentes curvas, com e sem a utilizacdo de tris-HCI, para
verificar o fim da fase logaritmica de crescimento das células (padronizado como valor de
absorbancia igual a 1 nessa dissertagdo) quando elas estdo mais propicias para serem
inoculadas. Os tempos determinados foram de sete e 10 dias, portanto in6culos com
aproximadamente esse periodo de cultivo foram utilizados nos fotobiorreatores dos
Experimentos 2A e 2B, respectivamente. A relagdo indculo/ meio de cultura inserida nos
fotobiorreatores no inicio dos fotobiorreatores € de 1:10; dessa forma, aproximadamente 300
ml de in6culo e 2700 ml de meio fresco foram adicionados em cada fotobiorreator.

Tabela 3.3: Matriz de planejamento experimental do Experimento 2.

Identificacio do Temperatura (°C) | NaNOs; (mg.I™") Intensidade_zlu_Tigosa
experimento (x1) (x2) (lux - pE m™s™) “(xs)
(Posigo na planta) * Valores codificados e originais das variaveis de estudo

p2-2 -1 21 -1 45 -1 5000 - 68

P2-1 1 27 -1 45 -1 5000 - 68

P2-4 -1 21 1 105 -1 5000 - 68

P2-3 1 27 1 105 -1 5000 - 68

= P3-2 -1 21 -1 45 1 9000 - 122
% P3-1 1 27 -1 45 1 9000 - 122
g P3-4 -1 21 1 105 1 9000 - 122
P3-3 1 27 1 105 1 9000 - 122

P1-1 0 24 0 75 0 7000 - 95

P1-2 0 24 0 75 0 77000 - 95

P1-3 0 24 0 75 0 7000 - 95

Eg:; -1,68 19 0 75 0 7000 - 95

P3-2 1,68 29 0 75 0 7000 - 95

~ P3-3 0 24 -1,68 25 0 7000 - 95
c::; P3-4 0 24 1,68 125 0 7000 - 95
§ P2-1 0 24 0 75 -1,68 3636 - 49
p2-2 0 24 0 75 1,68 10364 - 140

P2-3 0 24 0 75 0 7000 - 95

P2-4 0 24 0 75 0 7000 - 95

" Por exemplo, P2-1 refere-se ao 12 reator da 22 prateleira da esquerda para a direita.
274 lux = 1 pE m?s™ (Fonte: EGC, 2010).
(Fonte: RODRIGUES & IEMMA, 2009).
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3.7 Analises Realizadas

A partir do conjunto de experimentos realizados, objetivou-se obter os seguintes
dados: maxima concentracdo de biomassa (g.I™), taxa especifica de crescimento (d™) e teor de
lipidios (% em biomassa liofilizada). A determinacdo desses parametros foi realizada por
meio das metodologias descritas a seguir.

3.7.1 Espectrofotometria Visivel

Para monitorar o crescimento das células foi adotado o método de espectrofotometria
visivel, com medig¢des no comprimento de onda de 570 nm. Uma aliquota de 4 ml de amostra
foi diariamente coletada (preferencialmente no mesmo horério) em cada um dos reatores para
realizacdo das medidas em cubetas de vidro em espectrofotometro (UV-1600 Pro-Analise),
utilizando-se meio de cultivo como branco. Posteriormente, essas medidas foram relacionadas
ao método de determinacdo de peso seco por meio de uma curva de calibracdo. Objetivou-se
sempre medidas de absorbancia até o valor unitario, as amostras que apresentavam maior
absorbéancia foram diluidas (LOURENCO, 2006, CONVERTI et al., 2009; SHENG-Y1 et al.,
2009; SPOLAORE et al., 2006).

3.7.2 Determinacéao de Peso Seco

Depois de finalizados os cultivos, foram realizadas determinacfes de peso seco em
duplicata com amostras dos dois ou trés fotobiorreatores mais representativos na respectiva
batelada em estudo (ponto central e/ou pontos de maior absorbancia), para posterior
correlacdo com as medidas realizadas por espectrofotometria e determinacdo. Com auxilio de
uma bomba de vacuo, aliquotas de volume entre 250 e 500 ml de cultivo de cada um dos
fotobiorreatores foram filtradas em filtros de 0,7 um de porosidade (GF-3 MN) previamente

pesados. Apds o escoamento do liquido, os filtros foram lavados com agua ultrapura para
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remocdo de sal remanescente no filtrado. A transparéncia da agua confirmou a eficiéncia de
retencdo das células no filtro. Em seguida, os filtros foram alocados em vidros de relégio para
secagem em estufa a 105 °C por 24 h. Depois de transcorrido o periodo de secagem, os filtros
foram alocados em um dessecador para evitar a absor¢do de umidade durante o resfriamento
por cerca de uma hora. Imediatamente ap0s a retirada dos filtros do dessecador os mesmos
foram pesados em balanca analitica para determinacdo da biomassa ali contida.
(LOURENCO, 2006; YUAN-KUN & HUI, 2004; SHENG-YI et al., 2009; SPOLAORE et
al., 2006).

Uma vez determinada a biomassa contida no filtro, e conhecendo o volume de
filtrado, foi possivel determinar a concentracdo de biomassa do experimento em questdo e
também dos demais. Com uma aliquota de amostra do mesmo fotobiorreator escolhido
previamente, foram realizadas varias diluicbes para contemplar uma reta de absorbancia
(valores entre 0,1 e 1) versus peso seco com pelo menos cinco pontos, pois conhecendo o
volume de cultura utilizado na diluicdo, também é possivel conhecer a massa ali contida, e
entdo relaciona-la a absorbancia. As diluicdes foram realizadas com meio de cultivo, também
utilizado como branco, e com o auxilio de pipetas regulaveis (100 a 1000 ul) totalizando o
volume de 4 ml, suficiente para preencher a cubeta de vidro. As medidas por
espectrofotometria foram realizadas no mesmo comprimento de onda de trabalho (570 nm). A
partir da equacdo de reta obtida, cada medida diaria de absorbéancia (adimensional) pode ser
transformada para dados de concentracdo de biomassa (g.I"). A obtencdo desses dados
permitiu calcular ndo s6 a produtividade final dos cultivos, mas também a taxa especifica de
crescimento (aplicando a Equacéo 2.3 do Capitulo 2 nos pontos experimentais delimitantes da
fase exponencial de crescimento). (WOOD, EVERROAD & WINGARD, 2005).

3.8 Analise de Lipidios

Com o objetivo de obter medidas confiaveis e de otimizar a extracdo de lipidios, trés
métodos de extracdo foram previamente avaliados nesse trabalho: método Soxhlet, método de
Folch com ultrassom e método de Bligh & Dyer com ultrassom. Uma amostra teste, composta

de biomassa proveniente de varios cultivos (ndo pertencentes ao Experimento 2B), foi
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analisada pelas trés metodologias. Apenas uma delas (metodologia de Folch com ultrassom)
foi escolhida para realizagdo das analises de lipidios relativas ao Experimento 2B, de acordo
com as justificativas que serdo apresentadas no proximo capitulo dessa dissertacéo.

Para obtencdo de biomassa seca para as analises, foram realizadas etapas de
centrifugacdo, congelamento e liofilizagdo. A centrifugacdo das amostras foi realizadas no
mesmo dia em que os cultivos foram encerrados, em uma centrifuga com capacidade para oito
tubos plasticos de 50 ml. O volume total de todos os fotobiorreatores foi centrifugado (cerca
de 3 | cada), com excec¢do das aliquotas utilizadas na determinacdo das retas absorbancia
versus peso seco. Cada amostra foi reduzida a volumes finais de menos de 50 ml. As
condi¢des de centrifugacdo empregadas foram de 4800 rpm (forga centrifuga de 3044 g) por 5
min, a temperatura de 10°C, com 30 s de aceleracédo e 30 s de frenagem do equipamento. Com
auxilio de uma espatula, o concentrado algaceo depositado no fundo dos tubos foi transferido
para recipientes especificos para secagem por liofilizacdo, devidamente identificados. As
amostras foram submetidas a congelamento em ultrafreezer a -40 °C e posteriormente foram
liofilizadas, sob condicdes de -30°C e pressdo muito baixa (< 500 umHg), com tempo médio
de processo entre 24 e 48 h, até verificar-se peso constante. (GRIMA, FERNANDEZ &
MEDINA, 2004 ; BEHRENS, 2005; CONVERTI et al., 2009; SHENG-YI et al., 2009).

3.8.1 Método Soxhlet

Cerca de 500 mg de amostra, devidamente pesados em balanca analitica, foram
colocados no interior da camara de extracdo do extrator Soxhlet utilizado, suportados em
papel filtro quantitativo de 125 mm diametro dobrado em formato cénico. Aproximadamente
120 ml de hexano foram utilizados como solvente, a temperatura 115 £ 5 °C, monitorada por
termdémetro de bulbo e dada por uma manta de aquecimento disposta no fundo do baldo de
ebulicdo. Apos percolacdo do solvente pela amostra por 4 h, com aproximadamente 10
sifonagens, a solucdo contendo os lipidios extraidos foi transferida para um baldo previamente
pesado, de onde o hexano foi removido por meio de um rotaevaporador. O baldo contendo os
lipidios foi transferido pra um dessecador para resfriamento; imediatamente apds sua retirada

efetuou-se a pesagem para determinacdo da massa do analito. A massa obtida dividida pela
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massa de amostra utilizada resulta no teor de lipidios extraido das células (g.g™ de biomassa
liofilizada) (BRUM, ARRUDA & REGITANO-D’ARCE, 2009; CONVERTI, 2009). O
aparato utilizado pode ser visto na Figura 3.6.

Figura 3.6: Extrator Soxhlet utilizado.

3.8.2 Método de Folch com Ultrassom

Cerca de 500 mg de amostra, devidamente pesados em balanca analitica, foram
macerados em cadinho de porcelana com 20 ml de cloroférmio e 10 ml de metanol (Figuras
3.7 ae b). Em seguida, a mistura obtida foi colocada em tubo plastico de 50 ml e mantida em
banho ultrassom (40 kHz) por 90 min (Figura 3.7 c¢). ApGs esse procedimento a amostra foi
submetida a centrifugacdo por 8 min, a 4800 rpm (forca centrifuga de 2214 g), a temperatura
de 4°C, com 30 s de aceleracdo e 30 s de frenagem do equipamento. O sobrenadante,
contendo os lipidios extraidos, foi transferido para outro tubo plastico de 50 ml, onde foram
adicionados cerca de 6 ml de solucéo aquosa de KCl a 0,88%, correspodendo a 1/4 do volume

do sobrenadante. Com o tubo fechado, efetou-se sua agitacdo manual em triplicata, obtendo-
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se duas fases, a superior hidrofilica (aproximadamente 13 ml), e a inferior, de coloragéo

verde, contendo os lipidios (aproximadamente 17 ml).

Removeu-se a fase superior e 4 ml de uma mistura metanol/ 4gua 1:1, correspodendo a
1/4 do volume da fase lipidica remanescente, foram adicionados ao tubo. Nova agitacao
manual em triplicata foi realizada e novamente a fase superior foi removida
(aproximadamente 5 ml). A fase lipidica remanescente (aproximadamente 5 ml) foi filtrada
com sulfato de sodio anidro (Na;SO,) e recolhida em baldo previamente pesado (Figura 3.7
d), de onde o solvente foi extraido por meio de rotaevaporador (Figura 3.7 e). O baldo
contendo os lipidios foi transferido pra um dessecador para resfriamento; imediatamente apds
sua retirada efetuou-se a pesagem para determinacdo da massa do analito (Figura 3.7 f). A
massa obtida dividida pela massa de amostra utilizada resulta no teor de lipidios extraido das
células (g.g" de biomassa seca) (BRUM, ARRUDA & REGITANO-D’ARCE, 2009;
CONVERTI et al., 2009; LOURENCO, 2006; SHENG-YI et al. 2009).

Figura 3.7: Analise de lipidios pelo método de Folch com ultrassom. (a) Maceracdo da
amostra seca. (b) Maceracdo da amostra com solvente. (¢) Banho ultrassom. (d)
Filtracao com Na,SO, anidro. (e) Evaporacdo do solvente. (e) Aspecto final do
baldo contendo lipidios extraidos.
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3.8.3 Método de Bligh & Dyer com Ultrassom

Cerca de 500 mg de amostra, devidamente pesados em balanca analitica, foram
macerados em cadinho de porcelana com 30 ml de cloroformio. Apds a maceragdo foram
adicionados 10 de metanol a mistura, que foi transferida para um tubo plastico de 50 ml,
permanecendo 30 min em banho ultrassom (40 khz). Em seguida, adicionou-se cerca de 12 ml
de solucdo aquosa de NaCl a 1% ao tubo, cujo conteddo foi transferido para um funil de
extracdo e submetido a vigorosa agitacdo para separacdo de fases. A fase lipidica verde
(inferior) foi filtrada para remover particulas e a solugdo recolhida em baldo previamente
pesado, de onde o solvente foi extraido por meio de rotaevaporador. O baldo contendo 0s
lipidios foi transferido para um dessecador para resfriamento; imediatamente ap0s sua retirada
efetuou-se a pesagem para determinacdo da massa do analito. A massa obtida dividida pela
massa de amostra utilizada resulta no teor de lipidios extraido das células (g.g” de biomassa
seca) (BRUM, ARRUDA & REGITANO-D’ARCE, 2009; RANJAN, PATIL &
MOHOLKAR, 2010; SHENG-Y1 et al. 2009).

3.9 Analise Estatistica dos Resultados

Para avaliacdo estatistica dos dados experimentais obtidos, foi utilizado o software
Statistica 7.1 (StatSoft Incorporation). Atraves da metodologia de superficie de resposta foi
avaliada a influéncia das trés variaveis de estudo (independentes) sobre as respostas estudadas
(variaveis dependentes). Foram calculados os efeitos lineares, quadraticos e de interacdo dos
fatores, além do erro puro, significancia estatistica (valor p) e coeficientes t e F. Foi adotado o
nivel de significancia a = 0,05 (5%), o que atesta a significancia dos resultados com 95% de
confianca para as variaveis de resposta. O valor de p esta relacionado ao nivel de significancia
das variaveis de estudo (independentes) sobre as respostas (varidveis dependentes), sendo
possivel afirmar que para valores de p inferiores a 0,05 o efeito do fator é significativo, e para
valores de p maiores que 0,05 o efeito do fator é ndo significativo. Também para os testes t e

F realizados nessa dissertacdo sempre foi adotado nivel de confianca de 95%.
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3.10 Método Dinamico de Determinacéo do k,a

O coeficiente volumétrico de transferéncia de massa da fase liquida (k.a) é o
parametro de caracterizagdo mais importante em fotobiorreatores, pois caracteriza sua
eficiéncia. A etapa determinante na transferéncia de oxigénio (valido para outros gases, como
CO,) para células em cultivo € a sua difusdo através do filme de liquido estagnado em torno
da bolha. Portanto, a taxa de transferéncia de massa pode ser calculada pela Equacdo 3.2

OTR =k, a(C" -C) (3.2)

onde OTR (oxygen transfer rate) é a velocidade de transferéncia de oxigénio por unidade de
volume de fluido (kg.m®s™), k. é o coeficiente de transferéncia de massa da fase liquida, a
representa a area da interface liquido-gas por unidade de volume do fluido (m?.m?®), C é a
concentracdo de oxigénio no meio de cultura (kg.m™) e C” é a concentracdo de oxigénio no
meio de cultura em equilibrio com a fase gasosa (kg.m%), ou seja, a solubilidade do oxigénio
no meio de cultura (RECH, 2003).

A determinacdo do k,a do fotobiorreator em estudo foi realizada através do método
dinamico, utilizado-se um eletrodo de O, dissolvido (célula polarografica de Clark), calibrado
em agua destilada com injecdo de N, gasoso (zero) e pela injecdo de ar (maximo), na
temperatura de 19°C. O fotobiorreator foi preenchido com agua destilada até seu volume util
e 0 sensor foi mergulhado no seu interior, mais especificamente no downcomer. Em seguida,
0 O, dissolvido foi retirado borbulhando-se gas N, no sistema. Apds a remoc¢do do oxigénio,
iniciou-se a aeracdo com ar na vazao e temperatura desejadas, até verificar-se a estagnacéo do
valor de oxigénio dissolvido indicado no equipamento. Nesse procedimento, a variacdo da
concentracdo de O, dissolvido ocorre unicamente devido a aeracdo do meio, conforme a
Equacédo 3.3 (RECH, 2003).

?j—f: k,a-(C"-C) (3.3)

Integrando a Equagéo 3.3 nas condigdes iniciais conhecidas to= 0 e Co = 0, conforme a

Equacdo 3.4
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c t
j —?C =k.a jdt (3.4)
Co=0 (C _C) t,=0

chegamos a Equacao 3.5, que representa uma reta cujo coeficiente angular é —k,a, conforme a
representacédo da Figura 3.8 (RECH, 2003).

In (1-%) — k-t (3.5)

tempo

Figura 3.8: Determinacédo do k a pelo método dinamico.
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Capitulo 4

Resultados e Discussao

O presente capitulo foi segmentado da seguinte forma: as Sec¢des 4.1 e 4.2 apresentam
uma breve descricdo dos experimentos iniciais realizados na planta experimental detalhada no
Capitulo 3. Na Secdo 4.3 séo apresentados e discutidos os principais resultados obtidos nesta
dissertacdo em termos de maxima concentracao de biomassa, taxa instantanea de crescimento
e teor de lipidios em biomassa liofilizada para a Nannochloropsis oculata nas condicdes
estudadas. A analise estatistica e 0 ajuste de modelos quadraticos para estimacéo de dados na

regido de estudo também séo apresentados.

4.1 Experimento 1

A batelada de experimentos relativa ao Experimento 1 (que tinha como variaveis de
estudo temperatura, concentracdo de CO; na corrente de aeracdo e intensidade luminosa) foi a
primeira realizada na planta de fotobiorreatores construida, onde ocorreram alguns problemas
operacionais. O principal deles foi a dificuldade da manutencdo da composi¢éo de CO,
desejada na corrente de aeracdo, ajustada inicialmente por cromatografia gasosa, ja que 0s
rotametros utilizados na dosagem do gas possuiam escala inadequada para tal fim. Os

rotametros foram substituidos por outros de escala adequada, que desta vez foram
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previamente calibrados. Porém, ndo foi possivel confirmar a composi¢do das misturas por
cromatografia gasosa em funcédo da indisponibilidade do cromatdégrafo gasoso utilizado, o que
inviabilizou sua utilizacdo, prejudicando o andamento do estudo. Pela incerteza de que
poderia se manter a varidvel de estudo nos valores e precisdo desejados, optou-se por
substitui-la por outra variavel de interesse no escopo deste trabalho, no caso a concentracéo da

fonte de nitrogénio no meio de cultivo.

Outra adaptacdo proposta para os proximos experimentos foi a adigdo de tampdo tris-
HCI no meio de cultivo, pois SPOLAORE et al. (2006) determinou pH de 8,4 como 6timo
para o crescimento de Nannochloropsis oculata nas suas condi¢des de estudo. Porém, nesta
dissertacdo foram verificados valores de pH proximos de 6 (medidos com papel indicador)
nos experimentos realizados com injecéo de CO,. LOURENCO (2006) indica que a utilizagdo
de tris em quantidades apropriadas € capaz de manter o pH do meio f/2 entre 7,5 e 8,5, fato
comprovado por SHENG-Y1 et al. (2009), que avaliaram a influéncia da injecdo de CO; na
producdo de Nannochloropsis oculata, e relataram a manutencdo do pH em 7,7 com injecao
de 5% de CO; na corrente de aeracdo utilizando 10 mM de tris-base. Porém, LOURENCO
(2006) ainda afirma que o tris pode ser toxico para muitas espécies em concentraces de 10

mM, portanto o recomendado é utilizar valores entre 1 e 5 mM.

Mais detalhes operacionais, resultados das anélises cromatograficas e das calibragdes
dos rotametros, resultados obtidos neste conjunto de experimentos e sua analise estatistica

podem ser verificados no Apéndice B Secédo B.1.

4.2 Experimento 2A

No Experimento 2, o inéculo antecessor aquele destinado para os experimentos da
primeira batelada foi preparado com meio de cultivo j& contendo o tampéo tris-HCI
(preparacdo descrita no Apéndice A Secdo A.5.7). Porém, para a segunda batelada de
experimentos, o indculo foi repicado mais vezes com meio de cultivo contendo o tampéo,
cerca de cinco repicagens contra duas na primeira batelada, fato que pode ter influenciado

para que os dois blocos de experimentos tenham entrado em fase de decaimento do
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crescimento em periodos distintos, respectivamente 6 e 11 dias na primeira e na segunda
batelada. Alem disso, as curvas de peso seco versus absorbancia das duas bateladas
apresentaram regressdes muito diferentes entre si, diferentemente do esperado, conforme o
estudo publicado por SPOLAORE et al. (2006).

Quanto a adicdo de tampdo, embora o pH tenha se mantido entre 7e 8 ao longo do
periodo de experimentos, verificou-se decantacdo de células no fundo dos fotobiorreatores e
também seu acumulo nas pedras porosas para aeracao e tubos de inox para troca térmica, fato
que anteriormente ndo tinha sido verificado em tamanha propor¢do. O acumulo de células
prejudicou a homogeneidade dos experimentos, que, aliado a disparidade entre os periodos de
cultivo prejudicam a tomada de conclusdes concretas a respeito dos efeitos das variaveis. Por
estas raz0es, optou-se por retomar a utilizagcdo do meio f/2 sem tris-HCIl em um novo conjunto
de experimentos relativos ao planejamento experimental apresentado na Tabela 3.3
(denominado Experimento 2B), pois na auséncia do enriquecimento da corrente de aeracao
com CO; o pH do meio de cultivo mantém-se em valores entre 7 e 8 mesmo sem tampéao
(verificado na vazdo de trabalho de 750 ml.min™ de ar). Os resultados do Experimento 2A e
sua andlise estatistica estdo detalhados no Apéndice B Secéo B.2.

4.3 Experimento 2B

Apo6s iniciados os experimentos, diariamente foram monitorados os valores de
luminosidade e temperatura dos cultivos e, quando necessario, os valores foram ajustados a
fim de manter as condicdes desejadas. Nos trés primeiros dias de cultivo dos experimentos da
primeira batelada houve dificuldade na manutencdo das temperaturas de 21 e 24 °C nos
valores desejados em funcdo das condicdes climaticas, com valores medidos até dois graus
acima dos valores desejados, situacdo que foi posteriormente controlada. O pH manteve-se
entre 7 e 8 ao longo de todo periodo experimental. As Figuras 4.1 e 4.2 apresentam as curvas
de absorbancia versus tempo obtidas para os indculos utilizados nos experimentos das

bateladas 1 e 2, respectivamente.



72 4. RESULTADOS E DISCUSSAO
1,0 - .
* L 2
. .
£ .
c
o .
N~
Lo
S ¢
& .
= .
(@]
38 .
<
.
L J L 2
0,1 T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tempo (dias)
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Figura 4.2: Curva do indculo utilizado nos experimentos da batelada 2 do Experimento 2B.

AS

relacbes entre absorbancia e peso seco determinadas apés o término dos

experimentos foram realizadas a partir dos ensaios codificados como P3-3 e P3-4 na batelada

leP2-2¢

P3-4 na batelada 2, pois estes foram os experimentos de maior absorbancia em

cada um dos blocos. As regressdes obtidas apresentam coeficientes lineares de regressdo

relativamente similares (i.e., 247,74 e 259,10, conforme Figuras 4.3 e 4.4) confirmando o

estudo de

SPOLAORE et al., que afirma que diferentes condigdes empregadas nos

experimentos ndo afetaram a relacdo linear de proporcionalidade entre absorbancia e peso

seco. A partir das regressdes obtidas, foram calculadas as concentragdes de biomassa ao longo

do tempo, apresentadas nas curvas de crescimento da Figura 4.5, e as taxas instantaneas de

crescimento no periodo exponencial.
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Figura 4.3:
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®B1/P1-1[24 °C, 75 mg/l NaNO3, 7000 lux] AB1/P1-2 [24 °C, 75 mg/l NaNO3, 7000 lux]
EB1/P1-3[24 °C, 75 mg/l NaNO3, 7000 lux] ¢ B1/P2-1[27 °C, 45 mg/l NaNO3, 5000 lux]

B1/P2-2 [21 °C, 45 mg/l NaNO3, 5000 lux] AB1/P2-3[27 °C, 105 mg/l NaNO3, 5000 lux]
EB1/P2-4[21 °C, 105 mg/l NaNO3, 5000 lux] ¢ B1/P3-1 [27 °C, 45 mg/l NaNO3, 9000 lux]
@ B1/P3-2 [21 °C, 45 mg/l NaNO3, 9000 lux] B1/P3-3 [27 °C, 105 mg/l NaNO3, 9000 lux]
¢ B1/P3-4[21 °C, 105 mg/l NaNO3, 9000 lux]  mB2/P2-1 [24 °C, 75 mg/l NaNO3, 3636 lux]
¢ B2/P2-2 [24 °C, 75 mg/l NaNO3, 10364 lux] ®B2/P3-1[19 °C, 75 mg/l NaNO3, 7000 lux]

AB2/P3-2[29 °C, 75 mg/l NaNO3, 7000 lux] B2/P3-3 [24 °C, 25 mg/l NaNO3, 7000 lux]
500 . ©®B2/P3-4[24 °C, 125 mg/l NaNO3, 7000 lux] A B2/P2-3 [24 °C, 75 mg/l NaNO3, 7000 lux]
B B2/P2-4 [24 °C, 75 mg/l NaNO3, 7000 lux] R o« o
(a)
ry
400 - ¢ . Y ]
(] o ¢
o~ " ; e ’ :
_— L
o i
2300 ’ ! MU S
g L 4 [ ]
2 . A e * o
s ¢ £ &8 7
S 200 - ' -
. i ¢« 7
100 - ' v
i ®
|
0 , T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 . 8 9 10 11
'I5empo (8|as)
1000 -
(b)
* * *
s ¢ 1 R
: o 1
— * ' . ‘ ! L 4 L 2
E I
S t
= g
2 100 + ’
©
: :
s |
10 T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 9 10 11

'I5empo (gias)

Figura 4.5: Curvas de crescimento obtidas no Experimento 2B. (a) Valores de concentracao
de biomassa expressos em escala normal. (b) Valores de concentragcdo de
biomassa expressos em escala logaritmica.
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Em geral o acumulo de lipidios em células de microalgas ocorre majoritariamente
durante a fase estacionaria (SHENG-YI et al., 2009; BROWN et al., 1997; MATA,
MARTINS & CAETANO, 2010). Por essa razdo, a interrupcdo dos cultivos foi realizada
somente no 11° dia, quando foram verificadas diminui¢cGes nas absorbancias medidas em

alguns cultivos com absorbéncia crescente até entéo.

Na Tabela 4.1 sdo apresentados 0s resultados experimentais, onde a maxima
concentracdo de biomassa estd baseada nos valores de absorbancia medidos apds agitacdo das
culturas em cada um dos fotobiorreatores no término dos experimentos, 0 que promoveu a
homogeneizacdo de pequenas quantidades de biomassa decantadas no fundo dos sistemas.
Isso explica eventuais diferencas entre os valores visualizados nas curvas de crescimento e
aqueles apresentados na referida tabela, pois os dados para as curvas de crescimento foram
amostrados considerando apenas a homogeneizagdo dada pela aeracéo do sistema.

Os teores de lipidios foram determinados pelo método de Folch com ultrassom,
descrito no Capitulo 3. A escolha desta metodologia em detrimento das outras apresentadas
serd discutida no decorrer deste capitulo.
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Tabela 4.1: Resultados obtidos no Experimento 2B.

Teor de lipidios

Méxima Taxa instantinea de (método de Folch

Experimento concentragao de : 1y 1 com ultrassom)
biomassa (mg.I™) crescimento (d”) (% em biomassa
liofilizada)

[21°C, 45 ng.srlllinzaﬁo& 5000 lux] 274,7 0,4578 30,36
[27 °C, 45 mgli'lllFl)\lza-l\llog, 5000 lux] 246,0 0,4169 28,54
[21°C, 105 mg?ll'llpl\zl;\log, 5000 lux] 333,2 0,4592 21,38
[27 °C, 105 mgll'/lezj\lOg, 5000 Iux] 2995 0,4398 18,73
[21°C, 45 mgﬁ'll/il:;iog, 9000 lux] 3817 0,5502 26,17
[27 °C, 45 mgﬁ'llliygéog, 9000 lux] 360.1 0,5284 29,00
[21 °C, 105 mg?ll'/legzﬁ\log, 9000 lux] 482,17 0,5410 24,86
[27 °C, 105 mg?ll'/lei:l%\IOg, 9000 Iux] 4530 0,5520 29,22
[24°C, 75 mgﬁ’llligéo& 7000 lux] 390.6 0,5247 24,42
[24°C, 75 mgli'lllFl)\lla-lleg, 7000 lux] 3973 0,5451 24,35
[24°C, 75 mgli'lllFl)\lla-lglOg, 7000 lux] 4337 0,5624 23,47
[19 °C, 75 ng.sl-leF@os, 7000 lux] 328,1 0,3943 18,15
[29 °C, 75 mgﬁ'zlliiﬁos, 7000 lux] 338,0 0,4994 18,13
[24°C, 25 ng.;er/E?QSO& 7000 lux] 218,2 0,4298 25,86
[24 °C, 125 mg?lz'/legzﬁ\IOg, 7000 lux] 4043 0,504 16,53
[24 °C, 75 mgﬁgllinzaﬁo& 3636 lux] 309,5 0,4945 21,42
[24 °C, 75 mg?%/gzl-\lzo& 10364 lux] 3831 0,5473 26,65
[24°C, 75 mgli'zllFl)\lza-lglog, 7000 lux] 353,5 0,4883 22,28

B2/P2-4 2660 0 4021 1o79

[24 °C, 75 mg.I"* NaNO3, 7000 lux]

! periodo considerado para o calculo: 1° ao 3° dia, ou seja, o periodo exponencial compreendido entre 24 e 72 h
de cultivo.
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4.3.1 Maxima Concentracdo de Biomassa

Como pode ser observado tanto nos graficos da Figura 4.5 como na Tabela 4.1, a
maior concentracdo de biomassa maxima foi obtida na condigdo experimental de 21 °C,
105 mg.I"* de NaNO3; no meio f/2 e 9000 lux de intensidade luminosa na superficie do
fotobiorreator (B1/P3-4), com 482,7 mg.I"* de biomassa ao final de aproximadamente 11 dias
de experimento. O ponto experimental que se destaca depois desse estd nas condi¢des de
27 °C, 105 mg.I™ de NaNO3 e 9000 lux (B1/P3-3), com 453,0 mg.I"* de biomassa. Por outro
lado, as menores concentragcdes de biomassa maximas foram verificadas nas condi¢cfes de 24
°C, 25 mg.I" de NaNO; e 7000 lux (B2/P3-3) e 27 °C, 45 mg.I"" de NaNO; e 5000 lux
(B1/P2-1), com 218,2 e 246,0 mg.I™ de biomassa, respectivamente.

A andlise de variancia apresentada na Tabela 4.2 mostra que, de acordo com o valor de
p, foram significativos apenas os efeitos linear e quadratico da concentracdo de NaNO3z no
meio de cultivo e o efeito linear da intensidade luminosa, além do efeito relacionado aos
blocos. Na mesma tabela estdo apresentados os dados de uma andlise de variancia da
regressao e da falta de ajuste tanto do modelo completo, quando do modelo reduzido, nesse
caso considerando apenas os efeitos significativos. Tanto o modelo completo quanto o modelo
reduzido apresentaram regressdo significativa (F calculado superior ao F tabelado), com
coeficientes de correlacdo de 88,15% e 82,18%, respectivamente. Embora 0 modelo reduzido
tenha explicado menos a variacdo nos dados, o maior valor de F aponta para uma maior

significancia em relacdo ao modelo completo.

Os valores estimados para os coeficientes de regressao indicam o quanto cada fator
influencia a resposta estudada. Um coeficiente de regresséo linear positivo indica que o valor
absoluto da resposta aumenta passando de um valor minimo para um valor maximo da
variavel independente. Por outro lado, um coeficiente de regressao linear negativo indica que
o valor absoluto da resposta diminui passando de um valor minimo para um valor méximo da
variavel independente. No caso da maxima concentracdo de biomassa (Tabela 4.3), verifica-se
que o valor positivo dos coeficientes de regressdo lineares significativos da concentracdo de
NaNO; no meio de cultivo e da intensidade luminosa contribuem para 0 aumento na producéo
de biomassa na regido estudada. O valor negativo do coeficiente de regressdo quadratico
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significativo da concentracdo de NaNO3s no meio de cultivo confere um perfil parabdlico aos

valores de maxima concentracao na regiao estudada.

Tabela 4.2: Andlise de variancia da maxima concentra¢do de biomassa do Experimento 2B.

Fonte de variagdo * (?Samd?a?jgz I(igt::?;a(cjiz Qumaéddr?:o F calculado F tabelado  p-valor
Modelo completo
Blocos 4794,1 1 4794,1 12,46 5,32 0,038629
T(L) 697,0 1 697,0 1,81 5,32 0,270953
T(Q) 2653,4 1 2653,4 6,90 5,32 0,078563
NaNO; (L) 27998,7 1 27998,7 72,79 5,32 0,003383
NaNO; (Q) 6417,2 1 6417,2 16,68 5,32 0,026513
1 (L) 30733,7 1 30733,7 79,90 5,32 0,002954
1 (Q) 1152,3 1 1152,3 3,00 5,32 0,181924
T x NaNO3 21,5 1 21,5 0,06 5,32 0,828518
TxI 15,4 1 15,4 0,046 5,32 0,854199
NaNO; x | 838,5 1 838,5 2,19 5,32 0,236323
Falta de ajuste 8671,1 5 1734,2 4,51 3,69 0,122526
Erro puro 1153,9 3 384,7 0,22 4,07
Total 82922,0 18
Regresséo 73097,0 10 7309,7 5,95 3,35
Residuos 9825,0 8 1228,1 % variacao explicada (R?) = 88,15
Modelo reduzido (somente termos significativos)
Falta de ajuste 13619,3 11 1238,1 3,22 2,57 0,182675
Erro puro 1153,9 3 384,7 0,31 3,34
Total 82922,0 18
Regresséo 68148,8 4 17037,2 16,15 3,11
Residuos 14773,2 14 1055,2 % variacao explicada (R%) = 82,18

1 (L) = termo linear; (Q) = termo quadratico.

Quanto ao efeito relacionado aos blocos, pode ser interpretado como algum fator
externo que influenciou diferentemente o0s experimentos em cada um dos blocos de
experimentos. A explicagdo para tal efeito pode estar relacionada as absorbancias iniciais, e
consequentemente as concentracdes iniciais de biomassa, no inicio dos experimentos em cada
uma das bateladas, que apresentaram os seguintes valores: na batelada 1, absorbancia média
de 0,145 + 0,04 (ou 26,84 + 1,00 mg.I™") e na batelada 2 absorbancia média de 0,117 + 0,03
(ou 21,46 + 0,77 mg.I'"). E conhecido que o crescimento de microalgas segue um padrdo
exponencial e que a populacdo de celulas no final do cultivo € proporcional a sua
concentracdo inicial, conforme a Equacéo 2.2 do Capitulo 2. O estudo realizado por SOARES

(2010) com a microlga Phaeodactylum tricornutum mostra que de fato a densidade celular
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inicial no meio de cultura influencia na producdo final de biomassa. Sendo assim, é

justificado o efeito de bloco significativo verificado.

Tabela 4.3: Coeficientes de regressdo estimados para a méxima concentra¢do de biomassa do

Experimento 2B.

Coeficiente Limite confianga Limite confianca

Fatores * de regressdo Erro Padrao 1(3) p-valor inferior (-95%) superior (95%)
Média 385,3 8,8 439 0,000026 357,4 413,2
Bloco (1) -16,1 9,1 -3,5 0,038629 -30,6 -1,6
T(L) -7,2 10,7 -1,3 0,270953 -24,1 9,8
T(Q) -14,1 10,8 -2,6 0,078563 -31,3 3,0
NaNO; (L) 454 10,7 8,5 0,003383 28,5 62,4
NaNO;(Q) -22,0 10,8 -4,1 0,026513 -39,1 -4,9
1 (L) 474 10,6 8,9 0,002954 30,6 64,3
1(Q) -9,2 10,6 -1,7 0,181924 -26,1 7,7
T x NaNOs -1,6 13,9 -0,2 0,828518 -23,7 20,4
TxI 1,4 13,9 0,2 0,854199 -20,7 23,5
NaNO; x | 10,2 13,9 1,51 0,236323 -11,8 32,3

1 (L) = termo linear; (Q) = termo quadratico.

O diagrama de Pareto da Figura 4.6 permite comparar melhor os valores de t
calculados (Tabela 4.3) com o valor critico tabelado, no caso 3,18, a partir do qual os efeitos
sdo significativos. Na Figura 4.7 sdo apresentados os valores experimentais e previstos pelo
modelo reduzido para a maxima concentracdo de biomassa. A linha continua representa os
valores teoricos e 0s pontos representam os valores experimentais. A partir desses dados foi
calculado o erro médio relativo de 6,32%, que representa um ajuste adequado para propdsitos
praticos. O modelo reduzido e codificado proposto para a méxima concentragdo de biomassa

(mg.I™), na regido e condices experimentais estudas, é dado pela Equacdo 4.1

y=3853+454.X, —22,0- X2 +47,4-x, (4.1)

onde X, representa a concentragdo de NaNOs no meio de cultivo e x3 representa a intensidade
luminosa na superficie do fotobiorreator. A correspondéncia entre os valores reais e os valores
codificados, que devem ser substituidos nessa equacéo, pode ser visualizada na Tabela 3.3 do

Capitulo 3.
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Figura 4.6: Diagrama de Pareto da maxima concentracdo de biomassa do Experimento 2B.
(L) representa os termos lineares e (Q) representa 0s termos quadraticos.

A superficie de resposta na Figura 4.8, baseada no modelo proposto da Equacéo 4.1,
permite uma melhor visualizacdo dos efeitos que as variaveis estudadas exercem na maxima
concentracdo de biomassa de Nannochloropsis oculata na regido e condi¢des de estudo

empregadas no Experimento 2B.
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Figura 4.7: Valores experimentais e valores estimados do modelo reduzido de méxima
concentracdo de biomassa do Experimento 2B.
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Figura 4.8: Superficie de resposta para 0 modelo reduzido de méaxima concentracdo de
biomassa do Experimento 2B. Os pontos brancos representam o0s valores
experimentais.

Comparativamente ao estudo realizado por OHSE et al. (2009), que produziram
Nannochloropsis oculata com concentracio de 828 mg.I" de biomassa, a maior concentragdo
de biomassa méxima obtida experimentalmente nesse estudo, 482,7 mg.I"}, é significativa,
visto que as condicdes de cultivo foram bastante semelhantes, porém com luz continua, ao
contrério do fotoperiodo aqui empregado, com 12h: 12h luz/escuro. Porém, os resultados
ficaram muito aquém da producdo méxima reportada na literatura, que é de 60 g.I™, obtida em
placas de vidro em regime semicontinuo (ZITELLI, RODOLFI & TREDICI, 2004; ZOU et

al., 2000), onde as condi¢des empregadas foram muito distintas, com intensidade luminosa
aproximadamente 25 vezes maior, caminho dptico de 2 cm, vigorosa agitacdo e substituicdo

diaria do meio de cultivo, promovendo constante suplementacdo de nitrogénio e eliminacao
de substancias inibidoras do crescimento.

A maioria dos dados publicados em relacdo a produgdo de Nannochloropsis oculata,
por serem relativos a estudos em regime semicontinuo, tem seus resultados expressados em

unidades temporais, isto é, producdo volumétrica por unidade de tempo, como aqueles
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apresentados na Secéo 2.4 do Capitulo 2. Considerando o periodo total de cultivo de 11 dias, a
maior producdo alcancada nesse estudo foi de 43,88 mg.I™".d", inferior a estudos com
produtividades de 180 mg.I*.d* (RODOLFI et al., 2009), 497 mg.I".d™ (SHENG-YI et al.,
2009) e 760 mg.I".d™* (ZITTELLI et al., 1999), por exemplo.

4.3.2 Taxa Instantanea de Crescimento

A andlise de variancia apresentada na Tabela 4.4 mostra que, de acordo com o valor de
p, trés variaveis foram significativas, primeiramente se destacando o efeito linear da
intensidade luminosa, seguido pelos efeitos quadraticos da temperatura e concentracdo de
nitrato no meio de cultivo. Porém, também foi constatada a significancia da falta de ajuste do
modelo ajustado (p menor que 0,05) e F calculado inferior a F tabelado, com variacdo
explicada de apenas 73,88% dos dados, considerando o modelo completo. Considerando
apenas os fatores significativos pode ser considerado um modelo reduzido, que né&o
apresentou falta de ajuste (embora p calculado seja de apensas 0,09). Nesse caso, verifica-se
que F calculado é superior ao F tabelado, apontando significancia do modelo, porém com um
baixo valor para o coeficiente de correlagdo, que explicou a variacdo de apenas 66,32% dos
dados. Por essa razao, nessa se¢do ndo sera proposta uma equacdo ajustada que possa predizer

a resposta da taxa instantanea de crescimento.

Como também verificado na analise de variancia da méaxima concentracdo de
biomassa, na secdo anterior, para a taxa instantanea de crescimento também houve efeito de
bloco significativo devido a concentracdo inicial de células diferentes em cada uma das
bateladas de experimentos (p menor que 0,05), o que no caso da taxa instantanea de
crescimento causou maior disparidade entre os dados obtidos em cada bloco devido ao padrédo

de crescimento exponencial, muito dependente do nimero inicial de células.

Outra justificativa possivel para a baixa adequacdo dos dados ao modelo proposto é
que ele pode ser inadequado para expressar a taxa instantanea de crescimento, cujos valores
calculados podem néo representar as taxas aclimatadas. Segundo, WOOD, EVERROAD &

WINGARD (2005), uma taxa de crescimento aclimatada de uma cultura é a taxa de
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crescimento depois que a populacdo fez todos os ajustes fisioldgicos necessarios para manter
0 mesmo ritmo de crescimento equilibrado através de varias transferéncias de serie para novos

meios.

Tabela 4.4: Andlise de variancia da taxa instantanea de crescimento do Experimento 2B.

Fonte de variagdo * (?S:;?a?jgss ﬁggf;agee Qumaéj(;;a:o F calculado Ftabelado  p-valor
Modelo completo
Blocos 0,0034 1 0,0034 14,03 5,32 0,033205
T(L) 0,0008 1 0,0008 3,33 5,32 0,165709
T(Q) 0,0074 1 0,0074 30,74 5,32 0,011566
NaNO; (L) 0,0020 1 0,0020 8,16 5,32 0,064734
NaNO;(Q) 0,0035 1 0,0035 14,68 5,32 0,031343
(L) 0,0173 1 0,0173 72,20 5,32 0,003423
1(Q) 0,0001 1 0,0001 0,53 5,32 0,518986
T x NaNOs 0,0004 1 0,0004 1,53 5,32 0,303555
TxI 0,0003 1 0,0003 1,28 5,32 0,340961
NaNO; x | 0,0000 1 0,0000 0,05 5,32 0,835842
Falta de ajuste 0,0114 5 0,0023 9,47 3,69 0,046737
Erro puro 0,0007 3 0,0002 0,11 4,07
Total 0,0465 18
Regressédo 0,0344 10 0,0034 2,28 3,35
Residuos 0,0121 8 0,0015 % variagdo explicada (R?) = 73,99
Modelo reduzido (somente termos significativos)
Falta de ajuste 0,0150 11 0,0014 5,66 2,57 0,090059
Erro puro 0,0007 3 0,0002 0,18 3,34
Total 0,0150 11 0,0014
Regresséo 0,0309 4 0,0077 6,89 3,11
Residuos 0,0157 14 0,0011 % variagdo explicada (R?) = 66,32

1 (L) = termo linear; (Q) = termo quadratico.

Ainda segundo WOOD, EVERROAD & WINGARD (2005), esses ajustes sdo
influenciados pelas condi¢des de incubacéo, por exemplo, e por definicdo para uma estimativa
de crescimento equilibrado, feita com técnicas de cultivo em batelada, maultiplas
transferéncias de série sdo necessarias, todas realizadas com a cepa ainda esta em crescimento
exponencial. No estudo desenvolvido nessa dissertacdo a cepa foi aclimatada
aproximadamente nos valores medios do intervalo de estudo de cada uma das variaveis,
conforme descrito no Capitulo 3, e ndo ponto a ponto em cada condicdo experimental, por

questdes praticas.
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Em relacdo a taxa de crescimento maxima obtida, o valor experimentalmente
verificado aqui, 0,5624 d™, é inferior aquele reportado por SPOLAORE et al. (2006),
equivalente a 0,8616 d, e superior ao determinado por CONVERTI et al. (2009), igual a
0,13d™.

4.3.3 Teor de Lipidios em Biomassa Liofilizada

Para a determinacdo do teor de lipidios, as trés metodologias avaliadas, descritas no
Capitulo 3, apresentaram os resultados da Tabela 4.5 para uma amostra teste de
Nannochloropsis oculata, submetida aos mesmos processos de separacdo e secagem das
amostras do Experimento 2B. A metodologia de Folch com ultrassom foi a mais eficiente na
extracdo de lipidios, mas o método de Bligh & Dyer também teve bom desempenho. A maior
eficiéncia dessas metodologias, que utilizam cloroférmio e metanol como solventes associado
a um periodo de imersdo em banho ultrassom, em detrimento de outras, é apontada pelos
estudos de CONVERTI et al. (2009) e de D’OCA, VIEGAS & MACHADO (2008).

Embora menos laborosa, a metodologia Soxhlet exige um tempo maior de analise (no
caso quatro horas), o que poderia favorecer reacdes de peroxidacao e hidrolise. Além disso,
outra vantagem apresentada pelos métodos que utilizam cloroférmio e metanol como
solventes € a sua maior capacidade de extracdo tanto de lipidios neutros quanto lipidios
polares, o que pode explicar os resultados obtidos no teste de extracdo (BRUM, ARRUDA &
REGITANO-D’ARCE, 2009).

Tabela 4.5: Analise de lipidios de uma amostra teste por diferentes metodologias.

Biomassa liofilizada  Massa de lipidios

Métodologia Teor de lipidios (%)

utilizada (g) determinada (g)
Soxhlet 0,5056 0,142 28,1
Folch com ultrassom 0,5012 0,182 36,3

Bligh e Dyer com ultrassom 0,5009 0,166 33,1
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Os dados apresentados na Tabela 4.5 n&o trazem informacOes a respeito de desvio
padrédo das analises, pois foram obtidos sem repeti¢des, ou seja, uma Unica analise da referida
amostra foi realizada relativa a cada método, devido a pequena quantidade de biomassa
disponivel produzida nas mesmas condic¢Ges experimentais. Embora os dados ndo tenham sido
apresentados aqui, outras amostras (produzidas em condic¢Ges diferentes) também foram
analisadas em replicata unica para cada método, com obtencdo de resultados semelhantes,
novamente tendo destaque os dois métodos que utilizam cloroférmio e metanol como
solventes. Sendo assim, apesar da auséncia de repeticbes para avaliar a significancia
estatistica dos resultados apresentados, os dados foram considerados na determinacdo da
metodologia de extracdo utilizada nesse trabalho principalmente por corroboraram os estudos
ja mencionados (CONVERTI et al., 2009; D’OCA, VIEGAS & MACHADO, 2008).

Por fim, em detrimento da metodologia de Bligh & Dyer com ultrassom, um detalhe
operacional também contribuiu na escolha da metodologia de Folch com ultrassom para
determinacdo do teor de lipidios dos experimentos nessa dissertacdo, o fato de contemplar
uma etapa de separacdo da fase organica e de solidos residuais por meio de centrifugacéo
laboratorialmente mais eficiente que a etapa equivalente do método de Bligh e Dyer com

ultrassom, realizada por filtrag&o.

Cabe uma observacao relativa a forma de expressar os dados. Nessa dissertacdo, o
calculo do teor percentual de lipidios foi realizado a partir de biomassa liofilizada, que possui
um teor de umidade menor do que aquele apresentado por biomassa seca em estufa, utilizada
para determinacdo de peso seco descrito no Capitulo 3. Por exemplo, para o experimento
B1/P3-4, enquanto 1000 ml de cultura continham 465,40 £ 7,64 mg de biomassa determinada
pela secagem em estufa, a partir um volume equivalente de cultura obteve-se

aproximadamente 350 mg de biomassa liofilizada.

Como pode ser observado na Tabela 4.1, o maior teor de lipidios em biomassa foi
obtido na condigdo experimental de 21 °C, 45 mg.I"* de NaNO; no meio /2 e 5000 lux de
intensidade luminosa na superficie do fotobiorreator (B1/P2-2), com 30,36%. Os dois pontos
experimentais que se destacam depois desse estdo nas condicbes de 27 °C, 105 mg.I"* de
NaNO; e 9000 lux (B1/P3-3), com 29,22%, e 27 °C, 45 mg.I* de NaNO;z; e 9000 lux
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(B1/P3-1), com 29,00%. Por outro lado, o menor teor de lipidios foi verificado nas condices
de 24 °C, 125 mg.I" de NaNO; e 7000 lux (B2/P3-4).

A analise de variancia apresentada na Tabela 4.6 mostra que, de acordo com o valor de
p, foram significativos apenas os efeitos lineares da concentracdo de NaNOs; no meio de
cultivo e da intensidade luminosa, além do efeito de interacdo entre essas variaveis, do efeito
quadratico da intensidade luminosa e do efeito relacionado aos blocos. Na mesma tabela estdo
apresentados os dados de uma analise de variancia da regressdo e da falta de ajuste tanto do
modelo completo, quanto do modelo reduzido, nesse caso considerando apenas os efeitos
significativos. Tanto o modelo completo quanto o modelo reduzido apresentaram regressdo
significativa (F calculado superior ao F tabelado), com coeficientes de correlacdo de 96,98%

e 88,62%, respectivamente.

Quanto ao efeito de bloco observado (Tabela 4.6), supbe-se que as diferentes
concentracdes iniciais de células nas bateladas de experimentos 1 e 2 conduziram a um
consumo de substrato (nitrogénio) em diferentes quantidades, promovendo sua escassez em
maior ou menor velocidade e por fim influenciando na composicao bioquimica da biomassa.
O trabalho de SOARES (2010) evidenciou resultados semelhantes, onde diferentes densidades
celulares iniciais no meio de cultura conduziram a teores totais de lipidios diferenciados no

final dos cultivos.

Na Tabela 4.7 verifica-se que os valores positivos dos coeficientes de regressao
significativos relacionados a intensidade luminosa indicam que o aumento do teor de lipidios
da biomassa é favorecido com o aumento do valor da variavel na regido estudada. O mesmo
ocorre com o efeito de interacdo entre a intensidade luminosa e a concentracdo de nitrato no
meio de cultivo, indicando que o teor de lipidios cresce proporcionalmente ao aumento
combinado das duas variaveis. Porém, o valor negativo do coeficiente de regressdo linear
significativo associado a concentracdo de nitrato no meio de cultivo mostra que a relagéo
entre essa variavel e o teor de lipidios é inversamente proporcional, resultado semelhante ao
obtido por CONVERTI et al. (2009).
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Tabela 4.6: Andlise de variancia do teor de lipidios do Experimento 2B.

Fonte de variagéo * 23:;?61%22 ICi;I:)rZ;JdSa(cjjee Qumaéj(;?(;jo F calculado Ftabelado  p-valor
Modelo completo
Blocos 0,0094 1 0,0094 42,18 5,32 0,007413
T(L) 0,0001 1 0,0001 0,24 5,32 0,657668
T(Q) 0,0004 1 0,0004 2,02 5,32 0,250647
NaNO; (L) 0,0093 1 0,0093 41,77 5,32 0,007515
NaNO;(Q) 0,0004 1 0,0004 1,62 5,32 0,293248
(L) 0,0027 1 0,0027 11,99 5,32 0,040652
1(Q) 0,0031 1 0,0031 14,12 5,32 0,032939
T x NaNOs 0,0000 1 0,0000 0,03 5,32 0,878555
TxI 0,0017 1 0,0017 7,67 5,32 0,069642
NaNO; x | 0,0039 1 0,0039 17,67 5,32 0,024586
Falta de ajuste 0,0003 5 0,0001 0,28 0,896653
Erro puro 0,0007 3 0,0002 3,55
Total 0,0323 18
Regressédo 0,0313 10 0,0031 25,60 3,35
Residuos 0,0010 8 0,0001 % variacdo explicada (R?) = 96,98
Modelo reduzido (somente termos significativos)
Falta de ajuste 0,0030 10 0,0003 1,36 2,67 0,446566
Erro puro 0,0007 3 0,0002 0,74 3,41
Total 0,0323 18
Regressédo 0,0286 5 0,0057 20,24 3,03
Residuos 0,0037 13 0,0003 % variacdo explicada (R?) = 88,62

1 (L) = termo linear; (Q) = termo quadratico.

Tabela 4.7: Coeficientes de regresséo estimados para o teor de lipidios do Experimento 2B.

st ST roraio 9 polor esetia e ontats
Média 0,2220 0,0067 33,3429  0,000059 0,2008 0,2432
Bloco (1) -0,0225 0,0035 -6,4942  0,007413 -0,0335 -0,0114
T(L) 0,0020 0,0040 0,4901 0,657668 -0,0109 0,0149
T(Q) -0,0058 0,0041 -1,4202  0,250647 -0,0188 0,0072
NaNO; (L) -0,0261 0,0040 -6,4631  0,007515 -0,0390 -0,0133
NaNO; (Q) 0,0052 0,0041 1,2713 0,293248 -0,0078 0,0182
I (L) 0,0139 0,0040 3,4596  0,040652 0,0011 0,0268
1 (Q) 0,0151 0,0040 3,7579 0,032939 0,0023 0,0279
T x NaNO; 0,0008 0,0053 0,1662 0,878555 -0,0159 0,0176
TxI 0,0146 0,0053 2,7687 0,069642 -0,0022 0,0313
NaNO; x | 0,0221 0,0053 4,2030 0,024586 0,0053 0,0389

1 (L) = termo linear; (Q) = termo quadratico.
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O diagrama de Pareto da Figura 4.9 permite comparar melhor os valores de t
apresentados na Tabela 4.7 com o valor critico tabelado, no caso 3,18, a partir do qual os
efeitos sdo significativos. Na Figura 4.10 sdo apresentados os valores experimentais e
previstos pelo modelo reduzido para o teor de lipidios em biomassa liofilizada. A linha
continua representa os valores tedricos e 0s pontos representam os valores experimentais. A
partir desses dados, foi calculado o erro médio relativo de 5,29%, que representa um ajuste
adequado para propositos praticos. O modelo reduzido e codificado proposto para o teor de
lipidios (% em biomassa liofilizada), na regido e condi¢des experimentais estudas, é dado pela

Equacéo 4.2

y=22,20-2,61-X, +1,39-X, +151-xZ +2,21- X, - X, (4.2)

onde x; representa a concentracdo de NaNO3z no meio de cultivo e X3 representa a intensidade
luminosa na superficie do fotobiorreator. A correspondéncia entre os valores reais e 0s valores

codificados, que devem ser substituidos nessa equacdo, pode ser visualizada na Tabela 3.3 do

Capitulo 3.
Bloco(1) | : |—6,49424 ]
(2)NaNo3(L) ! |-6,4631
2LbyaL | : |4,202975
Intensidade luminosa(Q) t : |3,757847
@3)Intensidade luminosa(L) [ : |3,459604
|

1Lby3L [ |2,76874

I
I
Temperatura(Q) t -1,42016 :
I
NaNO3(Q) 1,271269 |
I
I
(1)Temperatura(L) ,4900989 1
I
I
1Lby2L } , 1662194 |
. . o
p=,05

Figura 4.9: Diagrama de Pareto do teor de lipidios do Experimento 2B. (L) representa 0s
termos lineares e (Q) representa os termos quadraticos.
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Figura 4.10: Valores experimentais e valores estimados do modelo reduzido do teor de
lipidios do Experimento 2B.

A superficie de resposta apresentada na Figura 4.11, baseada no modelo ajustado da
Equacéo 4.2, permite uma melhor visualizacdo dos efeitos que as varidveis estudadas exercem
no teor de lipidios da Nannochloropsis oculata na regido e condi¢des de estudo empregadas
no Experimento 2B. Com relagdo a outros estudos publicados, os teores lipidicos maximos
verificados experimentalmente nessa dissertacdo foram bastante satisfatérios. O valor maximo
atingido, equivalente a 30,36% de lipidios em biomassa liofilizada, é maior que os valores
maximos verificados nos estudos de CONVERTI et al. (2009), com 15,86%, SOARES
(2010), com 8,9% e BORGES (2005), com 16,2%, semelhante ao valor maximo verificado no
artigo de revisdao de MATA, MARTINS & CAETANO (2010), com 29,7% e inferior ao
obtido por RODOLFI et al. (2009), com 60% em situag¢des de privacdo de nutrientes.
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Conteudo lipidico (g.g" biomassa)

Figura 4.11: Superficie de resposta para o modelo reduzido do teor de lipidios no
Experimento 2B. Os pontos brancos representam os valores experimentais.

Conforme a superficie de resposta da Figura 4.11, duas situacdes interessantes podem
ser observadas em regides de extrapolacdo do gréfico. Baixas concentragdes de NaNO;
combinadas com baixas intensidades luminosas conduzem a maiores conteudos lipidicos, bem
como altas concentracbes de NaNOs combinadas com altas intensidades luminosas. E
possivel que essas condicdes estejam estressando a microalga, estimulando-a acumular mais
lipidios. Logicamente, como essas regifes tratam-se de extrapola¢cBes do modelo ajustado,

novos experimentos deverdo ser realizados para verificar experimentalmente tais estimativas.

E importante dar atencéo ao fato que geralmente a condicdo onde se verifica a maior
producdo de lipidios ndo coincide com aquela onde € evidenciada a maior concentracdo de
biomassa maxima, conforme os resultados obtidos, sendo necessério levar em consideracao 0s
dois fatores na otimizacdo final da producdo de lipidios. Naturalmente, visando a producao
em grande escala, ainda precisam ser levados em consideracdo alguns outros aspectos
relativos a colheita e ao processamento posterior da biomassa. Logo, mais estudos precisarao

ser realizados para que se chegue a melhor condigdo operacional de fato.
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4.3.4 Biomassa versus Lipidios — Uma Abordagem Qualitativa

Mais importante do que analisar os resultados de maxima concentracdo de biomassa e
de conteddo lipidico isoladamente, é considerar a producao final de lipidios da biomassa, dada
pela multiplicagdo das duas variaveis. Conforme observado na secdo anterior, nessa
dissertacdo a maxima concentracdo de biomassa e o teor de lipidios foram determinados a
partir bases diferentes de célculo (peso seco em estufa e a partir de biomassa liofilizada,
respectivamente). Sendo assim, em funcdo do diferente teor de umidade associado a biomassa
seca pelos dois diferentes processos, quantitativamente essa analise pode conduzir a valores
errbneos. Porém, qualitativamente € interessante avaliar os efeitos exercidos pelas varidveis

de estudo sobre a producéo final de lipidios.

A multiplicacdo dos valores experimentais de maxima concentracdo de biomassa
(Figura 4.8) pelos valores experimentais de conteudo lipidico (Figura 4.11) resulta nos valores
apresentados na Tabela 4.8 e representados por pontos brancos na superficie de resposta da
Figura 4.12, dada pelo modelo reduzido (somente com efeitos significativos) da variavel

resultante (maxima concentracao de lipidios).

Como ¢é possivel observar, ha uma tendéncia de aumento da concentracdo de lipidios
com o0 aumento das variaveis significativas NaNO3 no meio de cultivo e intensidade luminosa.
Na regido de extrapolacdo ao limite superior dessas varidveis, 0 modelo reduzido ajustado
(variacdo explicada de 90,95%) indica para concentracBes de lipidios maiores do que as
calculadas. Essa constatacdo € interessante uma vez que, ao contrario da regido onde esta
centralizado o experimento, extrapolando as variaveis para limites superiores, teoricamente
tem-se tanto 0 aumento na concentracio de biomassa quanto o aumento do teor de lipidios. E
claro que o aumento do valor de concentragdo da biomassa é mais factivel do que o aumento
do conteddo lipidico, uma vez que teores que podem ser considerados altos ja foram atingidos
(cerca de 30%), porém o comportamento do modelo ajustado deve e serd considerado no
planejamento de futuros experimentos para determinacéo das faixas operacionais associadas a

concentragdo de NaNO3 no meio de cultivo e a intensidade luminosa.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 4.8: Méaxima concentracdo de lipidios do Experimento 2B (valores estimados).

Experimento

Condicdes experimentais

Méxima concentracéo de lipidios (mg.I™)

B1/P2-2 [21 °C, 45 mg.I"" NaNO3, 5000 lux] 83,4
B1/P2-1 [27 °C, 45 mg.I"X NaNO3, 5000 lux] 70,2
B1/P2-4 [21 °C, 105 mg.I™ NaNO;, 5000 lux] 71,2
B1/P2-3 [27 °C, 105 mg.I"* NaNOs, 5000 lux] 56,1
B1/P3-2 [21 °C, 45 mg.I"X NaNO3, 9000 lux] 99,9
B1/P3-1 [27 °C, 45 mg.I"* NaNO3, 9000 lux] 104,4
B1/P3-4 [21 °C, 105 mg.I"* NaNOs, 9000 lux] 120,0
B1/P3-3 [27 °C, 105 mg.I"* NaNO;, 9000 lux] 132,4
B1/P1-1 [24 °C, 75 mg.I"X NaNO3, 7000 lux] 95,4
B1/P1-2 [24 °C, 75 mg.I"* NaNO3, 7000 lux] 96,7
B1/P1-3 [24 °C, 75 mg.I"- NaNO3, 7000 lux] 101,8
B2/P3-1 [19 °C, 75 mg.I"* NaNO, 7000 lux] 59,6
B2/P3-2 [29 °C, 75 mg.I"* NaNOj3, 7000 lux] 61,3
B2/P3-3 [24 °C, 25 mg.I"t NaNO3, 7000 lux] 56,4
B2/P3-4 [24 °C, 125 mg.I"t NaNOs, 7000 lux] 66,8
B2/P2-1 [24 °C, 75 mg.I"X NaNO3, 3636 lux] 66,3
B2/P2-2 [24 °C, 75 mg.I"* NaNO3, 10364 lux] 102,1
B2/P2-3 [24 °C, 75 mg.I"- NaNO3, 7000 lux] 78,8
B2/P2-4 [24 °C, 75 mg.I"* NaNOj3, 7000 lux] 68,8
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o _1
Méxima concentragao de lipidios (mg.J™h)

Figura 4.12: Superficie de resposta para 0 modelo reduzido da maxima concentracdo de

lipidios do Experimento 2B. Os pontos brancos representam o0s valores
estimados.

4.4 Determinacéo do k a do Fotobiorreator Airlift

O k.a do fotobiorreator airlift de circulagdo interna em estudo foi determinado na
temperatura de 19 °C e apresentou 0s seguintes valores: 21,24 h, 28,62 h™ e 31,68 h™ nas
vazdes de 500, 750 e 1000 ml.min™ de ar, respectivamente; a relacdo linear entre k.a e vazio,
apresentada na Figura 4.13 apresenta um alto coeficiente de correlacdo, de 99,84%. Mais
detalhes dos resultados obtidos nas determinacfes podem ser verificados no Apéndice B

Secdo B.3. Os valores determinados sdo da mesma ordem de grandeza de fotobiorreatores
airlift de tamanho semelhante (CERRI, 2009).
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y=0,0209x + 10,92
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Figura4.13: Relagdo entre k,a e vazdo de ar determinada para o fotobiorreator airlift
utilizado nessa dissertacéo.




Capitulo 5

Conclusoes e Sugestdes para Trabalhos Futuros

Na presente dissertacdo, foram estudados os efeitos das variaveis temperatura,
concentracdo de NaNOs; no meio de cultivo (f/2) e intensidade luminosa, na producgédo de
biomassa, taxa de crescimento exponencial e teor de lipidios da microalga marinha
Nannochloropsis oculata em fotobiorreatores do tipo airlift. Para realizagdo do estudo, foi
adotado um delineamento composto central rotacional, para o qual foi montada uma planta

laboratorial que podera ser utilizada em trabalhos futuros.

Nas faixas de trabalho estudadas, foi proposto um modelo para a maxima
concentracdo de biomassa, com coeficiente de correlacdo de 82,18%, onde a concentracao de
NaNO3z; no meio f/2 e a intensidade luminosa apresentaram efeitos lineares positivos e a
concentracdo de NaNO;z; no meio f/2 apresentou efeito quadrdtico negativo. A maior
concentracdo de biomassa méaxima alcancada foi de 482,7 mg.I™, nas condicdes experimentais
de 21 °C, 105 mg.I" de NaNO3 no meio f/2 e 9000 lux.

Também foi ajustado um modelo para o teor de lipidios em biomassa liofilizada, com
coeficiente de correlacdo de 88,62%, onde foi verificada influéncia significativa da
intensidade luminosa, com fatores linear e quadratico positivos, bem com sua interagdo com a
concentracdo de NaNO3 no meio f/2; porém o efeito linear desta Gltima variavel foi negativo,
confirmando a tendéncia de acimulo de lipidios em situacbes de privacdo de nitrogénio. O
maior teor percentual de lipidios em biomassa liofilizada obtido foi de 30,36%, nas condicdes
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experimentais de 21 °C, 45 mg.I" de NaNO3 no meio f/2 e 5000 lux.

Quanto a taxa instantanea de crescimento, a falta de ajuste dos dados ndo permitiu a
proposicdo de um modelo na regido estudada, porém os trés fatores estudados parecem ter
influenciado esta varidvel. Isto expde a necessidade de mais estudos futuros, com culturas
aclimatadas e em regime semicontinuo. Nas faixas de trabalho estudadas a maior taxa
instantanea, verificada em periodo exponencial de crescimento, foi de 0,5624 d*, nas
condicBes experimentais de 24° C, 75 mg.I" de NaNO3 no meio f/2 e 7000 lux, em um dos
pontos centrais do planejamento experimental proposto.

A andlise qualitativa da multiplicacdo dos valores de maxima concentracdo de
biomassa e conteudo lipidico foi realizada, para avaliagdo global da concentracao de lipidios
produzida. Essa analise foi interessante, pois, segundo a superficie de resposta dada pelo
modelo ajustado, foi verificado que o0 acimulo de dleo é favorecido em altas concentracfes de
NaNO3; no meio de cultivo e altas intensidades luminosas, principalmente na regido em que se
extrapolou o limite superior dessas variaveis. Para trabalhos futuros, sugere-se a realizacao de
experimentos nessa regido experimental, pela possibilidade de obtencdo de resultados

superiores ao obtidos nessa dissertagéo.

De maneira geral, em todas as respostas avaliadas se destacou a importancia do fator
luminosidade, conforme afirmado por muitos autores. Na analise de todas as respostas
estudadas os coeficientes de regressdo calculados foram positivos, 0 que evidencia a
necessidade de novos estudos em valores maiores de intensidade luminosa. A concentracdo de
biomassa maxima reportada na literatura para Nannochloropsis oculata até o momento, de
60 g.I"" em fluxo de fétons de 3000 umol.m?s’, é um 6timo exemplo para isso. (ZITELLI,
RODOLFI & TREDICI, 2004 ; ZOU, 2000).

Embora ndo tenha sido possivel dar prosseguimento aos estudos com enriquecimento
da corrente de aeracdo com CO,, em funcdo do tempo disponivel para conclusdo dessa
dissertacdo, pretende-se continuar trabalhando para avaliar a influéncia desta variavel na
producdo e acumulo de lipidios da Nannochloropsis oculata e de outras microalgas, pois
acreditamos que os resultados podem ser extremamente significativos. Embora os problemas

operacionais verificados no Experimento 1, foi com a inje¢do de CO, nos fotobiorreatores que
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se obtiveram as maiores produtividades entre todos os experimentos realizados. Além disso,
uma estratégia interessante seria utilizar a injecdo de CO, para controle de pH em cultivos em

batelada e semicontinuos.

Muitos avancos em engenharia genética sdo esperados € necessarios para 0
aproveitamento de microalgas no setor energético (NREL, 2008; TREDICI, 2004) e também
fundamental que pesquisas basicas em engenharia prossigam. Em relacdo ao desenvolvimento
de fotobiorreatores, o principal desafio é sua escalabilidade, pois alguns dos melhores
resultados experimentais sdo verificados em sistemas com pequeno caminho &ptico
(ZITELLI, RODOLFI & TREDICI, 2004). Também h& muito a ser realizado quanto aos
métodos de separacdo e processamento de biomassa algacea. Neste aspecto, o grupo de
trabalho no qual esse trabalho estd inserido direcionard seus préximos esforgos ao
escalonamento de fotobiorreatores, estudo do crescimento e acumulo de lipidios de

microalgas por espectrofluorometria 2D e processamento da biomassa por pir6lise rapida.
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Apéndice A

Informacodes Adicionais

A.1l Infraestrutura Para o Cultivo de Microalgas

H& vérios fatores que influenciam o crescimento de microalgas: fatores abidticos,
como luz (comprimento de onda, intensidade), temperatura, concentracdo de nutrientes (N, P,
Si, Fe, vitaminas, metais, etc.), O,, CO,, pH, e salinidade; fatores bi6ticos, como competicédo
por patdgenos (bactérias, fungos, virus, mais frequente em cultivos ndo salinos) e por outras
algas; e ainda fatores operacionais, tais como o cisalhamento produzido pela mistura, a taxa
de diluicdo, a penetracdo de luz, a frequéncia de colheita e a adicdo de fontes de carbono
organicas e inorganicas (bicarbonato). Em funcdo dessas necessidades, o cultivo de
microalgas requer a disponibilidade de instalacbes apropriadas, bem como uma série de
materiais para viabilizar sua realizacdo, como equipamentos, vidrarias adequadas, &gua de boa
qualidade e reagentes para preparacdo de meios de cultivo (BRENNAN & OWENDE, 2010;
CHISTI, 2007; LOURENGCO, 2006; MATA et al., 2010).

Em um laboratério de cultivo de microalgas, a existéncia de sistemas de controle de
temperatura possibilita a sua manutencdo em valores estaveis, o que é desejavel no cultivo de
microalgas, pois proporcionam mais estabilidade em experimentos e mesmo em operacgdes de

rotina de cultivo, sendo adequado determinar os valores desejados de acordo com a
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caracteristica especifica das espécies e dos interesses do cultivo. Em consequéncia ha a
tendéncia de maior reprodutibilidade e previsibilidade das respostas das espécies, pois
temperatura € um dos fatores fundamentais na taxa metabdlica dos organismos.
(LOURENCO, 2006).

A iluminacdo é outra variavel importante no cultivo de microalgas. No mercado ha
diversos tipos de lampadas fluorescentes, cuja iluminacéo proporciona os melhores resultados
no cultivo de microalgas. As lampadas do tipo luz do dia sé&o as que melhor simulam a
amplitude de comprimentos de onda necessaria para a fotossintese (350-700 nm) e geralmente
utiliza-se lampadas de 40W ou 20W. E adequado que o sistema elétrico que controla a
iluminacdo seja dotado de um temporizador acoplado para ajustes de fotoperiodo, comumente
padronizado em 12 h: 12 h luz/escuro para manutengdo de cultivos em laboratdrio. Outros
regimes de fotoperiodo (18 h: 6 h luz/escuro, por exemplo) sdo mais comuns em sistemas
experimentais, mas isso geralmente ndo acarreta aumento significativo no crescimento de
espécies de microalgas. Espécies oceanicas, por exemplo, geralmente ndo toleram cultivo sob
luz continua. (LOURENCO, 2006).

Quanto a intensidade da luz, para cultivos de rotina de microalgas geralmente utiliza-
se densidade de fluxo fotonico de 60 a 70 pE.m™.s™, enquanto que para manutencéo de cepas
em tubos de ensaio 20 PE.m?2s™. Para medir a frequéncia da radiacdo luminosa pode-se
utilizar um irradiémetro e para medir sua intensidade pode-se utilizar um luximetro, porém a
maioria desses equipamentos limita-se a medidas na superficie dos frascos de cultivo
(LOURENCGCO, 2006).

Para manipulacdo dos cultivos, é adequado utilizar uma cémara de transferéncia,
ambiente cujo objetivo € apresentar o0 minimo de p6 e probabilidade de contaminacdo. As
capelas de fluxo laminar sdo a forma cléssica dessas camaras, que faz circular ar livre de
micro-organismos na area interna de trabalho. Isto é atingido em funcdo das capelas serem
dotadas de filtros de ar especial de alta eficiéncia e de lampadas ultravioletas que irradiam o
ambiente pré-operacdo para destruicdo de micro-organismos, com radiacdo de
aproximadamente 260 nm por 10 ou 15 minutos. Antes de iniciar o trabalho estéril a

superficie da cdmara deve ser limpa com alcool 70% para remover a poeira € esporos e
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assegurar um bom estado do meio ambiente de trabalho. (LOURENCO, 2006; KAWACHI &
NOEL, 2005).

Em experimentos de laboratorio deseja-se a obtengdo controlada de biomassa algacea,
porém micro-organismos como bactérias e fungos sdo competidores por nutrientes
disponiveis em meios de cultura. A esterilizacdo de materiais e reagentes pode ser realizada
através de varios métodos, como calor umido, calor seco, filtracdo, aplicacdo de radiacdo
ultravioleta, esterilizacdo em forno de micro-ondas e cloragdo. Apds os tratamentos de
esterilizagdo, os materiais devem ser armazenados em recipientes limpos e livres de poeira,
armarios ou prateleiras e armazenamento refrigerado é frequentemente usado para meios de
cultura. (LOURENCO, 2006; KAWACHI & NOEL, 2005).

Os frascos de cultivo mais comumente usados em cultivo de microalgas em volumes
pequenos incluem erlenmeyers, tubos e balGes confeccionados em vidro, sendo os de
borossilicato preferidos em funcéo de sua durabilidade e resisténcia a tratamentos térmicos de
esterilizacdo. Os frascos de cultivo maiores que 100 ml sdo geralmente tampados com
algodao hidréfobo envolvido com capa de gaze. Para frascos pequenos e tubos utiliza-se
tampas de metal ou plastico e também folhas de papel aluminio, para evitar a contaminacéo
do conteddo estéril. Para os procedimentos de inoculacdo pode-se utilizar instrumentos
metalicos, como as alcas, de vidro, como pipetas de Pasteur, ou de plastico, como ponteiras,
porém todos devem ser resistentes a tratamento quimico para esterilizacdo (LOURENCO,
2006).

Para tratamento de materiais novos, recomenda-se a imersao em solucdo de acido
diluida (1M HCI) por uma semana. De forma eficiente, mas menos rigorosa, pode-se realizar
a lavagem com detergente de laboratorio neutro (sem fésforo). Apds o procedimento deve-se
lavar com agua de torneira corrente e enxaguar com agua destilada e deionizada. Ja materiais
sujos que foram utilizados para culturas devem ser autoclavados para matar as células. Se
houver liquidos, apo6s a autoclavagem devem ser descartados e os recipientes lavados com
agua corrente. Os recipientes devem ser imersos em um banho com detergente neutro por toda
noite e apds lavados com escova ou esponja e enxaguados abundantemente com &gua

corrente. O enxague final deve ser feito com agua destilada ou deionizada, apds a vidraria
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pode ser colocada em estufa para secagem e abrigada em area seca e protegida de poeira
(KAWACHI & NOEL, 2005).

A esterilizagdo de meios liquidos de cultura é normalmente realizada por
autoclavagem, seguido por um periodo de resfriamento. A aparéncia do meio de cultura deve
ser verificada e caso haja alteracdo de cor ou formacdo de precipitado, este deve ser
descartado. De maneira geral, as solucdes estoque de cada componente do meio sdo
preparadas em frascos autoclavaveis separadamente e também sdo submetidas ao processo de
autoclavagem, sendo posteriormente armazenadas em refrigeracdo. Para manter a esterilidade
as solucdes devem ser manuseados assepticamente. Se o crescimento de fungos ou bacterias
for descoberto, os meios de cultura e solugdes-estoque devem ser substituidos. (KAWACHI
& NOEL, 2005).

Para itens cujo material, tamanho ou outra caracteristica ndo permite a autoclavagem,
alternativamente € adequado realizar a desinfeccdo com hipoclorito de sodio, método que €
utilizado para grandes volumes de &gua na aquicultura. O procedimento requer neutralizacao
do cloro ndo consumido com tiossulfato de sodio. Para liqguidos com componentes sensiveis
ao calor, a esterilizacdo pode ser realizada com filtros de poro menores que 2 um, como € o0
caso das vitaminas, que por ser instaveis ao calor, sdo adicionadas ao meio de cultura apos a
autoclavagem. Para a corrente de aeracdo, quando utilizada, deve-se adotar a filtragéo do ar
para retencdo de microorganismos indesejados, seja por meio de membranas especificas (0,22
pum de poro) ou por meio de filtros artesanais com camadas de 13 de vidro e algodao dentro de
cilindros de vidro ou plastico. (LOURENCO, 2006. KAWACHI & NOEL, 2005).

A.2 Operacao da Capela de Fluxo Laminar

Os seguintes procedimentos gerais foram adotados para preparacdo de meios de
cultivo, manuseio de materiais esterilizados, repicagem do banco de células e de in6culos na

capela de fluxo laminar:



INFORMACOES ADICIONAIS 109

1. Limpeza da superficie de trabalho com solugdo aquosa de etanol a 70%.

2. Motor e lampadas ultravioletas sdo ligadas por 10 min com a capela fechada.

3. Desligamento das ldmpadas ultravioletas.

4. Colocacdo do material de trabalho devidamente organizado no interior da capela
(erlenmeyers, tubos, pipetas, frascos de solugdes, etc).

5. Lampadas ultravioletas ligadas por mais 10 min.

6. Colocacdo de avental e luvas descartaveis pelo operador.

7. Higienizacédo das luvas com solugé@o aquosa de etanol a 70%.

8. Desligamento das lampadas ultravioletas.

9. Inicio do manuseio de material com a capela semi-aberta, de acordo com a

recomendacdo do fabricante do equipamento.
10. Retirada do material ap6s manuseio.
11. Limpeza da superficie de trabalho com solugdo aquosa de etanol a 70%.
12. Lampadas ultravioletas ligadas por mais 10 min.

13. Desligamento de lampadas ultravioletas e do motor.

A.3 Operacgado da Autoclave

O seguinte procedimento foi adotado para utilizacdo da autoclave na esterilizacdo de

materiais limpos e sujos:

1. Preenchimento do compartimento de aquecimento com agua destilada até o nivel
estabelecido pelo fabricante.

2. Colocacdo do material a ser esterilizado no interior do cesto.

3. Fechamento da tampa da autoclave de acordo com o procedimento estabelecido pelo
fabricante.

4. Com a valvula de saida de vapor aberta, a autoclave é ligada em poténcia maxima para
aquecimento da &gua.

5. Apos verificacdo da saida de vapor pela valvula, a mesma é fechada até a presséo de

vapor atingir 2 bar (121°C), quando diminui-se a poténcia de aquecimento
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suficientemente para manter essas condi¢des por 30 min (material limpo) ou 45 min

(material sujo).

6. Apos transcorrido o periodo de esterilizacdo, a autoclave é desligada e a valvula de

saida do vapor é lentamente aberta até atingir equilibrio com a presséo externa.

7. Apos resfriado o material pode ser retirado da autoclave.

A.4 EspecificagOes de Materiais e Equipamentos Utilizados

A.4.1 Reagentes

Sal marinho Red Sea

Nitrato de sodio (NaNO3) P. A. Vetec

Fosfato de s6dio monobasico (NaHPO4.H,0) P. A. Vetec
Metassilicato de sddio (Na,SiO3.xH,0) P. A. Vetec

Sulfato de cobre pentahidratado (CuSO,4.5H,0) P. A. Vetec
Sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO,4.7H,0) P. A. Vetec
Cloreto de cobalto Il hexahidratado (CoCl,.6H,0) P. A. Vetec
Cloreto de manganés Il tetrahidratado (MnCl,.4H,0) P. A. Vetec
Molibdato de sddio dihidratado (Na,M00,.2H,0) P. A. Vetec
Cloreto de ferro I11 hexahidratado (FeCls.6H,0) P. A. Vetec
EDTA sal dissodico (Na,EDTA) P. A. Vetec

Tiamina (B;) importada

Cianocobalamina (B;2) importada

Biotina (B7) importada

Tris-(hidroximetil)-aminometano (C4H1:NO3) P. A. Vetec
Acido cloridrico (HCI) P. A. Vetec

Hipoclorito de sodio (NaClO) 10-12% Aracruz

Tiossulfato de sodio (Na,S,03) P. A. Vetec

Hexano (CsH14) P. A. Dindmica

Cloroférmio (CHCI3) P. A. Vetec

Metanol (CH3OH) P. A. F. Maia
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Sulfato de sddio anidro (Na;SO,4) Synth
Cloreto de potéassio (KCI) P. A. Vetec
Cloreto de sddio (NaCl) P. A. Vetec

A.4.2 Material e Equipamentos de Laboratorio

Agitador Tecnal TE-0851

Algodéo hidréfobo Cremer

Atadura de crepom Neve

Autoclave Vertical CS Prismatec

Balanca Analitica Bosch SAE 200

Balanca Analitica Marte AY220

Balanca Analitica Shimadzu AY220

Balanca Semi-analitica Marte

Bomba de vacuo Marconi MA 760

Bomba peristaltica DM 900/ AW 900 Provitec

Camara de Neubauer Brand Improved Bright-Line 0,0025 mm? profundidade 0,100 mm
Capela de fluxo laminar vertical Pachane PA 50

Centrigufa refrigerada Cientec CT-5000R

Espectrofotdmetro UV-1600 Pro-Analise

Estufa Biomatic

Filtros de microfibra de vidro de 0,2 um poro 47 mm didmetro Hexis Sartorius

Filtros de microfibra de vidro de 0,7 pum poro (GF-3) 125 mm diametro Marcherey-Nagel
Freezer Electrolux H210

Liofilizador Terroni LS6000

Luximetro Instrutherm LD-200
(Escala de 0,01 a 200.000 lux em quatro faixas. Precisdo de + 3% em valores menores
que 10.000 lux e + 4% =+ 10% digitos em valores acima de 10.000 lux)

Manta de aquecimento Fisatom 202

Medidor de oxigénio dissolvido Digimed DM-4P
Medidor de pH Digimed DM-22

Medidor digital de fluxo Varian ®

Microscopio com camera USB Opton TIM-108
N, gasoso White Martins 5.0 Analitico



112

APENDICE A

Papel indicador pH 0-14 Merck

Refratdmetro Instrutherm RTS-101ATC
(Resolucéo 1%)

Refrigerador Consul Biplex CRM45 Frost Free
Rotaevaporador Quimis Q-344B2
Sistema de puricacdo de agua Direct-Q 3 Millipore

Termdmetro de bulbo Incoterm L-203
(Diviséo 1 °C)

Ultrafreezer Terroni
Ultrassom Unique 1400A MaxiClean 40kHz

A.4.3 Incubadora

Aquecedor termoventilador Ventisol A-02
Compressor Big Air A320

Controlador e indicador de temperatura Novus N322
(Resolucéo de 0,1 °C)

Lampadas fluorescentes Universal Duramax Super Luz do Dia 20W (4)

Refrigerador Electrolux R280

Rotametro de ar Dwyer Instruments MMA-21
(Acuracidade = 10% da escala completa)

Temporizador Novus TM 6331

A.4.4 Planta de Fotobiorreatores

Agitadores de aquario Sarlobetter S300 (2)
Aquecedores Hot 100 e 150W (3)

Ar condicionado Springer

Bomba submergivel Atman PH-400

CO; gasoso Industrial Air Liquide

Compressores eletromagnéticos Boyu ACQ-003 (2)

Controladores de temperatura Fullgauge TIC-17RGTi (3)
(Resolucéo de 0,1 °C)

Mangueiras de silicone Silitec
Minivalvula solenoide SIER SL 030
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Pedras porosas 15 mm diametro (50)
Pressurizadores Texius TPGC-Mini 120W (2)
Regulador de presséo para cilindro Condor
Temporizadores Novus TM 6331 (3)

Banho refrigerador Servilab SE 100-AG 1000W
Vélvula agulha

Ventilador Mallory

Rotadmetros de ar em plastico 250 - 2500 ml Dwyer Instruments MMA-21 (14)
(Acuracidade = 10% da escala completa)

Rotametro de ar em pléastico 1 - 10 | Dwyer Instruments MMA-23 (1)
(Acuracidade = 10% da escala completa)

Rotametro de ar em plastico 2,5 - 25 | Dwyer Instruments MMA-24 (1)
(Acuracidade = 10% da escala completa)

Rotadmetros de ar em metal 100 ml Dwyer Instruments RMA-150-SSV (2)
(Acuracidade * 4% da escala completa)

Rotametro de ar em metal 250 ml Dwyer Instruments RMA-11-SSV (1)
(Acuracidade * 4% da escala completa)

Rotametros de ar em metal 500 ml Dwyer Instruments RMA-12-SSV (3)
(Acuracidade * 4% da escala completa)

A.5 Preparacao de Solug6es Estoque

A.5.1 Solucéo salina (Sal marinho) 33,3 g.I™

Em um erlenmeyer de 6 | foram solubilizados 199,8 g do sal em &gua destilada, com
auxilio de um agitador magnetico. Apos 30 minutos de solubilizacdo, a solucdo foi filtrada

com filtros de 0,7 um de poro e armazenada em frascos Duran de 1 | para autoclavagem.

A.5.2 Nitrato (NaNO;) 75 g.I™

Em um bal&o volumétrico foram solubilizados 7,5000 g do sal em agua destilada até
completar 100 ml. O conteido foi armazenado em frasco de vidro ambar de 100 ml para

autoclavagem.
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A.5.3 Fosfato (NaH,PO,.H,0) 5 g.I"*

Em um baldo volumétrico foram solubilizados 0,5000 g do sal em agua destilada até
completar 100 ml. O contetdo foi armazenado em frasco de vidro @mbar de 100 ml para

autoclavagem.

A.5.4 Silicato (Na,SiO5.9H,0) 30 g.I*

Em um baldo volumétrico foram solubilizados 3,0000 g do sal em agua destilada até
completar 100 ml. O conteudo foi armazenado em frasco plastico de 100 ml para

autoclavagem.

A.5.5 Metais

CuS04.5H,0 9,8 mg.I*

Em um baldo volumétrico foram solubilizados 0,9800 g do sal em agua destilada até
completar 100 ml. O contetdo foi armazenado em frasco de 100 ml para preparagdo final da
solucédo de metais.

ZnS0,.7H,0 22,2 mg.I"*

Em um baldo volumétrico foram solubilizados 2,2200 g do sal em agua destilada até
completar 100 ml. O contetdo foi armazenado em frasco de 100 ml para preparacgdo final da

solucédo de metais.
CoCl,.6H,0 10 mg.I*
Em um baldo volumétrico foram solubilizados 1,0000 g do sal em agua destilada até

completar 100 ml. O conteudo foi armazenado em frasco de 100 ml para preparacéo final da

solucédo de metais.
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MnCly.4H,0 180 mg.I™*

Em um baldo volumétrico foram solubilizados 18,0000 g do sal em agua destilada até
completar 100 ml. O conteudo foi armazenado em frasco de 100 ml para preparagdo final da
solugéo de metais.

Na;M00,.2H,0 6,3 mg.I*

Em um bal&o volumétrico foram solubilizados 0,6300 g do sal em agua destilada até
completar 100 ml. O conteudo foi armazenado em frasco de 100 ml para preparacao final da

solugéo de metais.

Apdbs a preparacdo de cada uma das solucdes de metais, em um baldo de 1000 ml
foram solubilizados 3,15 g de FeCl3.6H,O e 4,36 g de Na,EDTA em 4agua destilada
(aproximadamente 500 ml). Apos a solubilizacdo desses componentes, foram adicionados 1
ml de cada uma das solucdes de metais previamente preparadas e o volume foi completado
com agua destilada até 1 I. O conteddo foi armazenado em frasco ambar de 1000 ml para

autoclavagem.
A.5.6 Vitaminas
Cianocobalamina (Bi2) 0,5 mg.I™*

Em um baldo volumétrico foram solubilizados 0,5000 g da vitamina em agua destilada
até completar 1000 ml. O conteddo foi armazenado em frasco de 1000 ml para preparacédo
final da solucao de vitaminas.

Biotina (B;) 0,5 mg.I"*
Em um baldo volumétrico foram solubilizados 0,5000 g da vitamina em agua destilada

até completar 1000 ml. O contetdo foi armazenado em frasco de 1000 ml para preparacdo

final da solucéo de vitaminas.
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Tiamina (B1) 100 mg.I"*

Em um baldo volumétrico de 1000 ml foram solubilizados 0,1000 g da vitamina em
agua destilada (aproximadamente 750 ml). Apds a solubilizacdo desse componente, foram
adicionados 1 ml de cada uma das solugdes de vitaminas previamente preparadas e o volume
foi completado com &gua destilada até 1 I. O conteddo foi submetido a procedimento de
esterilizacdo por filtracdo em sistema dotado de membrana de 0,2 um de poro em capela de
fluxo laminar. A solucéo foi armazenada em frascos ambar de diferentes volumes (50, 250
ml), envolvidos com folhas de aluminio e congelados para utilizacdo conforme a demanda de

preparacdo de meio de cultivo.

A.5.7 Solucéo tampéo de tris-HCI

Em um béquer de 500 ml foram solubilizados 50 g de tris (hidroximetil)-aminometano
em agua destilada (aproximadamente 150 ml), com auxilio de um agitador magnético. Entre
25 a 30 ml de &cido cloridrico foram lentamente adicionados para ajustar o valor de pH entre
7,1 a 7,3, monitorado por um sensor inserido na solu¢do. Apds o ajuste de pH e a
solubilizacdo o volume foi completado a aproximadamente 200 ml e a solucdo foi armazenada
em frasco de vidro para posterior autoclavagem. Na preparacdo do meio f/2 com tampéo, 1
ml dessa solucdo foi adicionado apos a adicdo das demais solugbes estoque (GUILLARD,
1975 apud MEINERZ, 2007).

A.5.8 Tiossulfato de sodio 50 g.I™

Em um baldo volumétrico foram solubilizados 50,0000 g do sal em agua destilada até
completar 1000 ml. O contetdo foi armazenado em frasco plastico de 1000 ml. Esta solugédo
ndo faz parte do meio de cultivo, somente € utilizada para neutralizacdo de hipoclorito de

sodio remanescente dos procedimentos de assepsia dos fotobiorreatores.
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A.5.9 Cloreto de potassio 0,88 %

Em um baldo volumétrico foram solubilizados 8,8000 g do sal em agua destilada até
completar 1000 ml. O conteudo foi armazenado em frasco de 1000 ml para utilizacdo na

determinacdo de lipidios.
A.5.10 Cloreto de sodio 1%

Em um baldo volumétrico foram solubilizados 10,0000 g do sal em &gua destilada até
completar 1000 ml. O contetdo foi armazenado em frasco de 1000 ml para utilizacdo na
determinacdo de lipidios.

A.6 Imagens

(b)

Figura A.1: Camara incubadora utilizada para manutencao do banco de células e in6culos. (a)
e (b) Incubadora em utilizagcdo. c) Painel para controle de temperatura e
fotoperiodo.



118 APENDICE A

A.7 Calibracao dos Rotametros

Para recalibracdo dos rotametros utilizados, foi utilizado um bolhémetro de vidro
graduado de 100 ml, com precisdo de = 1 ml. O bolhédmetro foi internamente molhado com
4gua destilada e detergente, numa composicéo suficiente para formagdo de bolhas. A sua
extremidade inferior foi conectado o rotdmetro que desejava-se calibrar por meio de uma
mangueira de silicone. Com o escoamento do ar (ou CO;) pela coluna do instrumento ocorreu
a formacdo de uma bolha, cuja interface foi visualmente acompanhada até percorrer uma
“distancia” de 30 ml; o tempo necessario para isto ocorrer foi cronometrado, 0 que permitiu 0
calculo da respectiva vazdo (ml.min™) dada no respectivo ponto de calibracdo do rotametro.
Os rotametros de 2500 ml responsaveis pelas vazdes de cada fotobiorreator foram calibrados
em triplicatas em trés vazdes, 500, 750 e 1000 ml.min, pois a vazdo de trabalho durante os
experimentos com microalgas foi de 750 ml.min™. Os rotdmetros de CO, de 100, 250 e 500
ml foram calibrados em mais pontos também em triplicatas. Além dos procedimentos
mencionados, foi utilizado um medidor digital de fluxo para confirmacdo da calibracdo e

localizacdo da vazéo de trabalho.

As curvas de calibracdo obtidas para cada rotdmetro podem ser vistas nas Figuras A.2
a A.15. O ponto vermelho indica a correspondéncia entre o valor desejado (750 ml.min™) e a
escala original do rotdmetro. Nas Figuras A.13 a A.15 nédo séo apresentados os desvios padrao
das medidas por fins de simplificacdo, ja que os mesmos ficaram bem préximos de zero (entre
0,1 e 6,8%).
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Figura A.2: Rotametro utilizado na medicéo de vazéao do fotobiorreator P1-1.
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Figura A.3: Rotametro utilizado na medicéo de vazéao do fotobiorreator P1-2.
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Figura A.4: Rotametro utilizado na medigéo de vazéo do fotobiorreator P1-3.
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P2-1 (Dwyer Instruments MMA-21, 2500ml)

y =0,9273x + 144,11
R?=0,9915

W 653

500 750

Escala do rotdametro (ml.min1)

Figura A.5: Rotametro utilizado na medicéo de vazdo do fotobiorreator P2-1.
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(o] (o]

o a1

o o
I I

Valor real (ml.min1)
\I
a1
o

P2-2 (Dwyer Instruments MMA-21, 2500ml)

y =0,9615x + 149,54
R*=0,9972

m625

Figura A.6: Rotametro uti

950 -
900 -
850 -
800 -
750 -

700

Valor real (ml.min?)

650

600

P2-3 (Dwyer Instruments MMA-21, 2500ml)

750
Escala do rotametro (ml.min?)

lizado na medicéo de vazéao do fotobiorreator P2-2.

y =1,046x + 115,47
R*=0,9878

| 607

500

Figura A.7: Rotametro uti

750
Escala do rotametro (ml.min1)

lizado na medig&o de vazéo do fotobiorreator P2-3.



122 APENDICE A

950 -
P2-4 (Dwyer Instruments MMA-21, 2500ml)

900

850

800

y =0,9864x + 171,76
R?=0,9961

750 A

Valor real (ml.min?)

700 -
% W 586

650 .

500 i _ 750
Escala do rotametro (ml.min-1)

Figura A.8: Rotametro utilizado na medicdo de vazao do fotobiorreator P2-4.

950 -
P3-1 (Dwyer Instruments MMA-21, 2500ml) *
= 900 -
£
S
= 850 -
o
L
- y = 0,6853x + 423,75
< 800 - R*=0,9914
>
§ m476
750 + .
500 750

Escala do rotametro (ml.min-1)

Figura A.9: Rotametro utilizado na medicdo de vazao do fotobiorreator P3-1.



INFORMACOES ADICIONAIS

123

Valor real (ml.min?)

Figura A.10:

Valor real (ml.min-1)

Figura A.11:

950 -
P3-2 (Dwyer Instruments MMA-21, 2500ml)

900 -
850 -
800 -

750 -
¢ y =1,1819x + 12,995
700 1 R2 = 0,9704

650 - m624

600 .

500 i _ 750
Escala do rotametro (ml.min1)

Rotametro utilizado na medicéo de vazdo do fotobiorreator P3-2.

950
P3-3 (Dwyer Instruments MMA-21, 2500ml)

900 -

850

800

y =0,9639x + 198,18
R?=0,9941

750

700 -
4 m572
650 .

500 X ) 750
Escala do rotdametro (ml.min-1)

Rotametro utilizado na medicéo de vazéo do fotobiorreator P3-3.
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950
P3-4 (Dwyer Instruments MMA-21, 2500ml)

900

850

800

y =1,0004x + 180,63
R*=0,9985

750

Valor real (ml.min1)

700
W 569

650 .

500 i ) 750
Escala do rotametro (ml.min-1)

Figura A.12: Rotametro utilizado na medicdo de vazao do fotobiorreator P3-4.
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250 A
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o

o
I

[y

(4]

o
1

100 -

Valor real (ml.min1)

CO, 1 (Dwyer Instruments RMA-12-SSV, 500ml)

y =0,7519x + 58,251
R*=0,9584

2

50
0,0

120,00 -

110,00 -
~~100,00 -
£ 90,00 -

m
©
S
o
S

1

70,00 -
60,00 -
50,00 -
40,00 -
30,00 -
20,00 -

Valor real (ml.

50,0 100,0_ 150,0 200,0 250,0
Escala do rotametro (ml.min1)

(@)

CO, 1 (Dwyer Instruments RMA-150-SSV, 100ml)

y =1,0554x + 10,481
R?=0,9661

10,00

Figura A.13:

T T T T T T T T T 1

10 20_ 3 40 50 60 70 80 90 100
Escala do rotdmetro (ml.min?)

(b)

Rotametros utilizados para dosagem de CO, na mistura 1.
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w

o

o
)

CO, 2 (Dwyer Instruments RMA-12-SSV, 500ml)

y =0,8225x + 47,654
R?=0,9801

Valor real (ml.min?)

*

50 T T T T 1
0,0 50,0 100,0_ 150,0 200,0 250,0
Escala do rotametro (ml.min1)

(@)

140,00 -
130,00 1 CO, 2 (Dwyer Instruments RMA-150-SSV, 100ml)

120,00 -
"= 110,00 -

l.m

AN
o O
oo
o O
o O

1

o]

o

o

o
1

70,00 -
60,00 -
50,00 -
40,00 -
30,00 A
20,00 ¢ . . . . . . . . .

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Escala do rotametro (ml.min?)

(b)

Figura A.14: Rotametros utilizados para dosagem de CO, na mistura 2.

y =1,3596x + 4,9836
R*=0,9889

Valor real (m

L 4
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300
CO, 3 (Dwyer Instruments RMA-12-SSV, 500ml)

250 A

200

150 -

y =0,8078x + 52,213
R%=0,9906

Valor real (ml.min-1)

100

50 T T T T 1

0,0 50,0 100,0_ 150,0 200,0 250,0
Escala do rotametro (ml.min1)

(@)

270,00
260,00
250,00

240,00

%.230,00

= 220,00

210,00

< 200,00

£.190,00

— 180,00

$ 170,00
= 160,00

S150,00

140,00
130,00
120,00
110,00
100,00 T T T T T T T T T T

70 90 110 130 150 170 190 210 230
Escala do rotametro (ml.min-1)

(b)

Figura A.15: Rotametros utilizados para dosagem de CO, na mistura 3.

CO, 3 (Dwyer Instruments RMA-11-SSV, 250ml)

y = 0,7844x + 78,513
R? =0,9943

w
o
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Apéndice B

Resultados Complementares

B.1 Experimento 1

Os resultados obtidos nas andlises das correntes de aeracdo realizadas por
cromatografia gasosa podem ser vistas na Tabela B.1, calculados pela Equacao B.1, onde F

representa os fatores de resposta e A as dreas de picos correspondentes.

Aco2 : I:coz

%CO, =
(Aco, Feo, )+ (A - Fy, -0.79) + (A, - Fo, -0,21)

(B.1)
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Tabela B.1: Resultados obtidos nas analises cromatograficas das correntes de aera¢do do
Experimento 1.

Perceptual Replicata Area do Area do pico % (;Ozl corres;/(?rzlnglte na ngﬁo total da
desejado pico de ar de CO, medido escala do rotametro mistura ar/CO,
de 500 ml.min™'

2 1 252621929  47697,58 2,4 ~25
2 2 2481766,14  46734,97 2,4 ~25 3 L.min™ para
2 3 2631082,15  50184,48 2,4 ~ 25 4 fotobiorreatores
2 4 2014186,79  36080,59 2,3 ~25
3 1 301936531  68042,32 2,9 ~112,5
3 2 2597382,78  60788,68 3,0 ~112,5 2,25 1.min™, para
3 3 242822929 5306555 2,8 ~112,5 3 fotobiorreatores
3 4 2542761 4 5214621 2,6 ~112,5
4 1 2313115,11  65474,59 3,6 ~ 60
4 2 2558999,58  65587,15 33 ~ 60 3 L.min™, para
4 3 2674654,18  78344.9 3,7 ~75 4 fotobiorreatores
4 4 2575297,78 8229787 4,0 ~175

! Fatores de resposta: N, =0,67; O, =0,8; CO,=0,915 (DIETZ, 1967).

Embora as composi¢des tenham sido ajustadas antes do inicio dos experimentos, a
posterior calibracdo dos rotametros de 500 ml utilizados mostrou a baixa precisdo dos
instrumentos nas faixas de trabalho (entre 25 e 125 mlmin' na escala original dos
rotdmetros), como pode ser visto nas Figuras A.13 a, A.14 a e A.15 a do Apéndice A. Ou
seja, manter as vazdes de CO, nos valores determinados por cromatografia foi complicado em
funcao dos valores estarem no fundo de escala dos instrumentos. A substituicdo dos
rotdmetros de 500 ml por rotdmetros de 100 e 250 ml trouxe maior proximidade entre os
valores que se desejava medir ¢ a escala dos instrumentos (Figuras A.13 b, A.14be A.15b do
Apéndice A), porém ndo foi possivel confirmar a composi¢ao das misturas por cromatografia,

conforme discutido no Capitulo 4.

Apesar de o fotoperiodo utilizado no Experimento 1 tenha sido de 12h: 12h luz/escuro,
as correntes de aeragdo foram introduzidas durante 24 horas por dia, continuamente
enriquecidas com CO;. Isto pode ter ocasionado inibi¢do no crescimento, ja que ha estudos
aponta o pH otimo de crescimento igual a 8,4 para cultivo de Nannochloropsis oculata.
(SPOLAORE et al., 2006) e verificou-se que o pH manteve-se proximo de 6 em todo periodo
dos cultivos. Para futuros estudos com alimentacdo de CO, foi adaptada uma vélvula

solenoide a tubulacao do gas, conectada a um temporizador, que permite determinar a duragao
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e o periodo da injecao.

Além da dosagem de CO, outro problema operacional significativo ocorreu nos
experimentos do Experimento 1. Para evitar vazamentos de CO, no ambiente laboratorial
onde a planta esteve inserida, foram utilizadas borrachas para veda¢do na tampa dos
fotobiorreatores e os orificios para saida de gases de cada um dos sistemas foram conectados
por uma mangueira de silicone, a fim de direcionar sua saida para o ambiente externo. A
comunicagdo entre as saidas de gases e a injecdo continua de gases acabou por promover a
pressurizagao dos fotobiorreatores, ocasionando arraste de cultura pelos orificios, culminando

na troca de massa entre os sistemas.

Verificado o problema, as mangueiras ligando as saidas de ar foram desconectadas,
mas continuou ocorrendo arraste de liquido para o exterior dos sistemas, devido a
pressurizagdo promovida pela inje¢do de ar, uma vez que as borrachas de vedacao impediam
sua saida. Nesse processo, ndo somente meio de cultura, mas também microalgas foram
arrastadas para fora dos fotobiorreatores. Como o separador de gases do sistema deste estudo
tem aproximadamente cinco centimetros de altura, no decorrer do experimento foram
necessarias reposi¢des de meio de cultura para que se mantivesse o fluxo no interior do
sistema airlift; o volume necessario para cada sistema foi diferente, também devido as
diferentes temperaturas em cada sistema, o que, juntamente com a perda de células, constitui
uma das principais fontes de disturbio e consequentemente de erro nos experimentos deste

experimento.

Nos experimentos seguintes, relativos ao Experimento 2, ndo foram utilizadas
borrachas para vedagdo nas tampas dos fotobiorreatores, € um pequeno condensador em
formato de baldo (Capitulo 3 Figura 3.1 foi utilizado para diminuir arraste de meio de cultivo.
Essas medidas eliminaram por completo o problema de arraste de liquido ocorrido na batelada

1.

Os resultados obtidos no conjunto de experimentos relativos ao Experimento 1 podem
ser vistos nas Figuras B.1 a B.3 e também na Tabela B.2. A relagdo entre absorbancia e peso

seco determinada apds o término dos experimentos foi realizada a partir dos ensaios
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codificados como P1-1 e P1-3, pois estes se destacaram entre os experimentos de maior

absorbancia.

1,0 1

Absorbanica 570 nm

0,1 T T T T T T T T T 1

Tempo (dias)

Figura B.1: Curva tipica do indculo utilizado nos experimentos do Experimento 1.

900 A
y=402,26x + 2,12

800 - R2=0,9936 A4
700 -

(O )

oS O

S O
1

400 -
300 -
200
100

0 T T T T T T T 1

0,000 0,300 0,600 0,900 1,200 1,500 1,800 2,100 2,400
Absorbancia 570 nm

Biomassa (mg.I")

Figura B.2: Relagdo entre absorbancia e peso seco para os experimentos do Experimento 1.



RESULTADOS COMPLEMENTARES 133

®P1-1[24°C,2,5% CO2, 7000 lux] AP1-2[24°C,2,5% CO2, 7000 lux]
B P1-3[24 °C, 2,5% CO2, 7000 lux] @ P2-1[27°C, 1% CO2, 5000 lux]
P2-2[21 °C, 1% CO2, 5000 lux] AP2-3[27°C, 4% CO2, 5000 lux]
B P2-4[21 °C, 4% CO2, 5000 lux] ®P3-1[27 °C, 1% CO2, 9000 lux]
®P3-2[21 °C, 1% C02, 9000 lux] P3-3 [27 °C, 4% CO2, 9000 lux]
#P3-4[21 °C, 4% CO2, 9000 lux]
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Figura B.3: Curvas de crescimento obtidas nos experimentos do Experimento 1. (a) Valores
de biomassa expressos em escala normal. (b) Valores de biomassa expressos em
escala logaritmica.
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Tabela B.2: Resultados obtidos no Experimento 1.

Maxima Taxa instantanea de
Experimento concentragdo de crescimento (d) - periodo Teor de lipidios
biomassa (mg.I") considerado

[21 °C, 2<?A,1él:())22-,25000 lux] 655,1 10(;’3 3§8dia nio determinado
[27°C, 2(21&22-,15000 lux] 66,1 o nfio determinado
[21 °C, 4(215)22-,45000 lux] 578.7 1021’3 Z%Gdi . ndo determinado
[21 °C, 25)1?032-,29000 lux] 3211 102’(} iiodi . niio determinado
[27 °C, 2‘iléP032-,19000 lux] 708,2 102’3 ;L‘Gosdia nao determinado
[21°C, 4;1?032_,49000 lux] 646.2 102’3 3;609dia ndo determinado
[27 °C, 4°BA,1é:P032_,39000 lux] 151,4 10(;’3 éggdia nio determinado
[24 °C, 3560 7000 lux] 7415 220 5* dia ndo determinado
[24 °C, 3(215)12-,27000 lux] 849.9 10(;’;1 iOOSdi . ndo determinado
[24 °C, 3(215)12-,37000 lux] 8434 10(;’;1 isozdi . ndo determinado

As Tabelas B.3 B.4 trazem a analise estatistica dos dados obtidos, realizada no
software Statistica 7.1 (StatSoft Incorporation). Os valores de p abaixo de 0,05 para falta de
ajuste em ambos os casos indica que os dados ndo se ajustaram ao modelo proposto, com
efeitos lineares e de interacdo entre as varidveis de estudo. A falta de ajuste dos dados pode
ser atribuida basicamente a duas razdes: o modelo utilizado nao ¢ adequado, o que poderia ser
verificado pela realizagcdo de experimentos em pontos axiais e conseqiiente inclusdo de termos
quadraticos; ou por erro experimental, o que ¢ mais provavel devido aos disturbios ocorridos e
ja discutidos. Embora o valor calculado para o erro puro seja baixo, cabe salientar que as
informacdes a respeito da reprodutibilidade do experimento sao oriundas das trés replicatas no
ponto central, onde as condi¢des experimentais estiveram sujeitas ao mesmo sistema de
controle de temperatura, intensidade luminosa e concentracdo de CO,. Portanto, por mais que
tenha ocorrido flutuagdo nas condi¢des experimentais desejadas, os trés pontos experimentais

sofreram a mesma interferéncia.
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Tabela B.3: Analise de variancia da maxima concentragdo de biomassa do Experimento 1.

Fonte de variagdo (Tl(l)ziliila((ii(())ss l(i}l)r::(;a?iz Quadrado médio F calculado F tabelado p-valor
T 86757,0 1 86757,0 26,44 7,71 0,035798
CO, 579,7 1 579,7 0,18 7,71 0,715089
I 896,8 1 896,8 0,27 7,71 0,653253
T x CO, 217674 1 217674 6,63 7,71 0,123430
TxI 45859,1 1 45859,1 13,98 7,71 0,064679
CO,x1 36924,0 1 36924,0 11,25 7,71 0,078530
Falta de ajuste 5148723 2 257436,1 78,47 6,94 0,012584
Erro puro 6561,7 2 3280,9 0,01 6,94
Total 714217,9 10
Regressao 192783,9 6 32130,7 0,25 6,16
Residuos 521434,0 4 130358,5 % variagdo explicada (R?) = 26,99

Tabela B.4: Analise de variancia da taxa instantanea de crescimento do Experimento 1.

Fonte de variagdo c?s;g?a(jl(())ss S;::c;a(cliz Qumaélgflodo F calculado F tabelado  p-valor
T 0,0221 1 0,0220 358,28 7,71 0,002779
CO, 0,0000 1 0,0000 0,46 7,71 0,568726
I 0,0099 1 0,0099 161,52 7,71 0,006134
T x CO, 0,0128 1 0,0128 208,50 7,71 0,004762
TxI 0,0022 1 0,0022 35,93 7,71 0,026723
CO,x 1 0,0060 1 0,0060 97,95 7,71 0,010056
Falta de ajuste 0,0276 2 0,0138 224,15 6,94 0,004441
Erro puro 0,0001 2 0,0001 0,00 6,94
Total 0,0808 10
Regressao 0,0531 6 0,0088 1,28 6,16
Residuos 0,0277 4 0,0069 % variagdo explicada (R?) = 65,70

B.2 Experimento 2A

Os resultados obtidos no conjunto de experimentos relativos ao Experimento 2A

podem ser vistos nas Figuras B.4 a B.§ e também na Tabela B.5.
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1,0 A . *

Absorbanica 570 nm

0,1 : . . : : : .
0 1 2 3 4 5 6 7
Tempo (dias)
Figura B.4: Curva do indculo utilizado nos experimentos da batelada 1 do Experimento 2A.
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Figura B.5: Curva do indculo utilizado nos experimentos da batelada 2 do Experimento 2A.

As relagdes entre absorbancia e peso seco determinadas ap6s o término dos
experimentos foram realizadas a partir dos ensaios codificados como P1-1, P1-2 e P1-3 na

batelada 1 e P2-2 e P2-3 e P2-4 na batelada 2, respectivamente.
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Figura B.6: Relagdo entre absorbancia e peso seco utilizada para os experimentos da batelada
1 do Experimento 2A.
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Figura B.7: Relagao entre absorbancia e peso seco utilizada para os experimentos da batelada
2 do Experimento 2A.
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®B1/P1-1 [24 °C, 75 mg/l NaNO3, 7000 lux]
mB1/P1-3 [24 °C, 75 mg/l NaNO3, 7000 lux]
B1/P2-2 [21 °C, 45 mg/l NaNO3, 5000 lux]
EB1/P2-4 [21 °C, 105 mg/l NaNO3, 5000 lux]
®B1/P3-2 [21 °C, 45 mg/l NaNO3, 9000 lux]
#B1/P3-4 [21 °C, 105 mg/l NaNO3, 9000 lux]
#B2/P2-2 [24 °C, 75 mg/l NaNO3, 10364 lux]
AB2/P3-2[29 °C, 75 mg/l NaNO3, 7000 lux]

ABI1/P1-2[24 °C, 75 mg/l NaNO3, 7000 lux]
#B1/P2-1 [27 °C, 45 mg/l NaNO3, 5000 lux]
AB1/P2-3[27 °C, 105 mg/l NaNO3, 5000 lux]
#B1/P3-1[27 °C, 45 mg/l NaNO3, 9000 lux]
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WB2/P2-1[24 °C, 75 mg/l NaNO3, 3636 lux]
®B2/P3-1[19 °C, 75 mg/l NaNO3, 7000 lux]
B2/P3-3 [24 °C, 25 mg/| NaNO3, 7000 lux]

600 4 ®B2/P3-4[24°C, 125 mg/l NaNO3, 7000 lux] A B2/P2-3 [24 °C, 75 mg/l NaNO3, 7000 lux]
B B2/P2-4 [24 °C, 75 mg/l NaNO3, 7000 lux] .
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Figura B.8: Curvas de crescimento obtidas nos experimentos do Experimento 2A. (a)

Valores de biomassa expressos em escala normal. (b) Valores de biomassa
expressos em escala logaritmica.
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Tabela B.5: Resultados obtidos nos experimentos do Experimento 2A.

Teor de lipidios
Maxima Taxa instantanea de (método de Folch
Experimento concentragdo de crescimento (d™) — com ultrassom)
biomassa (mg.I")  (periodo considerado)’ (% em biomassa
liofilizada)

B1/P2-2 0,5883

[21 °C, 45 mg.I"" NaNOs, 5000 lux] 229.4 inicio ao 2° dia 22,51
B1/P2-1 0,5300

[27 °C, 45 mg.l'1 NaNO;, 5000 lux] 228,5 inicio ao 2° dia 22,05
B1/P2-4 0,6075

[21 °C, 105 mg.l"1 NaNOs, 5000 lux] 208,3 inicio ao 2° dia 25,19
B1/P2-3 0,5851

[27 °C, 105 mg.I"' NaNO;, 5000 lux] 221.6 inicio ao 2° dia 24,63
B1/P3-2 0,6290

[21 °C, 45 mg.I" NaNOs, 9000 lux] 332,7 inicio ao 2° dia 33,88
B1/P3-1 0,5839

[27 °C, 45 mg.I' NaNOs, 9000 lux] 3039 inicio a0 2° dia 31,79
B1/P3-4 0,6175

[21 °C, 105 mg.l'l NaNOs3, 9000 lux] 3201 inicio ao 2° dia 35,67
B1/P3-3 0,6394

[27 °C, 105 mg.I" NaNO;, 9000 lux] 3102 inicio ao 2° dia 28,51
B1/P1-1 0,5743

[24 °C, 75 mg.I'"' NaNOs, 7000 lux] 277.2 inicio ao 2° dia 26,86
B1/P1-2 0,5880

[24 °C, 75 mg.l'1 NaNO;, 7000 lux] 288,5 inicio ao 2° dia 3281
B1/P1-3 0,5662

[24 °C, 75 mg.l'1 NaNO;, 7000 lux] 3039 inicio ao 2° dia 22,95
B2/P3-1 0,4953

[19 °C, 75 mg.I" NaNOs, 7000 lux] 5531 inicio ao 3° dia 30,00
B2/P3-2 0,5370

[29 °C, 75 mg.I"" NaNOs, 7000 lux] 5102 inicio ao 3° dia 28,78
B2/P3-3 0,6410

[24 °C, 25 mg.l" NaNOs, 7000 lux] 5221 inicio ao 3° dia 24,50
B2/P3-4 0,6085

[24 °C, 125 mg.l'l NaNOs3, 7000 lux] 6228 inicio ao 3° dia 21,64
B2/P2-1 0,5885

[24 °C, 75 mg.I'' NaNOs, 3636 lux] 4809 inicio ao 3° dia 29.83
B2/P2-2 0,5797

[24 °C, 75 mg.I"! NaNOs, 10364 lux] 6118 inicio ao 3° dia 33,35
B2/P2-3 0,6179

[24 °C, 75 mg.l'1 NaNQO;, 7000 lux] 553,2 inicio ao 3° dia 24,97
B2/P2-4 5797 0,6527 16.14

[24 °C, 75 mg.I"' NaNOs, 7000 lux]

inicio ao 3° dia

Os valores de maxima concentracdo de biomassa apresentados na Tabela B.5 estdao

baseados na absorbancia final das culturas ap6s a homogeneizagdo das culturas em cada um
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dos sistemas, o que explica as diferengas em relagdo aos valores observados nas curvas de
crescimento, ja que houve decantagdo e acimulo de células nos fotobiorreatores. Este fato
pode estar relacionado a presenga tris-HCI no meio de cultivo, embora além da manutencdo
do pH, este tampao seja normalmente utilizado para preven¢do ou redugdo de precipitacao

segundo HARRISON & BERGES (2005).

Outro fato relevante que deve ser mencionado e pode ter contribuido na precipitagdo
de células foi que especificamente as solugdes salinas preparadas para os experimentos aqui
discutidos foram filtradas com filtros quantitativos comuns, ¢ ndo com filtros de 0,7 um como
nos demais experimentos, sendo verificada uma turbidez visual superior nessas solucdes
utilizadas na preparagdo dos meios de cultivo. As Tabelas B.6 e B.7 trazem a andlise

estatistica dos dados obtidos, realizada no software Statistica 7.1 (StatSoft Incorporation).

Os valores de p calculado para a falta de ajuste dos dados de méaxima concentragao de
biomassa foram maiores que 0,05 tanto para o modelo completo, quanto para o modelo
reduzido, considerando apenas o efeito linear da variavel intensidade luminosa, conforme a
Tabela B.6 e B.7. Ainda, pelos valores de F calculados e F tabelados, ambos os modelos
apresentariam significancia. Porém, através das mesmas tabelas e do diagrama de Pareto
apresentado na Figura B.9, se verifica que um grande efeito de bloco foi verificado,
ocasionado provavelmente pela disparidade entre os tempos totais de cultivo em cada
conjunto de experimentos. Ainda, pela Figura B.10, que apresenta os valores experimentais
versus os valores calculados pelo modelo considerando apenas o efeito linear da intensidade
luminosa, claramente € possivel distinguir dois conjuntos de pontos, relativos a primeira e

segunda batelada.

A interrupcdo dos cultivos foi promovida devido a verificagdo do inicio de fase de
decaimento das curvas de crescimento, respectivamente 6 ¢ 11 dias na primeira ¢ na segunda
batelada. A aclimatacdo dos indculos ao tampdo por diferentes periodos (repicagens)
provavelmente foi o fator que ocasionou essa disparidade, j4 que todas as demais condic¢des
de preparagdo do in6culo foram mantidas. Pela diferencga entre os tempos de cultivo nos dois
conjuntos de experimentos, ndo podem ser tomadas conclusdes concretas a respeito dos

experimentos aqui apresentados, embora a significdncia da varidvel intensidade luminosa



RESULTADOS COMPLEMENTARES 141

esteja dentro do esperado, pois sabe-se que esta varidvel apresenta grande influéncia no

crescimento de microalgas (MASOJIDEK, KOBLIZEK & TORZILLO, 2004).

Tabela B.6: Analise de variancia da maxima concentragdo de biomassa do Experimento 2A.

Soma dos Graus de Quadrado

[P |
Fonte de variagdo quadrados liberdade médio

F calculado  F tabelado p-valor

Modelo completo

Blocos 358110,9 1 358110,9 1512,35 5,32 0,000037
T (L) 621,7 1 621,7 2,63 5,32 0,203606
T(Q) 22483 1 22483 9,50 5,32 0,054078
NaNO; (L) 1436,3 1 1436,3 6,07 5,32 0,090638
NaNO; (Q) 37,2 1 37,2 0,18 5,32 0,718209
I(L) 25770,1 1 25770,1 108,83 5,32 0,001880
1(Q) 785,9 1 785,9 3,32 5,32 0,166022
T x NaNO; 191,1 1 191,1 0,81 5,32 0,435200
TxI 407,6 1 407,6 1,72 5,32 0,280904
NaNO; x | 30,8 1 30,8 0,13 5,32 0,742212
Falta de ajuste 4286,5 5 857,3 3,62 3,69 0,159314
Erro puro 710,4 3 236,8 0,28 4,07
Total 3962733 18
Regressio 391276,5 10 39127,7 62,64 3,35
Residuos 4996,8 8 624,6 % variacdo explicada (RZ) =98,74
Modelo reduzido (somente termos significativos)
Falta de ajuste 9929.6 13 763,8 3,23 2,39 0,182193
Erro puro 710,4 3 236,8 0,31 3,24
Total 396273,3 18
Regressao 385633,4 2 192816,7 289,95 3,63
Residuos 10640,0 16 665,0 % variagdo explicada (R?) = 97,31

(L) = termo linear; (Q) = termo quadrético.
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Tabela B.7: Coeficientes de regressao estimados para a maxima concentra¢ao de biomassa do
Experimento 2A.

oo T o () par e s T o
Média 428,4 6,8800 62,3 0,000009 406,5 450,2
Bloco (1) 139,1 3,5771 38,9 0,000037 127,7 150,5
T (L) -6,8 4,1795 -1,6 0,203606 -20,1 6,5
T(Q) -13,0 4,2232 -3,1 0,054078 -26,5 0,4
NaNOs (L) 10,3 4,1795 2,5 0,090638 -3,0 23,6
NaNOs; (Q) 1,7 42232 0.4 0,718209 -11,8 15,1
I (L) 434 4,1638 10,4 0,001880 30,2 56,7
1(Q) 7,6 4,1601 1,8 0,166022 20,8 5,7
T x NaNO; 49 5,4405 0,9 0,435200 -12,4 22,2
TxI -7,1 5,4405 -1,3 0,280904 -24.4 10,2
NaNO; x I 2,0 5,4405 0.4 0,742212 -154 19,3

(L) = termo linear; (Q) = termo quadratico.

Bloco(1) } : 38,8889
(3)Intensidade luminosa(L) : 10,43219

Temperatura(Q) -3,08136

(2)NaNO3(L) f :2,462845
Intensidade luminosa(Q) -1:,8218
(1)Temperatura(L) f —:Li,62032
1Lby3L } -1:;31192
1Lby2L } ,89:83583
NaNO3(Q) t ,39:65715
2Lby3L ,36:07219

A

p=,05

Figura B.9: Diagrama de Pareto para a maxima concentracdo de biomassa do Experimento
2A. (L) representa os termos lineares e (Q) representa os termos quadraticos.
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Figura B.10: Valores experimentais ¢ valores experimentais para o modelo reduzido da
maxima concentragao de biomassa do Experimento 2A.

A mesma afirmagdo ¢ valida para a andlise de variancia da taxa instantinea de
crescimento e do teor de lipidios em biomassa seca, ou seja, em funcao da diferenca entre os
tempos de cultivo nos dois conjuntos de experimentos, ndo podem ser tomadas conclusdes
concretas a respeito deste experimento. Além disso, os valores de F calculado sdo menores
que os respectivos valores de F tabelado em ambos os casos, de acordo com os célculos

apresentados nas Tabelas B.8 e B.9, indicando que os modelos ndo sdo significativos.
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Tabela B.8: Analise de variancia da taxa instantanea de crescimento do Experimento 2A.

Fonte de variagdo ' 31(1);3?&((11?)85 l(i}l)r::(;a?iz Q?;:é?jo F calculado F tabelado  p-valor
Blocos 0,0000 1 0,0000 0,07 5,32 0,812833
T (L) 0,0001 1 0,0001 0,31 5,32 0,617224
T(Q) 0,0081 1 0,0081 28,78 5,32 0,012678
NaNO; (L) 0,0003 1 0,0003 1,07 5,32 0,376445
NaNO; (Q) 0,0027 1 0,0027 9,65 5,32 0,053023
I(L) 0,0015 1 0,0015 5,38 5,32 0,103214
1(Q) 0,0000 1 0,0000 0,00 5,32 0,939882
T x NaNO; 0,0013 1 0,0013 4,68 5,32 0,119192
TxI 0,0004 1 0,0004 1,46 5,32 0,313288
NaNO; x I 0,0001 1 0,0001 0,41 5,32 0,569384
Falta de ajuste 0,0120 5 0,0024 8,46 3,69 0,054466
Erro puro 0,0008 3 0,0003 0,12 4,07
Total 0,0290 18
Regressao 0,0162 10 0,0016 1,01 3,35
Residuos 0,0128 8 0,0016 % variagdo explicada (R?) = 55,87

(L) = termo linear; (Q) = termo quadratico.

Tabela B.9: Anadlise de variancia do teor de lipidios do Experimento 2A.

Fonte de variagio ' ;?;3;‘3121 l?br::dsa(cilee er?édéi;io F calculado F tabelado  p-valor
Blocos 0,0013 1 0,0013 0,44 5,32 0,555989
T (L) 0,0011 1 0,0011 0,38 5,32 0,581484
T(Q) 0,0034 1 0,0034 1,16 5,32 0,360406
NaNO;s (L) 0,0000 1 0,0000 0,00 5,32 0,963338
NaNO; (Q) 0,0006 1 0,0006 0,20 5,32 0,682430
I1(L) 0,0125 1 0,0125 4,26 5,32 0,130930
1(Q) 0,0076 1 0,0076 2,59 5,32 0,206108
T x NaNO; 0,0003 1 0,0003 0,11 5,32 0,758355
TxI 0,0008 1 0,0008 0,29 5,32 0,628925
NaNO; x I 0,0006 1 0,0006 0,19 5,32 0,689763
Falta de ajuste 0,0096 5 0,0019 0,65 3,69 0,686732
Erro puro 0,0088 3 0,0029 1,54 4,07
Total 0,0469 18
Regressao 0,0285 10 0,0028 1,24 3,35
Residuos 0,0184 8 0,0023 % variagdo explicada (R?) = 60,77

(L) = termo linear; (Q) = termo quadratico.
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B.3 Determinacéo do k a do Fotobiorreator Airlift em Estudo

As Figuras B.11 a B.16 apresentam as regressdes utilizadas no calculo do kia do
fotobiorreator airlift de circulagdo interna em estudo, na temperatura de 19 C e vazdes de 500,
750 ¢ 1000 ml.min" de ar. Para a determinagdo do termo logaritmico da Equagdo 3.5
(Capitulo 3) foi utilizado o valor de C” igual a 9,5 mg.I"" de oxigénio dissolvido, pois este foi

o valor maximo obtido na calibragdo do oximetro utilizado na temperatura de 19° C.

K, a 500 ml.min"! 19 °C

0,5 1 y = -0,0059x + 0,0435
R%=0,997
£ 2 T
-0,5 -
o
@
O
1 _1:5 T
=
22,5 -
23,5 -

Tempo (s)
Figura B.11: Replicata 1 da determinagdo do ki a com vazio de ar de 500 ml.min' a 19° C.

K;a 500 ml.min"! 19 °C
0.5 7 y = -0,0059x + 0,0469
R2=0,997

300

In (1 - C/CY)

-3,5 -

Tempo (s)
Figura B.12: Replicata 2 da determinagdo do k.a com vazdo de ar de 500 ml.min™ a 19° C.
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K;a 750 mlL.min"! 19 °C
0,5 - y =-0,0074x + 0,1552
R?=0,9932
AOA LS T T T
05 300
S
LI) _1a5 T
vE ..00
-2,5 A
-3,5 -
Tempo (s)
Figura B.13: Replicata 1 da determinag@o do k a com vazdo de ar de 750 ml.min! a 19° C.

In (1 - C/C")

Figura B.14:

K;a 750 ml.min*! 19 °C

0,5 - y =-0,0075x + 0,0576
R?=0,9968
L2 T T T
100 200 300
-0,5 A
-1,5
000
-2,5 A
-3,5 -
Tempo (s)

Replicata 2 da determinagdo do k a com vazio de ar de 750 ml.min’a 19° C.
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K;a 1000 ml.min"! 19 °C

0,5 - y =-0,0087x + 0,1032
R2=0,9947
LX) T T
100 200
0,5 -
Q .
@)
L5
= MY
-2,5 1
w35 - Tempo (s)

Figura B.15: Replicata 1 da determinacio do k a com vazio de ar de 1000 ml.min™ a 19° C.

K;a 1000 mlL.min"! 19 °C

0,5 - y =-0,0089x + 0,0911
RZ=O,9951
300
0.5 -
o
S
© s
)
=
-2,5 A
3.5 -

Tempo (s)

Figura B.16: Replicata 2 da determinacio do k a com vazio de ar de 1000 ml.min" a 19° C.
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