UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

ESCOLA DE ENGENHARIA DE LORENA

MATEUS DE SOUZA AMARAL

Cultivo da microalga marinha Chlorella minutissima em fotobiorreator integrado (coluna
de bolhas - tubular) internamente iluminado visando a obteng¢do de biomassa para a

producdo de biodiesel

LORENA

2018



MATEUS DE SOUZA AMARAL

Cultivo da microalga marinha Chlorella minutissima em fotobiorreator integrado (coluna
de bolhas - tubular) internamente iluminado visando a obtencao de biomassa para a

producdo de biodiesel

Tese apresentada a Escola de Engenharia de
Lorena da Universidade de Sao Paulo, para a
obtencdo do titulo de Doutor em Ciéncias do
Programa de pds-graduacido em Biotecnologia
Industrial na drea de Conversao de Biomassa

Orientador: Prof. Dr. Arnaldo Marcio Ramalho
Prata

Coorientador: Prof. Dr. Messias Borges Silva

Versao Corrigida

Lorena
2018



AUTORIZO A REPRODUQAOAE DIVULGAGAO TOTAL OU PARCIAL DESTE TRABALHO, POR QUALQUER MEIO
CONVENCIONAL OU ELETRONICO, PARA FINS DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE

Ficha catalogréfica elaborada pelo Sistema Automatizado
da Escola de Engenharia de Lorena,
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Amaral, Mateus de Souza
Cultivo da microalga marinha Chlorella

minutissima em fotobiorreator integrado (coluna de
bolhas - tubular) internamente iluminado visando a
obtengdo de biomassa para a produgdo de biodiesel /
Mateus de Souza Amaral; orientador Arnaldo Marcio
Ramalho Prata; co-orientador Messias Borges Silva -
Versdo Corrigida. - Lorena, 2018.

151 p.

Tese (Doutorado em Ciéncias - Programa de Poés
Graduacdo em Biotecnologia Industrial na Area de
Conversdo de Biomassa) - Escola de Engenharia de
Lorena da Universidade de S&o Paulo. 2018

1. Fotobiorreator integrado. 2. Chlorella
minutissima. 3. Lipideos. 4. Perfil de &cidos graxos.
5. Biodiesel. I. Titulo. II. Prata, Arnaldo Marcio
Ramalho, orient. III. Silva, Messias Borges, co
orient.




Dedico este trabalho a minha mae,

Maria Licia Gongalves de Souza Amaral,

ao meu pai, Osvaldo do Amaral

e minha irma Caroline de Souza Amaral,

por todo o tempo meu que deles fora privado,

embora a distdncia nunca tenha impedido que caminhdssemos o tempo todo lado a lado.

A minha esposa Ana Paula Mendes de Almeida, por toda a compreensao, paciéncia e
amor,

pois teria sido dificil sem ela.






AGRADECIMENTOS

Aos meus pais: Osvaldo do Amaral e Maria Licia Gongalves de Souza Amaral, pelo

essencial, fundamental e eterno apoio;

A minha esposa Ana Paula Mendes de Almeida, pela parceria, companheirismo e irrestrito

apoio.
A minha irma Caroline de Souza Amaral, pela forca e torcida.

Ao orientador Prof. Dr. Arnaldo Marcio Ramalho Prata, pela maestria, ajuda e atencdo

cedida.

Ao co-orientador Prof. Dr. Messias Borges Silva, pelo convite a vida de pesquisador desde

o mestrado, pelo companheirismo, suporte € ensinamentos.

As professoras Dr*. Heizir Ferreira de Castro e Larissa de Freitas, por toda ajuda e

ensinamentos.
Aos amigos e companheiros do laboratério de engenharia de microalgas,

Guilherme Arantes Pedro, Savienne Zorn, Eduardo Bredda, Victor Marino e Bruno

Contesini, por tornar os dias mais leves e descontraidos durante o trabalho.

Aos amigos Cristiano Reis, Ana Karine e Sara Machado por toda a ajuda cedida.
Aos membros da banca:

Prof*. Dr*. Carla Cristina Almeida Loures,

Prof®. Dr® Patricia Caroline Molgero da Rés,

Prof. Dr. Fabiano Luiz Naves,

Prof. Dr. Julio César dos Santos.

A CAPES pelo auxilio financeiro.

A todos que contribuiram para que este trabalho se concretizasse, muito obrigado!






RESUMO

AMARAL, M. S. Cultivo da microalga marinha Chlorella minutissima em
fotobiorreator integrado (coluna de bolhas - tubular) internamente iluminado visando
a obtencao de biomassa para a producao de biodiesel. 2018. 151 p. Tese (Doutorado em
Ciéncias) - Universidade de Sao Paulo, Escola de Engenharia de Lorena, Lorena, 2018.

A busca por uma fonte de matéria prima renovével alternativa aos combustiveis fésseis tem
impulsionado o desenvolvimento de novas fontes de biomassa para os biocombustiveis. Uma
fonte de biomassa alternativa que vém ganhando destaque sdo as microalgas, micro-
organismos fotossintéticos capazes de capturar o CO2 atmosférico e acumular altos teores
de lipideos em sua biomassa, tornando-os muito atrativos como matéria-prima para a sintese
de biodiesel. Nesse sentido, muitos trabalhos tém sidos conduzidos para o desenvolvimento
dos mais variados tipos de fotobiorreatores para o cultivo de microalgas. Assim, o presente
trabalho propds um fotobiorreator integrado (coluna de bolhas e tubular), internamente
iluminado com luz de LED, para estudar os efeitos dos fatores: cor da iluminacdo,
fotoperiodo, aeracdo e vazao de circulagdo de meio, no cultivo foto-autotréfico da microalga
marinha Chlorella minutissima em duas fases, utilizando o planejamento estatistico de
Taguchi (Lo), com vistas a formacao de biomassa e ao acimulo de lipideos nessa microalga,
para a producdo de biodiesel. Foi alcancada a maxima concentragdo de biomassa de
506 mg L ! e a mdxima produtividade volumétrica de biomassa de 62,5 mgL ~! com
20,2 % de lipideos para o cultivo da Chlorella minutissima no fotobiorreator integrado
internamente iluminado com a cor azul, em fotoperiodo de 24 h didrias de iluminacao,
provido com 0,5 vvm de aeracdo e 5,1 L min ! de vazdo de recirculacdo de meio de cultivo.
O perfil dos 4dcidos graxos presentes no extrato lipidico da Chlorella minutissima apresentou
predominancia de acidos graxos saturados, com destaque para o acido palmitico (C 16 : 0),
com 59,49 %, 57,28 % e 46,5 %, nos cultivos iluminados com as cores, branco, vermelho e
azul, respectivamente. A partir dos lipideos extraidos, atingiu-se 96,6 % de conversdao em
biodiesel utilizando etanol via catdlise dcida com &acido sulftrico (10 % m / m) durante 8 h
de reacdo a 80 °C.

Palavras-chave: Fotobiorreator integrado. Chlorella minutissima. Lipideos. Perfil de dcidos
graxos. Biodiesel.



ABSTRACT

AMARAL, M. S. Cultivation of the marine microalgae Chlorella minutissima in
integrated photobioreactor (bubble column — tubular) in order to obtain biomass for
the biodiesel production. 2018. 151 p. Thesis (Doctoral of Science) - Universidade de Sao
Paulo, Escola de Engenharia de Lorena, Lorena, 2018.

The search for a renewable source alternative to fossil fuels has driven the development of
new sources of biomass for biofuels. An alternative source of biomass that have come to
prominence are microalgae, photosynthetic micro-organisms capable of capturing
atmospheric CO; and accumulating high levels of lipids in their biomass, making them very
attractive as a raw material for biodiesel synthesis. In this way, many studies have been
conducted for the development of the many types of photobioreactors for the cultivation of
microalgae. Thus, the present work proposed an integrated photobioreactor (bubble and
tubular column), internally illuminated with LED light, to study the effects of the factors:
illumination color, photoperiod, aeration and culture medium recirculation flow rate, in
photo-autotrophic cultivation of the Chlorella minutissima, in two phases, using design of
the experiment (Taguchi - L9), aiming the biomass production and lipid accumulation, for
the biodiesel production. The maximum biomass concentration of 506 mg L ~ ! and the
maximum biomass volumetric productivity of 62.5 mg L ! with 20.2% of lipids were
obtained with the cultivation of Chlorella minutissima in the integrated photobioreactor
internally with blue illumination, 24h of photoperiod, 0.5 vvm of aeration and 5.1 L min !
of culture medium recirculation flow rate. The fatty acids profile present in the lipid extract
of Chlorella minutissima showed a predominance of saturated fatty acids, with emphasis on
palmitic acid (C 16: 0), with 59.49%, 57.28% and 46.5%, to cultivations illuminated with
white, red and blue, respectively. From the extracted lipids, 96.6% were converted in
biodiesel via acid catalysis using ethanol with sulfuric acid (10% w / w) for 8 h of reaction
at 80 ° C.

Keywords: Integrated photobioreactor. Chlorella minutissima. Lipds. Fatty acid profile.
Biodiesel.
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1 INTRODUCAO

O crescente aumento da temperatura global, ocasionado pela emissdo dos gases
causadores do efeito estufa, a destacar o diéxido de carbono (CO2), em grande parte
provenientes de atividades antropogénicas, como a queima de combustiveis fsseis, vem
impulsionando ao longo dos anos pesquisas em busca de combustiveis alternativos e
renovaveis, como os biocombustiveis. Estes apresentam um balago equilibrado entre o CO»
emitido durante a queima e a posterior absorcao durante a formac¢do da biomassa,
configurando um ciclo sustentavel.

Os biocombustiveis como o bioetanol e o biodiesel sdo substitutos alternativos a
gasolina e ao diesel respectivamente, e dispdem de diversas fontes renovaveis convencionais
de matérias primas, como a cana-de-acucar e o milho, para a producao de bioetanol, e a para
a producdo de biodiesel.

No Brasil, o diesel é o combustivel que mais contribui para a emissdo de CO; na
atmosfera, devido a forte dependéncia do transporte rodovidrio, fato que chama a atencao
para a evidente necessidade de diminuir a dependéncia desse combustivel fossil e substitui-
lo pelo biodiesel.

As matérias-primas para a producio de biodiesel se baseiam em O6leos e gorduras,
podendo ser de origem vegetal, como 6leos de soja, amendoim, algoddo e girassol, de origem
animal, como 6leo de peixes, sebo bovino, banha de porco e gordura de frango, ou 6leos e
gorduras residuais de frituras, todas fontes também comprometidas com finalidades
alimenticias.

No mais, uma outra matéria-prima, nao competitiva com a cadeia de alimentos, t€ém
recebido especial atencdo por apresentar muitas vantagens quando comparada as fontes
convencionais. Tratam-se das microalgas, micro-organismos fotossintéticos capazes de
acumular altos teores de 6leo em seu citoplasma que, por sua vez, pode ser extraido da
biomassa e convertido em biodiesel.

As microalgas crescem numa velocidade elevada (menos de uma semana),
necessitando pequenas areas territoriais para se desenvolverem, apresentando alta eficiéncia
fotossintética e, por consequéncia, boa absorcdo de CO> atmosférico. Utilizam ou nao
efluentes domésticos e industriais para se desenvolver (ndo necessitando de dgua limpa),
destacando-se assim como uma promissora matéria-prima para a producao de biodiesel.

Nesse sentido, os cultivos de microalga visando grandes formagdes de biomassa sao

conduzidos normalmente em biorreatores iluminados, chamados de fotobiorreatores, que
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podem apresentar diversos formatos e configuracdes, sendo os fotobiorreatores colunas de
bolhas, tubulares, placas planas e tanques a céu aberto no formato de “raceways”, as
configuracdes mundialmente mais conhecidas e amplamente difundidas. Porém, o projeto e
o desenvolvimento de fotobiorreatores com novas configuracdes e diferentes modos de
iluminacido desempenham ainda um papel crucial na otimiza¢do do crescimento celular e
aumento na formac¢do de biomassa.

Combinado aos estudos de desenvolvimento de novos fotobiorreatores, muitos
pesquisadores tém relatado a eficdcia em submeter os cultivos das mais variadas espécies de
microalgas a duas fases de cultivo, na qual a primeira fase visa apenas a formagdo da
biomassa, e a segunda, caracterizada por um periodo de estresse, como alteracdo de
temperatura, regime de iluminacao e principalmente a privacio de nutrientes (com destaque
a privacdo da fonte de nitrato), proporciona significativo aumento no acimulo de lipideos
nas células das microalgas.

Desse modo, no presente trabalho tem-se como objetivo propor um fotobiorreator
internamente iluminado por luz de LED, que integre as configuracdes coluna de bolhas e
tubular, ocupando a mesma area territorial para o cultivo de Chlorella minutissima, em duas
fases, sendo a segunda fase sob privacdo parcial da fonte de nitrato, visando a produgdo de
biomassa e o teor lipidico, para posterior utilizagdo como matéria prima para a produgdo de
biodiesel. Para tal, utilizou-se a técnica de Planejamento de Experimentos, em particular o
Meétodo de Taguchi, para avaliar a influéncia da cor e do fotoperiodo, referentes a iluminacao
do fotobiorreator, da aeragdo fornecida ao meio de cultivo e da vazdo de recirculacdo do
préprio meio de cultivo pelo fotobiorreator. Os resultados obtidos neste estudo introduziram
estratégias tecnoldgicas que contribuiram com informagdes importantes para o
desenvolvimento de novas pesquisas visando a producdo de biomassa microalgal para

conversao em biocombustiveis.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Justificativa ambiental

A temperatura média do planeta vem aumentando ano a ano e ocasionando sérios
desequilibrios climéticos, como por exemplo, alteracdo no regime de chuvas e derretimento
das geleiras, que implicam prejuizos nas agriculturas locais e elevagdao no nivel de oceanos.
Muito dessa elevagdo da temperatura global deve-se a emissdo antropogénica do diéxido de
carbono (CO2) na atmosfera, principalmente oriundo da queima de combustiveis fésseis
(YEONG et al., 2018).

Diante desse cendrio cada vez mais preocupante, 195 paises se comprometeram, em
um acordo firmado em Paris, a manter o aumento da temperatura global abaixo de 1,5 °C,
sendo que para cumprirem essa meta, eles devem investir em tecnologias para equilibrar o
balanco de emissdes de carbono (emissdes positivas) com a captura de carbono (emissao
negativa), uma vez que o acimulo de CO», um dos principais gases causadores do efeito
estufa, na atmosfera, contribui significativamente para o agravamento do aquecimento
global (HECK et al., 2018).

A atencdo a concentracdo de CO» na atmosfera se justifica pela crescente elevacio
de seus indices desde o século passado, numa proporcao média de 2 partes por milhdo (ppm)
ao ano, alcancando em 2016 aproximadamente 403 ppm, valor este que representa 40% a
mais de CO2 na atmosfera em relacdo a metade do século XIX (IEA, 2017).

Ainda de acordo com o IEA (2017), a contribuicao antropogénica na emissiao de CO»
na atmosfera estd majoritariamente relacionada a fins energéticos, que inclui os meios de
transportes, correspondendo a 67%, principalmente como resultado da oxidagdo do carbono
durante a combustdo dos mais variados combustiveis.

Nesse sentido, no que diz respeito apenas a finalidades energéticas, somente a
contribuicdo dos combustiveis fdsseis, que respondem por mais de 80% da emissao
antropogénica de CO2 na atmosfera terrestre, correspondeu a aproximadamente 35 giga
toneladas de CO2 no ano de 2015 (IEA, 2017).

A Figura 2.1 apresenta a distribui¢ao da contribuicao por setor (agricultura, energia

e industria, como exemplos) na emissao antropogénica de CO; na atmosfera.
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Figura 2.1 - Distribuicdo da contribui¢do por setor na emissao antropogénica de CO, na atmosfera.
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Fonte: IEA (2017)

Embora tecnicamente exista uma matriz energética diversificada, entre hidrelétricas,
termoelétricas, edlicas, solar e nuclear, o planeta concentra-se na dependéncia majoritaria
das termoelétricas, que queimam carvao (na sua maioria) e gds natural, combustiveis fésseis
que sdo de origem finita e ndo sustentdvel, basicamente transferindo o carbono terrestre para
a atmosfera, principalmente na forma de CO> (HECK et al., 2018).

Além da presenca maci¢a dos combustiveis fosseis para a gera¢do de energia elétrica,
estes também dominam o setor de transportes, sobrecarregado de veiculos movidos a
combustdo, tendo como expoentes Onibus e caminhdes abastecidos pelo diesel, combustivel
de origem f6ssil que mais contribui para as emissdes de COz. O diesel € responsdvel, apenas
no Brasil, pela emissdo de aproximadamente 150 milhdes de toneladas desse gds na
atmosfera, seguido pela gasolina (origem f6ssil), com algo em torno de 50 milhdes de COo,
emissdo compardvel ao etanol, segundo dados do Ministério do Meio Ambiente (2017).
Porém, o etanol se enquadra na categoria de biocombustivel, pois é proveniente de matéria-
prima renovavel, ou seja, ndo finita, proveniente de vegetais como a cana-de-aguicar e o
milho por exemplo, que durante o seu desenvolvimento capturam o CO; presente na
atmosfera, balanceando as emissdes resultantes de sua queima como combustivel (ZHU,
2015; BRENNAN ; OWENDE, 2010).

Nessa mesma linha, o biodiesel € o biocombustivel que pode substituir o diesel,
podendo ser produzido a partir de 6leos vegetais (soja, palma, girassol, algodao, amendoim
e outros), Oleos de micro-organismos (cianobactérias e microalgas), gordura animal e pelo

reuso de 6leo proveniente de fritura (DA ROS et al, 2014; AHMAD et al., 201 ).
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Aproximadamente 79% do biodiesel produzido no Brasil provem da soja, que
responde por mais de 3 milhdes de metros cubicos, seguida pela gordura animal (16,3%),
conforme pode ser observado no grafico da Figura 2.2, em sua maior parte cultivada nas

regides centro-oeste e sul do pais (ANP, 2017).

Figura 2.2 - Percentual representativo das matérias-primas para a producao de biodiesel no Brasil.
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Fonte: ANP (2017).

A produgdo nacional de biodiesel atingiu 3,8 milhdes de metros cibicos no ano de
2016, impulsionada pelas regides centro-oeste e sul, com 1,6 e 1,5 milhdes de metros cubicos
de biodiesel, respectivamente. A regido sudeste respondeu por apenas 254.259 m® de
biodiesel produzido, mesmo o estado de Sao Paulo contando com empresas como a Biopetro,
a Biocapital, a JBS, a Orlandia e a SP bio (ANP, 2017).

A Figura 2.3 apresenta a distribuicao das empresas produtoras de biodiesel no Brasil,

destacando-se as empresas instaladas no estado de Sao Paulo.
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Figura 2.3 - Distribuicdo das empresas produtoras de biodiesel no Brasil.
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Fonte: ANP (2017).

Entretanto, uma das questdes delicadas que envolvem a utilizacdo da soja como
matéria prima para producdo de biodiesel € a competicdo com o seu uso alimenticio, uma
vez que muitos paises enfrentam sérios problemas de fome e escassez (CARVALHO
JUNIOR, 2010).

Em contrapartida, o uso da biomassa de microalgas para a produgdo de biodiesel vem
ganhando destaque, pois este tipo de micro-organismo apresenta altas taxas de crescimento
mesmo ocupando pequenas dareas territoriais de cultivo, e podendo gerar elevadas
quantidades de biomassa e Oleos extraidos de sua biomassa seca, comparado com 0s
oleaginosos vegetais. O cultivo de microalgas promove a biofixacao do CO, permite que se
utilizem 4guas residuais de tratamento de efluentes industriais e domésticos € ndo compete
com a produgdo agricola de alimentos (TAN et al., 2018; SHUBA, KIFLE, 2018).

Enquanto a soja, principal matéria-prima no Brasil, cultivada por exemplo numa édrea
de 1 hectare, é capaz de produzir 562 kg de biodiesel por ano, o cultivo de uma espécie de
microalga com elevado teor de 6leo em 1 hectare é capaz de fornecer 121.104 kg de
biodiesel, conforme pode ser observado na Tabela 2.1, que apresenta o potencial de produgao
de 6leos por microalgas, bem como a capacidade produtiva de biodiesel em relagdo a drea
territorial ocupada no cultivo comparado as culturas oleaginosas convencionais como milho,

soja, camelina, girassol e palma (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).
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Tabela 2.1 - Potencial de producio de 6leo e biodiesel de diversas fontes oleaginosas em comparagio
com as microalgas.

Teor de Area necessaria

Matéria-prima 6leo Produtividade em (mZ.ano kgl Produtividade em

2 1 .-1 : : -1 -1
(%m.m™) oleo (L.ha'.a™) biodiesel) biodiesel (kg.ha'.a™)

Milho 44 172 66 152

Soja 18 636 18 562

Camelina 42 915 12 809

Girassol 40 1070 11 946

Palma 36 5366 2 4747

Microalga

(Teor reduzido 30 58700 0,2 51927

de 6leo)

Microalga

(Teor médio de 50 97800 0,1 86515

6leo)

Microalga

(Teor elevado 70 136900 0,1 121104

de 6leo)

Fonte: Mata, Martins e Caetano (2010).

Segundo Rastogi et al. (2018), mesmo que seja alto o potencial para a produgdo de
biodiesel, que € considerado como um biocombustivel de terceira geracdo, este apresenta
um custo de producio consideravelmente elevado quando comparado aos biocombustiveis
de primeira e segunda geragdo, variando em média entre 1,5 a 2,5 US$/L.

Neste cendrio, os biocombustiveis de primeira geracdo, que sdo classificados como
aqueles oriundos diretamente dos vegetais, como o bioetanol da cana-de-aguicar, ou
proveniente de dleos vegetais como a soja, que fornece o biodiesel de soja, custam de 0,45
a 0,55 US$/L, enquanto os biocombustiveis de segunda geracdo, que sdo classificados como
aqueles oriundos de residuos lignocelulésicos como o bagaco da cana-de-agucar, por
exemplo, podem custar de 0,8 a 1,2 US$/L (RASTOGTI et al., 2018).

A Figura 2.4 ilustra uma comparagdo relativa dos valores (em média) do custo de

producdo dos biocombustiveis de primeira, segunda e terceira geragao.
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Figura 2.4 - Comparacdo dos custos de producdo para biocombustiveis de primeira, segunda e
terceira geracao.
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Fonte: Rastogi et al. (2018).

Desse modo, para que a producdo de biodiesel de microalgas seja vidvel
economicamente, pode-se aproveitar o seu potencial mitigatério das emissdes de gas
carbOnico, canalizando tais emissdes das unidades geradoras, como industrias e
termoelétricas, por exemplo, conduzindo-as até uma estacdo de producdo de biomassa de
microalgas, ajudando na reducio dos excedentes desse gdas na atmosfera e favorecendo a
formacdo de biomassa para a producao de biocombustiveis. Apos a utilizacdo da biomassa
na producdo do biocombustivel, a parte excedente pode também ser destinada a outras
aplicacdes, como, alimentacdo animal, fertilizacdo de solos e geracdo de biogds para a
producdo de energia elétrica, sendo que, o CO2 emitido durante a geragdo elétrica, retorne
ao cultivo (CHISTI, 2008).

A Figura 2.5 apresenta um processo conceitual de biorrefinaria que pode ser aplicado
para viabilizar economicamente a producdo de biomassa de microalgas para vdrias

aplicagoes e finalidades.
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Figura 2.5 - Processo conceitual para a producdo de biocombustivel a partir de biomassa microalgal.
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Fonte: Adaptado de CHISTI (2008).

Além do biodiesel e do bioetanol, as microalgas podem fornecer, a partir de sua
biomassa, biohidrogénio e biometano como gases combustiveis, vitaminas e proteinas para
nutri¢do humana e animal, e produtos de alto valor agregado, como luteina e 6mega-3 como
produtos farmacos, e pigmentos (clorofila e carotenos), configurando o conceito de
biorrefinaria (RASTOGI et al., 2018; AL HATTAB; GHALY; PEREZ DE LOS RIOS,
2015).

2.2 Microalgas

2.2.1Classificacao

As microalgas sdo organismos unicelulares ou pluricelulares com dimensdes
microscopicas, capazes de realizar fotossintese, devido a presenca de clorofila. Estima-se
que existam de 200.000 a 800.000 espécies de microalgas, podendo ser divididas em
procaridticas e eucarioticas. Estas, por sua vez, com 12 divisdes (Quadro 2.1), sendo que os
quatro grupos mais importantes em termos de abundancia sdo as algas verdes
(Chlorophyceae), as verde-azul (Cyanophiceae), as marrons (Chrysophyceae) e as
diatomdceas (Bacillariophyceae), ilustradas na Figura 2.6. Dentre os diversos géneros de
microalgas, destacam-se as Chlorellas, que pertencem a classe das Trebouxiophyceae do
grupo das Chlorophyceae (AL HATTAB; GHALY; PEREZ DE LOS RIOS, 2015; REIBER,
2007; CHISTI, 2004).
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Quadro 2.1 - Classificag@o dos grupos de microalgas.

Reino Divisao

Procariotos Cyanophyta

Prochlorophtya

Eucariotos Glucophyta
Rhodophyta
Heterokontophtya
Haptophyta
Cryptophyta
Dinophyta
Euglenophyta
Chlorarachniophyta
Chlorophyta
Bacillariophyta
Xanthophyta

Phaeophyta

Fonte: REIBER (2007).

i

(c) Chrysophyceae

Fonte: AL HATTAB; GHALY; PEREZ DE LOS RIOS (2015).

As microalgas habitam principalmente meios aquéticos, como lagos, rios e
oceanos, embora possam viver em ambientes sélidos imidos, como solos e rochas imidas.

Elas apresentam cerca de 50% de carbono em sua composi¢do, com base em sua biomassa
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seca, em boa parte obtido do di6xido de carbono advindo da fotossintese (MATA;
MARTINS; CAETANO, 2010; CHISTI, 2007).

No mar, as microalgas constituem o fitoplancton, que sdo responsdveis por
aproximadamente 90% da atividade fotossintética nos oceanos, podendo levar anualmente a
uma fixagdo de 45 a 50 Gton de carbono pelos oceanos (SPOLAORE et al., 2006). Estima-
se que sdo absorvidos 1,8 kg de CO; durante a fotossintese para a formacdo de lkg de
biomassa microalgal (YADAV, SEM, 2017. SANCHEZ MIRON et al., 2002). A reacao da
fotossintese que representa essa conversdo de CO> em biomassa pode ser representada de

forma simplificada pela equagdo 2.1.
6C02 +6H20 d C6H1206 +602 (2.1)

Os primeiros relatos da utilizacdo das microalgas pelo homem datam de mais de
2000 anos na China, como alimento para combater a fome, pritica também relatada pelos
indios Astecas, que colhiam as algas de lagos e secavam nas pedras antes de ingeri-las
(SPOLAORE et al., 2006).

Entretanto o cultivo antropogénico, em escala laboratorial, iniciou-se no periodo
de 1870-1880, com o desenvolvimento de métodos de cultivos de microalgas muito
relacionados a estudos bacteriolégicos, onde a semelhanca pode ser observada na utilizagcdo
de termos e procedimentos da bacteriologia, como as repicagens € o uso de baldes e frascos
Erlenmeyer. Um dos pesquisadores pioneiros no cultivo de microalgas € o microbiologista
holandés Martinus Willem Beijerink (1851-1931), que realizou o isolamento de cloroficeas
de dgua doce dos géneros Chlorella e Scenedesmus (LOURENCO ,2006).

Considera-se que a Alemanha tenha sido o pais pioneiro no cultivo de microalgas
em larga escala durante a Segunda Guerra Mundial, visando a utilizagdo da biomassa
principalmente para alimentar as tropas e a sua populacdo. Neste projeto foi utilizada a
microalga verde do género Chlorella (BECKER, 1994).

Atualmente, indmeras espécies sdo produzidas mundialmente em escala
comercial, principalmente para a producdo de produtos farmacéuticos, suplementos
alimentares e racOes animais, como a Spirulina platensis, Chlorella sp., Dunaliella salina e
Haematococcus pluvialis. O interesse na utilizacdo da biomassa microalgal para fins
nutracéuticos deve-se ao fato desta ser rica em proteinas em sua composi¢do, sendo que
algumas espécies como a Chlorella sp. podem conter em torno de 50% de proteina em sua

composi¢ao (SATHASIVAM et al, 2017).
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Além de proteinas, as microalgas sdo compostas basicamente de carboidratos,
lipideos e 4cidos nucleicos, sendo que as proporcdes variam amplamente entre as espécies e
de acordo com as condic¢des de cultivo, (AL HATTAB; GHALY; PEREZ DE LOS RIOS,
2015).

2.2.2 Composicao das microalgas

A composi¢do bioldgica ndo € uma constante intrinseca das microalgas, uma vez que
esta varia amplamente entre as espécies e sofre forte influéncia de fatores ambientais como
temperatura, iluminagdo, fotoperiodo, pH do meio de cultivo, nutrientes minerais,
suplemento de CO», etc. (BECKER, 1994). Sabe-se que a concentracdo de nitrato no meio
de cultivo de microalgas influencia significativamente a producdo de lipideos pela célula,
principalmente quando disponivel em baixas concentracdes, induzindo ao seu actimulo no
interior da célula, (ORDOG et al., 2016).

As microalgas sintetizam os lipideos a partir da fonte de carbono, seja inorganico,
como o CO», ou organico (glicose, acetato, etc.). Os componentes e os teores de lipideos nas
células das microalgas variam de espécie para espécie, sendo divididos basicamente em
lipideos neutros (triglicerideos e colesterol) e lipideos polares, como os fosfolipideos. Os
lipideos neutros, como os triglicerideos, s@o considerados como o principal material para a
producdo do biodiesel (HUANG et al., 2010).

O teor de 6leo comumente encontrado nas microalgas situa-se na faixa de 20 a 50%,
porém estes teores podem ser elevados de acordo com a manipulagdo dos cultivos visando
ao acumulo de lipideos. No mais, microalgas do género Chlorella requerem menor tempo
de cultivo e apresentam alta produtividade celular, sendo amplamente estimulada para a
destinagdo como matéria-prima para a producdo de biodiesel, uma vez que os lipideos
extraidos da sua biomassa microalgal podem ser utilizados para producdo de biodiesel. A
conversao em biodiesel ocorre pela reacdo de transesterificagdo usando dlcool em presenga
de 4cido ou base (CHISTHI, 2007; BRENNAN; OWENDE, 2010; DEMIRBAS, 2010).

Um outro grupo de substancias abundante na composi¢cdo da maioria das espécies de
microalgas sdo as proteinas, podendo variar de 6 a 71% de sua composi¢ao celular, e
fortemente relacionadas a formacgao dos fotorreceptores celulares, que s@o responsaveis pela
deteccdo luminosa (REIBER, 2007).

A alta quantidade de proteinas presente na composicao celular nas mais variadas

espécies de microalgas confere a esses micro-organismos o seu reconhecimento como fonte
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ndo convencional de proteinas. As proteinas extraidas da biomassa microalgal para nutri¢cao
humana sdo comercializadas atualmente em diversas formas como, tabletes, cipsulas e
liquidos, podendo ser incorporadas em massas, bolos, doces e bebidas (SATHASIVAM et
al., 2017; BECKER, 1994).

Juntos com as proteinas, destaca-se a considerdavel composi¢do de inlimeras vitaminas
essenciais presentes nas microalgas: vitamina A, B1, B2, B6, B12, C, E, biotina, dcido f6lico,
dentre outras, em teores que variam entre as espécies e de acordo com as técnicas de cultivo,
bem como os dcidos nucleicos, que compreendem de 1 a 6 % da composi¢ao celular das
microalgas, e desempenham papel vital no crescimento e reparacdo celular. Devido a
presenca de fosforo e nitrogénio em grandes quantidades nos dcidos nucleicos, a biomassa
microalgal pode ser utilizada também como fertilizante (AL HATTAB; GHALY; PEREZ
DE LOS RIOS, 2015).

Ja os carboidratos compreendem o produto final da fotossintese nas microalgas, e
podem variar de 4 a 64% da sua composicao celular (Tabela 2.3). Estes sdo sintetizados pela
fixacdo do COz na forma de glicose, dissacarideos e amido como fonte priméria de energia
para a célula (LOURENCO, 2006).

A partir da biomassa microalgal, os carboidratos podem ser extraidos e convertidos
em etanol, pelo processo de fermentacdo anaerdbia usando leveduras (Saccharomyces
cerevisiae, por exemplo), ou sofrerem degradacdo da matéria organica em condigdes
anaerdbias levando a formacdo de metano e dioxido de carbono (AL HATTAB; GHALY;
PEREZ DE LOS RIOS, 2015).

Todas as microalgas possuem um ou mais tipos de clorofila dentre os quatro tipos
existentes, clorofila a, b, ¢ e d, sendo a clorofila a o pigmento mais importante para a
fotossintese, representando papel principal no arranjo dos fotossistemas para a captacdo da
energia luminosa. As demais clorofilas desempenham papéis secundérios, contribuindo para
aumentar o total de luz absorvido pela microalga. Comercialmente, as clorofilas sdo
utilizadas principalmente na industria de corantes naturais (LOURENCO, 2006).

A Tabela 2.2 apresenta a composicao celular média em relacdo a massa seca de
proteinas, carboidratos e lipideos de algumas espécies de microalgas e a Tabela 2.3 apresenta

os picos de comprimento de onda absorvidos para cada tipo de clorofila.
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Tabela 2.2 - Composicio celular em massa (%) de proteinas, carboidratos, lipideos e dcidos graxos
de algumas microalgas.

Espécies Proteinas  Carboidratos  Lipideos Acidos nucleicos
Scenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14 3-6
Scenedesmus quadricauda 47 - 1.9 -
Scenedesmus dimorphus 8-18 21-52 16-40 -
Chlamydomonas rheinhardii 48 17 21 -
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22 4-5
Chlorella pyrenoidosa 57 26 2 -
Chlorella minutissima - - 31 -
Spirogyra sp. 620 33-64 11-21 -
Dunaliella bioculata 49 4 8 -
Dunaliella salina 57 32 6 -
Euglena gracilis 39-61 14-18 14-20 -
Prymnesium parvum 28-45 25-33 22-38 1-2
Tetraselmis maculata 52 15 3 -
Porphyridium cruentum 28-39 40-57 9-14 -
Spirulina platensis 46-63 8-14 4-9 2-5
Spirulina mdxima 60-71 13-16 6-7 3-4,5
Synechoccus sp. 63 15 11 5
Anabaena cylindrica 43-56 25-30 4-7 -

Fonte: (SHUBA, KIFLE, 2018; AL HATTAB; GHALY; PEREZ DE LOS RiOS, 2015).

Tabela 2.3 - Picos de absor¢do de comprimentos de onda pelas clorofilas.

Comprimentos de onda absorvidos (nm)

Clorofila a 430 e 664
Clorofila b 435 e 645
Clorofila ¢; 440, 583 € 634
Clorofila c; 452, 586 € 635
Clorofila d 400, 456 ¢ 700

Fonte: LOURENCO (2006).

Os carotenoides compreendem o segundo grupo de pigmentos fotossintetizantes,
podendo atingir 25% da biomassa seca microalgal dependendo da espécie e condi¢do de
cultivo. Os carotenoides sao divididos em carotenos, moléculas que contém apenas carbono

e hidrogénio, como o B-caroteno, e as xantofilas, que além de carbono e hidrogénio,



33

apresentam oxigénio em sua estrutura, como a lutefna (AL HATTAB; GHALY; PEREZ DE
LOS RIOS, 2015).

2.2.3Reproducio e metabolismo

A reproducdo das microalgas pode ser assexuada ou sexuada. Na reproducgdo
assexuada ocorre a produgdo de esporos, que podem ser originados de células vegetativas ou
de regides especiais do talo, denominados esporangios (LOURENCO, 2006).

Dependendo da espécie, as microalgas apresentam trés tipos principais de
metabolismo: fotoautorofico, heterotrofico e mixotrofico.

No metabolismo fotoautotréfico as microalgas utilizam a luz como fonte tunica de
energia para transformar o diéxido de carbono do ar em vérias formas de energia quimica
como polissacarideos, proteinas, lipideos e hidrocarbonetos, por meio de reagdes
fotossintéticas (BRENNAN; OWENDE, 2010).

No metabolismo heterotréfico as microalgas utilizam apenas compostos organicos
dissolvidos como fonte de carbono, geralmente sob a forma de glicose e/ou acetato. Em
cultivos heterotréficos obtém-se alta densidade celular, proporcionando menores custos
relacionados a etapa de colheita da biomassa (PEREZ-GARCIA et al., 2011).

J& no cultivo mixotrofico as microalgas conseguem realizar a fotossintese
consumindo simultaneamente carbono inorganico e organico, 0 que permite aumentar a sua
produtividade, ou seja, os micro-organismos sdo capazes de viver tanto em condi¢des
autotréficas quanto heterotréficas (BHATNAGAR et al., 2011).

Existem espécies de microalgas, como as espécie Chlorella vulgaris e Chlorella
minutissima que sdo capazes de se adaptar aos trés modos de metabolismo, autotréfico,

heterotréfico e mixotréfico (HEREDIA-ARROYO et al., 2011).

2.3 Meios de cultivo para microalgas

Os meios de cultivo podem ser definidos como o ambiente especifico e delimitado,
que contenha os nutrientes e elementos necessarios ao desenvolvimento do organismo, além
da presenca de luz, para organismos fotossintéticos como as microalgas (LOURENCO,

2006).
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Para o seu pleno desenvolvimento as microalgas necessitam dispor de
macronutrientes essenciais, micronutrientes e vitaminas em baixas concentragdes

(GUILLARD, 1975).

Macronutrientes

Classificam-se como macronutrientes carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio,
fosforo, enxofre, potdssio, magnésio e ferro, que apresentam fungdes de grande importancia,
como constituir a estrutura de biomoléculas, membranas e do meio intracelular, participar
do processo de troca de energia e regular atividades metabdlicas, dentre outras

(LOURENCO, 2006).

Carbono

O suplemento de carbono no meio de cultivo € de vital importancia para a microalga,
uma vez que 50% de sua massa seca € composta por esse elemento. A fonte de carbono pode
ser disponibilizada como um substrato inorganico, na forma de CO2 gasoso ou de um sal
(bicarbonato), ou como substrato organico, principalmente na forma de acucar ou acetato
(BECKER, 1994).

O CO; gasoso corresponde a aproximadamente 0,03% do ar atmosférico e, como
apresenta baixa solubilidade na dgua, é recomenddvel o suprimento no meio de cultivo
através de ar enriquecido com CO; para favorecer o crescimento celular (BECKER, 1994).

Embora o suplemento de CO: gasoso em cultivos de microalgas favoreca o
crescimento celular de um modo geral, verifica-se experimentalmente que cada espécie
requer diferentes concentracdes desse gds no seu meio (YADAV; SEM, 2017). Para a
microalga da espécie Chlorella sp. por exemplo, observou-se que o crescimento celular foi
favorecido em um cultivo suplementado com 5% de CO2 (AMARAL et al., 2015) enquanto
que Chlorella minutissima se desenvolveu bem em cultivos com o fornecimento de 2% de
CO» gasoso junto com a aeragao (LOURES et al., 2018).

As Equacdes 2.2, 2.3 e 2.4 demostram o equilibrio de dissolucdo do CO; gasoso e do
bicarbonato disponibilizado na dgua (BECKER, 1994).

CO, + H,0 & H,CO; & H* + HCO; © 2H* +C0% 2.2)
CO2~ + H* & HCO3 2.3)

HCO; + H* o H,CO4 2.4)
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Em contrapartida ao alto custo envolvido para o suplemento de ar enriquecido com
COa,, os residuos agroindustriais compdem uma classe promissora de substratos alternativos
de baixo custo como fonte de carbono (BECKER, 1994), e até mesmo o glicerol, subproduto
da producao do biodiesel, pode favorecer o crescimento celular, bem como o acimulo de

lipideos (ANDRULEVICIUTE et al., 2014).

Nitrogénio

O nitrogénio € o segundo elemento mais importante na nutricio microalgal, logo
depois do carbono (BECKER, 1994). E um componente fundamental de trés classes de
substancias estruturais das células: proteinas, 4cidos nucléicos e pigmentos
fotossintetizantes. Se o suprimento de nitrogénio é abundante em cultivos, verifica-se a
tendéncia de aumento nas concentracdoes de proteinas e de clorofila nas células. Em
contrapartida, quando as concentracdes de nitrogénio disponiveis sdo baixas, verifica-se a
diminui¢do marcante da taxa de divisao celular (LOURENCO, 2006).

De um modo geral as microalgas sdo capazes de utilizar nitrato, amonia ou outra

fonte organica de nitrato, como a uréia, para o seu desenvolvimento (BECKER, 1994).

Fésforo

Assim como o nitrogénio, o fésforo é considerado um dos principais elementos
limitantes as microalgas, estando associado a todos os processos que envolvem trocas
energéticas nas células, como sintese de ATP, acucares fosfatados, acidos nucléicos e
fosfoenzimas (LOURENCO, 2006).

A principal forma como as microalgas assimilam o fésforo é como fosfato inorganico
(H,PO; ou HPOZ7). A concentracdo 6tima de fésforo no meio de cultivo, bem como a

tolerancia ao fosforo, varia diferentemente para cada espécie (BECKER, 1994).

Enxofre
O enxofre € constituinte de alguns aminodcidos essenciais (metionina, cisteina e
cistina), vitaminas e sulfolipideos. E comumente disponibilizado no meio de cultivo na

forma de sulfatos inorganicos (BECKER, 1994).
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Potdssio
O potéssio € um elemento requerido por todas as espécies de microalgas, sendo que
sua auséncia no meio de cultivo prejudica o processo da fotossintese, além de estar envolvido

na sintese de proteinas e na regulacdo osmética da célula (BECKER, 1994).

Magnésio
O magnésio é requerido por todas as espécies de microalgas por ocupar posi¢ao
estratégica no aparato fotossintético, sendo o 4dtomo central da molécula de clorofila

(BECKER, 1994).

Ferro

O ferro € um elemento importante ao crescimento celular por se tratar de um dos
constituintes dos citocromos, afetando assim o metabolismo celular, a assimilacdo do
nitrogénio e a sintese da clorofila. No meio de cultivo o ferro deve ser fornecido na forma
de complexos quelados, como o 4cido etilenodiaminotetracético (FeEEDTA) (BECKER,

1994).

Micronutrientes
Quanto aos micronutrientes, os principais sao manganés, molibdénio, cobalto, boro,
vanddio, zinco, cobre e selénio, os quais participam da estrutura e atividade de diversas

enzimas (LOURENCO, 2006).

Vitaminas
De acordo com Lourenco (2006) as vitaminas que sdo usualmente adicionadas aos
meios de cultivos sdo:
e Tiamina (B1), que possui funcio geral de agir como coenzima;
. Biotina (B7), que atua no transporte de CO»;
e Cianocobalamina (B12), que ndo possui ainda um papel metabdlico suficientemente
elucidado.
Desse modo, pode-se preparar meios artificiais com todos os nutrientes necessarios
ao pleno desenvolvimento das microalgas. No que se refere a meios de cultivos para espécies
marinhas, pode-se usar a prépria 4gua do mar, ou preparar uma solugdo sintética de dgua

salobra enriquecida com nutrientes (LOURENCO, 2006).
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2.4 Sistema de cultivo

Os cultivos de microalgas podem ser classificados, quanto a forma de condugdo,
como descontinuo, semicontinuo e continuo.

Segundo Richmond (2004), nos cultivos descontinuos, as células sdo inoculadas no
meio fresco no inicio do cultivo, ndo havendo nenhuma adi¢do posterior de nutrientes, com
excecdo do ar e/ou CO; inserido. Desse modo, € possivel observar seis fases durante o
crescimento celular das microalgas:

1) Fase de adaptacdo ou fase lag, a qual pode ser extensa na presenca de tdxicos,
nutrientes dificilmente metabolizdveis ou se o indculo for de reduzida dimensdo ou
inadequado;

2) Fase de aceleracdo do crescimento, periodo onde as células j4 estdo adaptadas e
comecam a multiplicar-se, e a velocidade especifica de crescimento € inferior ao valor
maximo;

3) Fase de crescimento exponencial, onde apresenta crescimento acelerado e o valor
da velocidade especifica de crescimento se mantém constante, atingindo o seu valor maximo;

4) Fase de desaceleracdo do crescimento, na qual a concentracdo de um (ou mais)
nutriente(s) tornar-se limitante, com o consequente decréscimo da velocidade especifica de
crescimento;

5) Fase estaciondria, caracterizada por apresentar uma concentragao
aproximadamente constante de biomassa a custa da utilizagdo de reservas internas de
nutrientes ou dos nutrientes que sdo liberados para o meio devido a lise de outras células;

6) Fase de morte, resultante do esgotamento de nutrientes da cultura de micro-
organismos, sendo que a cinética de morte é também equivalente a uma reacao de primeira
ordem (RICHMOND, 2004).

A Figura 2.7 exemplifica uma tipica curva de crescimento, destacando as fases acima
mencionadas.

Segundo Lourengo (2006), o inicio dos cultivos em modo semicontinuo, € similar ao
sistema descontinuo, na qual inocula-se as microalgas num meio de cultura fresco, e
aguarda-se atingir a fase estaciondria. Neste momento, uma parcela do meio algal é removida
e substituida por meio de cultura novo, sem algas, enquanto que nos cultivos continuos
ocorre um permanente processo de entrada de meio de cultura fresco (sem células) e saida

de cultura em iguais taxas e de modo constante.
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Figura 2.7 - Variacdo da biomassa em fun¢io do tempo num cultivo de microalgas em modo
descontinuo.

Log (Biomassa)

Tempo

Fonte: Autoria prépria

2.5 Fotobiorreatores

Os fotobiorreatores sdo equipamentos destinados a permitir o aproveitamento da energia
luminosa, seja esta natural ou artificial, pelas células do micro-organismo nele presente, com
o propésito de fornecer o bioproduto desejado. No caso das microalgas, deseja-se que o
fotobiorreator auxilie na promocao do crescimento celular, sendo que para tal tem sido
projetado varios tipos de fotobiorreatores, como tanques abertos, colunas de bolhas, placas
planas e tubulares (conicos ou helicoidais), dentre outros (CARVALHO et al., 2014).

De acordo com Huang et al. (2017), os fotobiorreatores podem estar confinados sob a
protecdo de estruturas cobertas que, quando construidas de materiais transparentes,
permitem a iluminagdo natural, quando ndo sdo iluminados artificialmente. Também podem
estar dispostos ao ar livre, submetidos as intempéries do clima, interferindo aleatoriamente
no desenvolvimento do cultivo nele presente.

Pensando em minimizar as interferéncias associadas a fatores externos, como variagoes
no clima, luminosidade prejudicada por dias nublados ou longos periodos chuvosos e
possiveis contaminagdes por insetos, os fotobiorreatores que permitem esse contato direto
do meio de cultivo com o ambiente externo (chamados de fotobiorreatores “abertos”), podem
ser substituidos por fotobioreatores “fechados”, nas quais o meio de cultivo ndo tem contato
com o0 meio externo, e se provido por iluminacdo artificial ndo sofrem com alteragdes de
luminosidade, garantindo maior controle e previsibilidade (SINGH, SHARMA, 2012).

Dentre os fotobiorreatores abertos destacam-se os tanques ou lagoas abertas, conhecidas

pelo termo em inglés por “Open ponds”, que sdo recipientes de cultivo confeccionados de
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materiais plasticos (PVC, por exemplo), fibra de vidro ou cimento, devendo apresentar as
superficies internas lisas, com a finalidade de reduzir eventuais danos devido ao atrito das
células e facilitar a limpeza. Na construc¢do dos tanques a profundidade pode variar de 10 a
50 cm aproximadamente, de modo que permita a difusdo de di6xido de carbono proveniente
da atmosfera e a penetracdo da luz solar, bem como permitir a aeracdo mediante o
borbulhamento de ar no meio de cultivo (CHISTI, 2007; LOURENCO, 2006).

A Figura 2.8 apresenta imagens de dois tipos de “Open ponds”, comumente utilizados

para cultivos em larga escala: “circular pond” e “raceway pond .

Figura 2.8 - Imagem de dois tipos de tanques abertos. Circular pond-(A) e racewaypond-(B).

Fonte: AL HATTAB; GHALY; PEREZ DE LOS RIOS (2015).

As “circular ponds”, ou tanques circulares, atingem em média 1000 m?, com 30 cm
de profundidade, providas por grandes bracos rotacionais que podem se estender até 45 m
de didmetro, alcancando produtividades que podem variar de 1,5 a 16,5 gm™.dia! de
biomassa seca, enquanto que o tipo “raceway pond”, recebe este nome pelo formato que se
assemelha a um circuito de corrida. E o sistema mais utilizado tanto em nivel de escala piloto
quanto em escala comercial, devido a sua facilidade de operacdo (SUALI ; SARBATLY,
2012). As produtividades podem variar de 0,19 a 23,5 g.m2.dia! de biomassa seca (AL
HATTAB; GHALY; PEREZ DE LOS RIOS, 2015).

A Figura 2.9 ilustra o esquema de uma raceway pond.
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Figura 2.9 - Desenho esquematico de uma “raceway pond”.

I C O 1

Fonte: Autoria prépria

Segundo Huang (2017), na classe dos fotobiorreatores “fechados”, o tipo coluna de
bolhas é amplamente utilizado tanto por pesquisadores em escala laboratorial quanto para
fins comerciais, devido a sua versatilidade de operagdo, manuseio e constru¢do, pois tratam-
se basicamente de cilindros com elevada razdo altura / didmetro e construidos em materiais
transparentes como vidros e principalmente polimeros (acrilicos e policloretos de vinila por
exemplo).

A Figura 2.10 mostra um esquema de um sistema composto por trés fotobiorreatores
de coluna de bolhas (indicados pelo nimero 2) sobre um suporte de madeira (numeragdo 3)
com iluminagdo externa (detalhes de numeracdo 4), providos com injecao de CO; (detalhe
do cilindro numerado 5) e aeracdo fornecida por compressor de ar (numeracdo 1),
desenvolvido por Loures et al.(2018) para cultivar a microalga marinha Chlorella

minutissima.

Figura 2.10 - Desenho esquemadtico de trés fotobiorreatores coluna de bolhas utilizados para o
cultivo da microalga Chlorella minutissima.

Fonte: Loures et al. (2018).
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De acordo com Carvalho (2014), o fotobiorreator coluna de bolhas apresenta uma
configuracdo que dispde apenas de um sistema de dispersdo de ar em sua estrutura interna,
que permite controlar o tamanho e a liberacdo de bolhas de ar promovendo uma agitagdo
pneumatica aleatéria do meio de cultivo.

Com o intuito de promover uma movimenta¢do orientada do liquido no interior do
cilindro, pode-se utilizar fotobiorreatores de modelos “air-lift”, que sdo equipados com
dispositivos denominados ‘“draft tube”, dispositivos que permitem a distingdo de duas
regides, uma que apresenta um fluxo ascendente de meio, por onde sdo liberadas as bolhas
de ar (Riser), e outra de fluxo descendente do liquido (Downcomer) (MENDES; BADINO,
2016).

A Figura 2.10 ilustra o esquema de dois modelos airlift, um de tubos concéntricos,
na qual a aeracgdo € distribuida no centro da base do reator, e o outro de tubo bipartido, onde

a aeracdo € distribuida em uma das metades da base do reator.

Figura 2.11 - Desenho esquematico de modelos “airlift”: cilindro concéntrico (A) e cilindro
bipartido (B).

A £ B £
LEAERE e | JEsER g |

Fonte: (MENDES; BADINO, 2016).

Os fotobiorreatores “flat-plate” sdo caracterizados por paralelepipedos de vidro,
plastico ou outro material que permita a passagem de radiacdo solar. O ar, enriquecido com
di6xido de carbono necessério ao crescimento de biomassa € injetado pela base, e promove
a turbuléncia para que todas as células sejam atingidas pela radiagdo solar. (HARUN et al.,
2010).

A disposic¢ao dos fotobiorreatores de placas planas pode variar de modo vertical,

horizontal ou inclinado. Apresentam a vantagem de possuir grande drea superficial, o que
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permite melhor aproveitamento da iluminacdo recebida, favorecendo a atividade
fotossintética das microalgas (AL HATTAB; GHALY; PEREZ DE LOS RIOS, 2015).

A Figura 2.12 apresenta o desenho esquematico de fotobiorreatores de placas planas.

Figura 2.12 - Esquema e imagem de fotobiorreator do tipo flat-plate.

|

Fonte: (HARUN et al., 2010; HATTAB; GHALY; PEREZ DE LOS RIOS, 2015).

Os fotobiorreatores do tipo tubular sdo os mais populares, possuem alta razdo de
superficie exposta por volume, alta eficiéncia no uso de CO; e bom aproveitamento da luz
solar. Eles consistem em conjuntos de tubos transparentes, normalmente de vidro ou pléstico,
cujo didmetro € inferior a 0,1 m, uma vez que € necessario luz para que ocorra o processo de
fotossintese. Tais fotobiorreatores podem ser concebidos em varios formatos (Figuras 2.13,
2.14 e 2.15): serpentina, inclinados, espiral, bobinas e em paralelos (AL HATTAB; GHALY;
PEREZ DE LOS RIOS, 2015; CARVALHO et al., 2014; SUALL, SARBATLY, 2012;
WANG et al., 2012).

Figura 2.13 — Foto de um Fotobiorreator tubular horizontal.

Fonte: (HATTAB; GHALY; PEREZ DE LOS RIOS, 2015).



Figura 2.14 — Esquema de um Fotobiorreator tubular inclinado.
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Fonte: (WANG et al.,2012).

Figura 2.15 - Esquema de um Fotobiorreator tubular helicoidal.
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Fonte: (WANG et al., 2012).
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No municipio de Almeria, na Espanha, cultiva-se comercialmente a microalga

Scenedesmus almeriensis, num fotobiorreator tubular vertical de 3000 L, de propriedade da

Fundacdo CAJAMAR. Os tubos sdo confeccionados de material polimérico transparente

com 90 mm de diametro e 400 m de comprimento, conectado a uma coluna de bolhas com

3,5m de altura (SOLIMENO et al., 2017). A Figura 2.16 apresenta uma ilustragdo do

fotobiorreator tubular vertical de 3000 L.
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Figura 2.16 — Esquema de um Fotobiorreator tubular vertical conectado a um biorreator de coluna
de bolhas.
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Fonte: (SOLIMENO et al., 2017).

Em Barcelona, também na Espanha, um fotobiorreator tubular horizontal € composto
por dois tanques abertos construidos em polipropileno com dimensdes de 1,8 m de
comprimento, 1,0 m de largura e 0,4 m de profundidade. Os tanques sao ligados a 12 tubos
de 50 m de comprimento com 125 mm de diametro cada, destinado ao cultivo de microalgas
do género Pediastrum sp., Chlorella sp. e Scenedesmus sp (SOLIMENO et al., 2017). A
Figura 2.17 apresenta uma ilustracdo que representa o fotobiorreator tubular horizontal

situado em Barcelona.

Figura 2.17 — Esquema de um Fotobiorreator tubular horizontal ligado a tanques abertos.

Tanques abertos

A Ponto de monitoramento de pH e temperatura

Fonte: (SOLIMENO et al., 2017).
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Ja os fotobiorreatores do tipo tanque agitado possuem uma estrutura composta por
tubos cilindricos de vidro ou material que permita a passagem de luz natural ou artificial e
ocupam pequenas dreas, podendo o reator apresentar sistemas de agitacdo mecénica ou
pneumatica (distribuidores de ar), ou até mesmo ambos. Sdo conhecidos como biorreatores
de mistura, responsdveis por mais de 90% das aplicacdes na inddstria de fermentacdo (AL
HATTAB; GHALY; PEREZ DE LOS RIOS, 2015; CARVALHO et al., 2014). A Figura

2.18 apresenta um desenho esquemadtico de um fotobiorreator tanque agitado.

Figura 2.18 - Desenho esquematico de um biorreator tipo tanque agitado.
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Fonte: (CARVALHO et al., 2014).

De acordo com Huang et al. (2017), além dos fotobiorreatores ja mencionados,
encontra-se também como variacdo de fotobiorreatores verticais, os tipo “bag”, ou sacos,
confeccionados em polimeros transparentes e resistentes. Tais fotobiorreatores sao dispostos
lado a lado e se assemelham a fotobiorreatores tubulares ou cilindricos, conforme mostrado

na Figura 2.19.
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Figura 2.19 - Imagem de fotobiorreator tipo “bag”.

Fonte: (HUANG et al., 2017).

Muitos pesquisadores vém projetando e desenvolvendo novas configuragdes ou
estratégias de arranjo de fotobiorreatores para estimular o crescimento celular e o acimulo
de metabdlitos nas microalgas. Aponta-se como exemplo o fotobiorreator desenvolvido por
Liao et al. (2014), que dispuseram horizontalmente um reator tubular tipo serpentina, com
regides do tubo que ndo permitem a passagem de luz, criando regides claro: escuro para
induzir ao acimulo de lipideos durante o crescimento celular. Estratégia semelhante foi
idealizada e desenvolvida por Ilus e Abu-Goshi (2016), com um fotobiorreator semelhante,
acrescido de um espelho na sua base para aumentar a eficiéncia de captagdo luminosa pela

reflex@o da luz incidente. As Figuras 2.20 e 2.21 ilustram os fotobiorreatores mencionados.

Figura 2.20 — Esquema de um Fotobiorreator tubular em formato de serpentina.
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Fonte: (LTAO et al., 2014).
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Figura 2.21 — Esquema de um Fotobiorreator tubular espelhado em formato de serpentina.
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Fonte: (ILUS; ABU-GOSHI, 2016).

Um fotobioreator ndo convencional foi desenvolvido por Huang et al.(2016),
batizado como flutuador rotativo, constituido de garrafées em disposicdo hexagonal e
utilizado como pds de uma raceway pond para o cultivo da microalga Dunaliella tertiolecta.

A Figura 2.22 apresenta o desenho esquemadtico e a imagem do fotobiorreator projetado.

Figura 2.22 — Esquema e fotos de um Fotobiorreator flutuador rotativo.

Fonte: (HUANG et al., 2016).
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Um fotobiorreator coluna de bolhas foi adaptado com a insercdo de discos em
formato de anel em seu interior, de modo a “quebrar” e aumentar o tempo de interagdo das
bolhas com o meio de cultivo da microalga C. reinhardtii, num trabalho desenvolvido por

Abbott et al. (2015). O sistema foi iluminado externamente conforme pode ser observado na
Figura 2.23.

Figura 2.23 — Imagem de um Fotobiorreator de coluna de bolhas com discos internos.
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Fonte: (ABBOTT et al., 2015).

J4 um protétipo de fotobiorreator horizontal foi proposto por Dogaris et al (2015), no
qual foi estabelecida uma juncdo entre uma configuracdo tipo raceway com outra

configuracdo tipo airlift para o cultivo da microalga Nannochloris atomus, conforme

mostrado na Figura 2.24.

Figura 2.24 — Esquema de um fotobiorreator horizontal associado com um biorreator tipo airlift.

airlift

airlift

Fonte: (DOGARIS et al., 2015).
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Outro fotobiorreator interessante foi proposto por Pruvost et. al (2016), no qual um
fotobiorreator do tipo placa plana € integrado a um prédio, com a finalidade de produzir
biomassa de microalgas. Este fotobiorreator aproveita os gases exauridos da chaminé de um
prédio comercial, aumentando assim, a producdo de biomassa durante o cultivo. Além disso,
proporciona um conforto térmico ao prédio na qual estd integrado, pois diminui a
temperatura interna do local, devido a absor¢cdo da luz solar pelas microalgas enquanto
crescem no fotobiorreator, que estd localizado ao lado da constru¢do. A Figura 2.25

apresenta o fotobiorretor integrado a uma construgao.

Figura 2.25 — Esquema e imagem de um Fotobiorreator integrado a uma construgdo.
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Fonte: (PRUVOST et al., 2016).

Como pode ser visto, os cultivos microalgais podem ser conduzidos sob as mais
diversas configuracdes de fotobiorreatores, passando por tanques abertos ou fechados,
colunas de bolhas, airlift, tubular (vertical, horizontal, inclinado ou espiral), combinag¢des de
mais de um fotobiorreator ou até mesmo aliados a projetos arquitetdonicos como o
fotobiorreator do tipo placa, construido ao lado de um prédio industrial que rejeita CO2 em
sua chaminé. A Tabela 2.5 resume alguns trabalhos realizados com diversas microalgas nos

mais comuns fotobiorreatores.
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Quadro 2.2 — Descricdo de alguns processos em que se utilizaram diferentes fotobiorreatores no
cultivo de diversas espécies de microalgas.

Configuracao Resumo Referéncia

A microalga marinha Chlorella minutissima foi
cultivada em fotobiorreator de 20L para o estudo de
Coluna de bolhas Loures et al., (2018)
diversos fatores controlados, como temperatura, CO»

€ nutrientes

Projetou-se um sistema de quebra bolhas para

aumentar a eficiéncia de absor¢do de CO2 no cultivo
Tanque aberto

de uma espécie mutante do género Chlorella. Cheng et al., (2016)
(raceway)

O cultivo da microalga Karlodinium veneficum foi
conduzido para avaliar pardmetros como taxa de
fluxo gasoso, altura da coluna e didmetro do dispersor | Lopez-Rosales et al.,

Coluna de bolhas
de ar. (2015)

O cultivo da microalga Nannochloropsis sob

Tanque aberto condi¢do de estresse nutricional em tanque aberto )
o ) Perrier et al., (2015)
(raceway) com a finalidade de acumular lipideos para a

producio de biodiesel.

A microalga Chlorella vulgarisfoi cultivada em dois

estagios como estratégia para acumular lipideos para

Tubular a producio de biodiesel Chen et al., (2014)

Avaliou-se o cultivo da microalga Chlorella
pyrenoidosa sob diferentes gradientes de iluminagéo

Placas planas ao longo do fotobiorreator. Huang et al., (2014)

A microalga Nannochloropsis oculatafoi cultivada
com a finalidade obter informacdes sobre o perfil de
Coluna de bolhas consumo de CO2 Valdés et al., (2012)

Fonte: Autoria prépria.
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Nota-se que sdo utilizadas diferentes configuracdes de fotobiorreatores para
averiguar a influéncia de diversos fatores no cultivo de espécies de microalgas, como a
utilizacdo do fotobiorreator coluna de bolhas, para averiguar a influéncia do CO; no cultivo
da Nannochloropsis oculata (VALDES etal., 2012).

Em trabalho conduzido por Lodpez-Rosales et al. (2015) foram avaliados os
parametros dimensionais (relacdo altura / didmetro e modos de distribuicdo de ar em seu
iterior) durante cultivos da microalga Karlodinium veneficum.

No estudo conduzido por Loures et al. (2018), foram avaliadas a influéncia do nitrato,
fosfato, vitaminas, salinidade, temperatura e CO> no cultivo da microalga marinha Chlorella
minutissima.

As raceways auxiliaram nos estudos para averiguar a influéncia do CO2 no cultivo
de microalgas do género Chlorella e na acumulagdo de lipideos da microalga
Nannochloropsis sob condi¢ao de “stress” nutricional visando a produc¢do de biodiesel, nos
trabalhos conduzidos por Cheng et al. (2015) e Perrier et al. (2015), respectivamente.

Ja o fotobiorreator de placa plana foi utilizado por Huang et al. (2014) sob diferentes
intensidades luminosas para estudar tal efeito sobre o cultivo da microalga Chlorella
pyrenoidosa.

O fotobiorreator tubular possibilitou a Chen et al. (2014) acumular lipideos na
microalga Chlorella vulgaris usando a estratégia de cultivd-la em dois estdgios, visando a
producdo de biodiesel.

Desse modo, os projetos de fotobiorreatores sdo essenciais para o desenvolvimento
de processos que visam aumentar a eficiéncia na formacdo de biomassa e composicdo de
biocompostos (CARVALHO et al., 2014).

O Quadro 2.3 apresenta alguns estudos com a microalga Chlorella minutissima
destacando o regime de cultivo, o fotobiorreator utilizado e os fatores estudados.

Com base na Tabela 2.6, nota-se uma predominancia de estudos conduzidos em
frascos de laboratério em comparacao a utilizacdo de fotobiorreatores, sendo estes ainda
diversificados, como coluna de bolhas, airlift, placas planas e tanques abertos.

Entretanto observa-se uma preferéncia por regimes fotoheterotréficos, que sao

providos com fonte adicional de carbono além do atmosférico.
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Quadro 2.3 — Descricio de pesquisas realizadas com a microalga Chlorella minutissima.

(aeracao com biogas)

Regime Fotobiorreator Fatores Referéncia
coluna de bolhas Fonte carbono / nitrato /
fotoautotréfico fosfato / temperatura e (LOURES et al., 2018)
(20L) ..
salinidade
absorcdo de CO> de um
fotoheterotréfico tanque (12L) efluente gasoso (KHAN et al., 2018)

autotrofico / Airlift (1,4L) e Luz / temperatura / (CHAKRABORTY et al.,

heterotréfico Flat panel (1,2L) nitrato / fosfato 2016)
fotoheterotréfico tanqu(ezlzi%nado Nitrato / fosfato (ARORA et al., 2016)

autotrofico Frascos (225 mL) | Nitrato / temperatura (ORDOG et al., 2016)

mixotréfico | frascos (500 mL) | Fatamento de efluentes (YANG et al., 2015)

/ Absor¢do de metais
mixotréfico frascos (500 mL) privagio de m.tr,a to para (CAQOetal., 2014)
acumular lipideos
mixotréfico frascos (225 mL) Luz / fotoperiodo (STIRK et al., 2014)

autotrofico /

frascos (500 mL)

carbono / nitrato /

(LIetal., 2011)

fotoheterotrofico fosfato

Fonte: Autoria prépria.

2.6 Iluminacao

A luz é a principal fonte de energia para sustentar a vida na Terra, e afeta
significativamente os micro-organismos fotossintéticos como as microalgas. Considerando
aplicacdes biotecnoldgicas, como a formag¢do de biomassa para a producao de bioprodutos,
como pigmentos, proteinas, agucares e lipideos, por exemplo, os fotobiorreatores utilizados
nesses processos devem aproveitar a0 maximo o suprimento de luz, seja esta natural ou
artificial (FUENTE et al., 2017).

Para muitos fotobiorreatores, principalmente nos de escala laboratorial, utilizam-se
iluminacao artificial, como as lampadas incandescentes e fluorescentes. As lampadas
incandescentes, que produzem luz pela passagem de corrente elétrica por um filamento de
metal, apresentam em média um periodo de vida de cerca de 750 horas. As lampadas
fluorescentes, que apresentam em média 25000 horas de vida ttil, sdo compostas por um par
de eletrodos em cada extremidade dentro de um tubo de vidro coberto com material a base
de fosforo, sendo que a ionizacdo dos gases no interior da ldampada permite a producao da

luz visivel (ALMEIDA, 2014; CARVALHO et al., 2014).
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Recentemente, os Diodos Emissores de Luz, do inglés “Light Emitting Diode”
(LEDs), vem sendo frequentemente utilizados como fonte de luz em fotobiorreatores para o
cultivo de microalgas, principalmente por apresentarem baixo consumo energético, além de
disporem de uma longa vida til e minima geragdo de calor, possibilitando aos LEDs serem
incluidos na categoria de produtos verdes, uma vez que a sua utilizagio possibilita reduzir
as emissoes de CO2 (AVILA-LEON, 2014).

Os LEDs sao dispositivos semicondutores, formados por uma bicamada
semicondutora, na qual em uma dessas camadas predominam excessos de cargas positivas,
enquanto que na outra predominam excessos de carga negativa, conforme ilustrado na Figura
2.26. Durante a polariza¢do da juncdo da bicamada, ocorre a movimentagdo dos elétrons
emitindo fétons (ALMEIDA, 2014). Como resultado da movimentacgdo dos elétrons, ocorre
liberacdo de energia convertida em f6tons (E), inversamente proporcional ao comprimento
de onda (L), que depende do composto quimico empregado e da diferenca entre niveis de
energia, ajustado multiplicando-se pela constante de proporcionalidade 6,62.10-34J.s

(constante de Planck) (h) de acordo com a Equagao 2.5 (YAM: HASSAN, 2005).

_h
E=- (2.5)

Figura 2.26 - Polarizagdo de um dispositivo LED.

Fonte: (SCHULSE et al., 2014).

Assim, € possivel relacionar a cor proveniente do LED com a energia dos fétons

conforme apresentado na Tabela 2.7 (YAM;HASSAN, 2005).
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Tabela 2.4 - Relacdo entre energia do féton e cor da luz emitida.

Cor da luz emitida Comprimento de onda (nm) Energia do foton (eV)

Ultravioleta <390 >3,18

Violeta 390-455 2,75-3,18

Azul 455-490 2,53-2,72

Ciano 490-519 2,41-2,53

Verde 519-570 2,18-2,41

Amarelo 570-600 2,60-2,18

Laranja 600-625 1,98-2,06

Vermelho 625-720 1,72-1,98
Infravermelho >720 <1,72

Fonte: (YAM; HASSAN., 2005).

A grande versatilidade em se obter um leque de comprimentos de ondas especificos
€ um dos principais fatores que impulsionaram a utiliza¢do de LEDs para iluminar os mais
variados cultivos microalgais, flexibilizando estratégias que permitem alterar o comprimento
de onda em diversos momentos durante as experimentacdes para estimular ora o crescimento
celular, ora a producdo de determinados metabolitos pelas células (SCHULSE et al., 2014).

Nesse sentido, Okumura et al. (2014) conduziram experimentos para avaliar o cultivo
da microalga marinha Botryococcus braunii para a producao de biodiesel usando LEDs de
diferentes intensidades e comprimentos de onda. Os autores verificaram que a iluminacao
azul forneceu a maior concentragio de biomassa (390 mg.L!) enquanto que a iluminagio
vermelha forneceu 290 mg.L"! de biomassa. A Figura 2.27 ilustra o aparato experimental

utilizado.

Figura 2.27 — Esquema e imagem dos Fotobiorreatores iluminados por luzes de LED para o cultivo
de Botryococcus braunii.

Fonte: (OKUMURA et al., 2014).
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Muitos pesquisadores t€ém divulgado seus resultados com experimentos utilizando
luzes de LED no cultivo de microalgas. Observa-se uma maior frequéncia de trabalhos
utilizando microalgas do género Chlorella, destacando-se as espécies C. vulgaris e
C. minutissima, além de microalgas como Nannochloropsis salina, utilizando
principalmente as cores azul, branco, vermelho e verde, com diferentes finalidades.

O Quadro 2.4 resume alguns trabalhos que foram desenvolvidos com o uso de LEDs
durante os cultivos de diversas espécies de microalgas, e com base no que foi apresentado,
foi possivel verificar que a utilizagdo dos LEDs branco e azul se relacionam de um modo
geral na velocidade e producdo de biomassa, independente da espécie estudada, enquanto

que as luzes verde e vermelha responderam ao contetdo lipidico das células das microalgas.

Quadro 2.4 — Relagdo de algumas publicagées sobre o uso de LEDs no cultivo de microalgas.

Espécie Resumo Referéncia

Aumentou o teor de lipideos da microalga
Nannochloropsis | utilizando o LED de cor verde numa segunda (TA et al., 2016)

salina etapa do cultivo, conFigurando um periodo de
estresse luminoso.

Observou maior formacgdo de biomassa com a
luz branca (1337,5 mg/L) e menor formagao

Chlorell
ore .a com a luz azul (313 mg/L). (HULTBERG et al., 2014)
vulgaris
Chiorell Utilizou o LED de cor vermelha para melhorar
orella
_ a purificagdo do biogés oriundo de digestdo (YAN et al., 2013)
vulgaris s
anaerdbica
Avaliou o efeito do fotoperiodo e da
Chlorella intensidade luminosa utilizando LED da cor
. azul no cultivo microalgal. (ATTA et al., 2013)
vulgaris
Alcancou uma velocidade especifica de
crescimento de 0,13 d-1 durante
Chlorella

experimenta¢do da intensidade luminosa (80 — (JENA et al., 2011)

minutissima 110 umol m™ s™! utilizando LED de cor

branca.

Verificou que a iluminacdo azul proporcionou

(PAZOS; IZQUIERDO,

Chlorella sp. maior produtividade de lipideos em relagdo a 2011)

iluminacdo vermelha

Fonte: Autoria prépria.
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2.7 Acompanhamento do crescimento celular e colheita da biomassa

Em um cultivo descontinuo de microalgas, o tempo de crescimento pode variar de
acordo com as condi¢des impostas, sendo que o acompanhamento do desenvolvimento
celular se faz essencial para determinar o momento 6timo para coleta da biomassa formada
(BECKER, 1994).

Segundo Lourenco (2006), os principais métodos utilizados para acompanhar o
crescimento celular € a contagem de células por microscopia e a medida da densidade 6ptica
por espectrofotometria. A contagem direta por microscopia € a técnica mais simples e
tradicional para monitorar o crescimento de microalgas, utilizando-se apenas um
microscopio € uma camara de contagem, como por exemplo, uma camara de Neubauer,
enquanto que o uso da densidade Optica se baseia na absor¢do fisica da luz pelas células,
quanto mais células estiverem presentes na amostra maior serd a absor¢cao de luz e menor
serd a passagem da luz pela amostra.

Ap0s o periodo de cultivo deve-se proceder a colheita da biomassa microalgal, por
muitos considerada a etapa chave para a producdo industrial de biocombustiveis a partir de
6leos de microalgas, isso porque estas crescem em culturas muito diluidas, o que faz
necessdrio o processamento de grandes quantidades de liquidos para a sua colheita, com
elevado consumo energético (RASTOGI et al.,2018).

Os principais métodos de colheita de microalgas sdo: floculacdo, eletrofloculacdo,
biofloculagdo, sedimentacdo gravimétrica, flotacao, filtracao e centrifugacio (BARROS et
al., 2015).

O processo de floculacdo envolve a adi¢do de produtos quimicos capazes de induzir
a agregacao de células de microalga seja por neutralizacdo, inversdo das cargas elétricas das
paredes celulares, ou pela formacgdo de ligacdes entre as microalgas. Permite recuperar a
biomassa com menores custos econdmicos quando comparado a centrifuga¢do (RASTOGI
et al., 2018)

Os principais agentes floculantes utilizados para a colheita de microalgas sdo sais
como FeCls, Al2(SOs4)3 e Fea(SOs)3, polimeros (quitosana) e bases como NaOH ou KOH,
devido a alteracdo do pH (BARROS et al., 2015).

O processo de eletroflocucdo, ainda pouco disseminado, se baseia na caracteristica
das microalgas de serem eletronegativamente carregadas. Assim, ao adaptar um meio de
cultivo com a inser¢do de eletrodos e permitir a passagem de corrente elétrica pode-se efetuar

a separacdo das células microalgais (BARROS et al., 2015).
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De acordo com Barros et al. (2015), no processo de biofloculacdo, o agente floculante
¢ um microrganismo, como bactérias do género Flavobacterium, Terrimonas e
Sphingobacterium, ou fungos (Rhizopus oryzae, Penicillium expansum, Aspergilus e Mucor
circinelloides), formando agregados com as células microalgais e favorecendo a decantagdo
gravimétrica.

A biofloculacio pode eliminar a necessidade de agentes floculantes quimicos, muito
embora para alguns casos seja necessdria a adicdo de CaCl, para garantir a eficiéncia do
processo (BARROS et al., 2015).

O processo de flotacdo pode ser definido como o “inverso” da sedimentacdo, onde
bolhas de ar promovem a ascensao das células do cultivo realizando a sua separa¢cdao do meio
liquido. Porém, cultivos de microalgas marinhas dificilmente sofrem flotagcdo, devido a alta
salinidade do meio (BARROS et al., 2015).

O método de filtracdo consiste em passar o meio de cultivo por uma membrana de
poros reduzidos que retém as células microalgais e permitem apenas a passagem do meio
liquido (RASTOGTI et al., 2018).

Segundo Lourencgo (2006), na filtracdo de pequenos volumes, utiliza-se um aparato
de filtracdo como um frasco de Kitasato ou similar, porém em um cultivo de grande escala,
a separagao de enormes volumes de microalgas para posterior processamento da biomassa
somente € vidvel se a espécie apresentar células grandes ou filamentosas, que sao facilmente
retidas no filtro, desprendendo pouco tempo de processo.

Com relacdo ao tempo de colheita, a sedimentagdo gravimétrica € um processo lento,
que envolve a separacdo das células de microalgas do meio de cultivo pela acdo da forca
gravitacional, resultando um processo simples, porém com baixa eficiéncia (LOURENCO,
2006).

Em contrapartida, a centrifugacdo que utiliza um equipamento de sedimentagdo de
células que atua pela acdo da forca centrifuga, trata-se de um processo rapido de recuperacao
de biomassa, porém, requer alto consumo de energia. Por esta técnica a biomassa é
concentrada sem a adi¢do de produtos quimicos, conservando suas caracteristicas originais
(LOURENCO, 2006).

O Quadro 2.5 apresenta as principais vantagens e desvantagem de cada método de

colheita das microalgas (BARROS et al., 2015).
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Quadro 2.5 - Vantagens e desvantagens dos métodos de colheita de microalgas.

Método

Vantagens

Desvantagens

Coagulacdo
Floculacao
Quimica

Método simples e rdpido;
Baixo custo energético;
Elevado rendimento de
recuperacao

Custos elevados dos floculantes
quimicos;

Riscos de toxicidade para a
biomassa;

Dificuldade de reutilizagdo do
meio de cultivo

Biofloculacdo

Nio oferece risco de
toxicidade para a
biomassa;

Permite a reutilizacdo do
meio de cultivo

Riscos de contaminacao
microbiana;

Alteracdes na  composicio
celular;

Sedimentacgao

Método simples e sem
custo

Elevado tempo de processo;
Riscos de deterioracdo da
biomassa

Flotacao

Método de baixo custo;
Curto periodo de processo

Dificil implementacdo para
microalgas marinhas

Eletrofloculacao

Nao requer adicdo de
reagentes quimicos;
Aplicdvel a uma grande
variedade de microalgas

Alto custo energético e de
equipamentos

Filtracao

Eficiéncia de colheita
elevada

Longo periodo de processo;
Requer limpezas ou trocas
regulares de menbranas

Centrifugacdo

Método rapido e eficiente;
Aplicdvel a espécies de
baixa densidade

Custo elevado;

Alto consumo energético;
Riscos de cisalhamento das
células

Fonte: Adaptado de Barros et al. (2015).
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2.8 Extracao de lipideos

Os 6leos das microalgas podem ser extraidos de modo similar a outras biomassas
oleaginosas, que usualmente utilizam a extracgao fisica pela a adicdo de um solvente quimico
para melhorar o processo de extracdo, sendo que solventes como o hexano e o metanol
aparecem como os mais utilizados (SUALI; SARBATLY, 2012).

A extracdo de 6leo com solvente € um processo de transferéncia de constituintes
soliveis (o 6leo) de um material inerte (a biomassa) para um solvente, num processo
meramente fisico, sem nenhuma reacdo quimica. A extracao com solventes ¢ o método mais
econOmico atualmente e a utiliza¢do do hexano e do cloroférmio tém tornado o método mais
rapido e eficiente para a extracdo lipidica das mais diversas biomassas. Porém, a presenca
desses solventes quimicos pode afetar a composic¢ao lipidica do 6leo extraido (RASHID et
al., 2014).

Prensas mecéanicas tais como parafuso e pistdo, dentre outras, podem romper as
células e liberar o 6leo, porém com baixa efici€ncia. Por outro lado, quando combinada com
0 uso de solventes organicos podem atingir eficiéncia de extracdo de 6leo na ordem de 95%
(AL HATTAB; GHALY; PEREZ DE LOS RIOS, 2015).

Sais em altas concentracdes podem ocasionar uma brusca alteracdo na pressao
osmotica, podendo levar ao rompimento das células e liberacao do 6leo de seu interior, num
método conhecido como “choque osmotico” (RASHID et al., 2014).

Um método que vem recebendo notdria atencdo € a extragdo supercritica, que utiliza
fluidos acima do ponto critico de temperatura e pressao, conferindo propriedades como baixa
viscosidade e elevada difusividade, permitindo alcancar maior eficiéncia de extracdo
lipidica. Nesse contexto, o uso do CO2 como fluido supercritico € altamente atrativo devido
a alta seletividade, ndo toxicidade e curto periodo de processo. O Unico inconveniente € 0
elevado custo associado a instalacdo de equipamentos adequados para operarem sob
condices seguras em alta temperatura e pressio (AL HATTAB; GHALY; PEREZ DE LOS
RIOS, 2015).

Na busca de processos ambientalmente amigéveis, a extracdo enzimadtica é altamente
recomenddvel, uma vez que utiliza enzimas como pectinase e celulase, para degradar a
parede celular, conferindo extracdes altamente eficientes sem afetar a composi¢ao lipidica
microalgal, diferentemente do método que emprega solventes quimicos organicos (RASHID

et al., 2014). Em contrapartida sdo métodos ainda empregados apenas em escala de
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laboratério, devido a altos custos envolvidos com a aquisicdo de enzimas. (SUALI;

SARBATLY, 2012).

2.9 Sintese de biodiesel

O biodiesel é o combustivel substituto natural e renovével do diesel de petréleo. E
produzido a partir de 6leos de vegetais como a soja, palma, girassol e pinhdo manso e/ou
gordura animal, como o sebo bovino e a gordura de frango. Ou seja, quaisquer fontes que
disponham de lipideos podem, em tese, ser uteis a produgdo de biodiesel (SKORUPSKAITE,
MAKAREVICIENE, GUMBYTE, 2016; AHMAD et al., 2011).

Matérias-primas de primeira geracdo como a soja, a palma e o girassol nao sdo
consideradas socialmente sustentdveis porque competem com a demanda de alimentos. Em
contrapartida, matérias-primas de segunda geracdo como sebo bovino, dleos residuais de
fritura e gordura de frango, se destacam como alternativas para a producao de biodiesel, além
do pinhdo manso, que cresce em regidoes semidridas, onde outras fontes de oleaginosas nao
sdo capazes de crescer e, assim, ndo competem com a cadeia de alimentos (BRENNAN;
OWENDE, 2010).

Por outro lado, as microalgas, assim como as cianobactérias, pertencem ao grupo de
matérias-primas de terceira geracdo. Estas se apresentam como uma alternativa promissora,
pois sdo capazes de acumular altos teores de lipideos aliado a elevadas velocidades de
crescimento e produtividade de biomassa comparada as oleaginosas convencionais, além de
nao competir com a cadeia de alimentos (DA ROS, 2012).

O biodiesel pode ser definido como uma mistura de ésteres alquilicos de 4cidos
graxos obtidos por transesterificacdo de triacilglicerideos dos 6leos vegetais ou gordura
animal, ou pela reacdo de esterificacdo de dcidos graxos livres resultando ésteres alquilicos
de 4cidos graxos e dgua. Ambas as reacdes ocorrem na presenca de dlcoois e catalisador
(AMARO, GUEDES; MALCATA, 2011).

Os éalcoois s@o considerados os agentes de transesterificacdo, podendo ser dlcool
metilico (metanol), etilico (etanol), propilico, butilico ou amilico. O metanol € o dlcool mais
utilizado devido ao seu baixo custo e suas propriedades fisico-quimicas (polaridade e menor
cadeia carbOnica) enquanto que o etanol vem se destacando pelo seu potencial de baixa

toxicidade e facil disponibilidade (PINTO et al., 2005).
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A transesterificacdo é uma reacdo de multiplos estdgios, incluindo trés estagios
reversiveis em série, de modo que triglicerideos s@o convertidos a diglicerideos, em seguida
diglicerideos sdo convertidos em monoglicerideos e por fim monoglicerideos sdo
convertidos em ésteres (biodiesel) e glicerol (co-produto). Estequiometricamente a reag@o
de transesterificacao requer 3 mols de 4lcool para 1 mol de triacilglicerideo, sendo utilizado
um excesso de dlcool para deslocar o equilibrio no sentido de formagao dos produtos, por se
tratar de uma reacgao reversivel. A reacao de esterificacdo requer 1 mol de dlcool para 1 mol
de 4cido graxo, e também necessita de excesso de dlcool para favorecer o sentido de
formacdo dos produtos, conforme apresentado na Figura 2.28 (SALAM, VELASQUEZ-
ORTA, HARVEY, 2016)

Figura 2.28 - Reacdo de transesterificagcdo pela qual se obtém os ésteres do biodiesel.
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CH; —0 —C—R, R, —C— OR’ CH, — OH
Triglic erideo Alcool Ester Glicerol

Fonte: (SALAM; VELASQUEZ-ORTA; HARVEY, 2016).

As reacdes de sintese do biodiesel podem ser catalisadas homogeneamente ou
heterogeneamente. Os catalisadores homogéneos podem ser &cidos (dcido sulftrico,
sulfonico e cloridrico) ou alcalinos (hidréxidos de sédio ou de potdssio), enquanto 0s
catalisadores heterogéneos podem ser enzimas ou compostos metélicos. Para a determinacao
do catalisador, o indice de acidez € a principal caracteristica do 6leo utilizado a ser
observada, uma vez que altas quantidades de acidos graxos ndo permitem a catdlise alcalina
devido a formagao de sabdao no meio reacional. Nesse caso, o uso de catalisadores 4cidos
acaba sendo indicado, conforme apresentado no esquema da Figura 2.29 (DEMIRBAS,

2010).
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Figura 2.29 - Esquema de reacdo de esterificagdo via catdlise dcida.

0 CH,OH 0
H,80,
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HO

Fonte: (DEMIRBAS, 2010).

Na catalise enzimatica, enzimas como as lipases, presentes em diversos organismos,
incluindo animais, plantas, fungos e bactérias, possuem a fun¢do bioldgica de acelerar a
hidrélise de gorduras e Oleos vegetais, liberando &cidos graxos, monoglicerideos,
diglicerideos e glicerol (VIEIRA et al., 2006).

Comparado ao processo via catalisadores quimicos, as enzimas apresentam algumas
vantagens como a alta seletividade, faixa de temperatura de reacao entre 30 e 40 °C e pH de
acdo entre 4 ¢ 9. Em contrapartida, requer longos periodos de reacdo para atingir altas
conversoes e apresentam custos elevados para a sua obtencdo (VIEIRA et al., 2006)

Leung, Wu e Leung (2010) explicam que de um modo geral existirdo vantagens e
desvantagens associadas a escolha do tipo de catalisador. Os catalisadores alcalinos
apresentam como principais vantagens, a alta atividade catalitica, baixo custo e condi¢des
operacionais moderadas, porém necessita que o 6leo utilizado apresente baixo indice de
acidez para evitar a formacdo de sabdo. Os catalisadores 4cidos t€m a desvantagem de
corroer equipamentos e exigirem elevados periodos de reacao, entretanto evitam a formacao
de sabdo. Os catalisadores heterogéneos (enzimas e compostos metdlicos) mostram-se
altamente seletivos e permitem a sua reciclagem, mas possuem custos elevados.

O dleo extraido de microalgas marinhas apresenta elevado indice de acidez, indicando
a catdlise dcida como a mais adequada para a producdo de biodiesel, conforme pode-se
observar no Quadro 2.6, que destaca o processo de sintese de biodiesel via catdlise dcida
utilizado por alguns pesquisadores (LOURES et al., 2018; AMARAL et al., 2015; MIAO,
2000).
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Quadro 2.6 - Processos de sintese de biodiesel a partir de lipideos de algumas espécies de microalgas
do género Chlorella.

Microalga Catalisador Observacoes Referéncia
Chlorella Razao molar (4lcool:lipideo)

minutissima H,SO4 9:1,90°C e 8h (LOURES et al.,2018)
Chlorella sp HaSO4 Razdo molar (dlcool:lipideo) (LEMOES, 2011)

30:1, 100°C e 4h

Chlorella H,SO; Razdo molar (metanol:lipideo)

protothecoides 56:1,30°C ¢ 4h (MIAO, 2006)

Razao molar (4lcool:lipideo)

Chlorella sp. H>SO4 315:1. 90°C e 12h

(EHIMEM et al., 2010)

Fonte: Autoria prépria

A sintese de biodiesel a partir dos 6leos microalgais € realizada em um reator no qual
a mistura dlcool e catalisador reagem com o triglicerideo e/ou acidos graxos presentes no
6leo da microalga. Apds a reacdo a mistura reacional € conduzida para um tanque de
separacdo para a formacao da camada superior constituida por metil estér, excesso de dlcool

e catalisador (4cido ou base) e formacdo da camada inferior, predominantemente glicerol

(SUALI; SARBATLY, 2012).



64

3 OBJETIVOS

Geral

Propor a aplicabilidade de um fotobiorreator integrado (coluna de bolhas — tubular)
internamente iluminado para o cultivo fotoautotréfico da microalga marinha
Chlorella minutissima visando a produ¢do de biomassa e o acimulo de lipideos na

biomassa formada.

Especificos

Estabelecer um sistema de cultivo de microalgas baseado em um fotobiorreator
integrado (coluna de bolhas — tubular) internamente iluminado;

Estudar o efeito da cor da iluminag¢do, fotoperiodo, aeracdo, vazao de circulacdo do
meio de cultivo e privagdo nutricional sobre a concentracdo de biomassa,
produtividade em biomassa, teor de lipideos e produtividade lipidica, durante o
cultivo foto-autotréfico de Chlorella minutissima e propor o melhor ajuste de cada
parametro para o cultivo no fotobiorreator integrado;

Comparar o fotobiorreator integrado proposto com os fotobiorreatores tubular e de
coluna de bolhas em termos de producdo de biomassa microalgal e de velocidade
especifica de crescimento de Chlorella minutissima;

Analisar o perfil dos 4cidos graxos presentes no material lipidico extraido da
biomassa microalgal obtida pelos cultivos iluminados com as cores azul, branca e
vermelha;

Converter o 6leo extraido da biomassa microalgal em biodiesel via catélise 4cida e

avaliar a qualidade do biodiesel obtido.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Espécie da microalga empregada nos experimentos

Todos os experimentos foram realizados com a linhagem da microalga marinha
Chlorella minutissima, isolada em Cabo Frio - RJ, pertencente ao Banco de Algas Marinhas
do Instituto Oceanografico da USP, gentilmente doada pelo Departamento de Oceanografia
Bioldgica do Instituto Oceanogréfico da USP, Sdo Paulo. A cultura foi mantida em meio /2
sem silica (GUILLARD, 1975), sob iluminag¢ado fornecida por uma lampada fluorescente de

15 W ligada a um temporizador para o controle do fotoperiodo de 12 h luz: 12 h escuro

4.2 Fotobiorreator Integrado internamente iluminado

Foi montado um sistema composto por trés fotobioreatores integrados, sendo
internamente iluminados. Cada fotobiorreator consistiu numa integracdo de uma
configuracdo tubular envolta numa configuracdo coluna de bolhas, ambas com iluminagio
interna fornecida por fitas de LED. O meio de cultivo permaneceu em constante recirculagio
entre as duas configuracdes durante o cultivo.

A parte do fotobiorreator que configura uma coluna de bolhas, consistiu de um
cilindro acrilico com diametro interno de 150 mm (Dgc), 3mm de espessura e 1300 mm de
altura total (Hr), sendo que a altura util de trabalho foi de 1000 mm (Ho), correspondendo a
um volume ttil de 18 L. No interior do cilindro de acrilico foi inserido um tubo transparente
de PVC onde foi abrigada a fita de LED que forneceu a iluminagao dentro do cilindro. A
aeracgdo foi realizada por inser¢do de ar comprimido utilizando um compressor de ar BOYU
(modelo ACQ-003), direcionado a base da coluna e distribuido por um aspersor de 100 mm
de didmetro.

A Figura 4.1 apresenta um desenho esquematico da configuracdo coluna de bolhas
que compde o fotobiorreator integrado, detalhando a iluminagdo interna que foi garantida
por fita de LED, abrigada em tubo transparente de PVC, disposta no interior da coluna de

bolhas.
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Figura 4.1 - Desenho esquematico da configuragdo coluna de bolhas que compde o fotobiorreator
integrado internamente iluminado.
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| l 8/—-Fita de LED |
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Fonte: Autoria prépria

A configuracdo tubular consistiu de um tubo transparente flexivel de PVC com
25 mm de didmetro interno, 5 mm de espessura e 5000 mm de comprimento, que foi disposto
ao redor da coluna de acrilico anteriormente descrita. Dentro desse tubo flexivel, foi inserido
outro tubo flexivel e transparente, também de PVC e de didmetro menor (20 mm), que alojou
uma fita de LED para iluminar o interior de toda a parte tubular do fotobiorreator.

A Figura 4.2 apresenta um desenho esquemdtico que ilustra a configuracdo tubular
que compde o fotobiorreator integrado, detalhando o tubo transparente concéntrico interno
que abriga a fita de LED para garantir a iluminac@o do meio de cultivo que percorrerd esta

configuragdo tubular do fotobiorreator integrado.
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Figura 4.2 - Desenho esquematico da configuracéo tubular que compde o fotobiorreator integrado
(A), com detalhe da iluminac¢do interna dentro do tubo menor (B).
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Fonte: Autoria prépria.

Unindo as duas configuracdes (coluna de bolhas e tubular) foi constituido o
fotobiorreator integrado, completamente iluminado por dentro, na qual o meio de cultivo
com a microalga permaneceu recirculando em seu interior, atravessando a configuracio
tubular e a configuracao coluna de bolhas continuamente durante todo o periodo de cultivo.

A Figura 4.3 ilustra esquematicamente o fotobiorreator integrado destacando com as
setas verdes o sentido de recirculacdo do meio de cultivo, promovido por uma bomba
centrifuga (BOMAX modelo 30PX-T), e as setas em azul indicam a aeragdo fornecida por

compressor (modelo ACQ-003).
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Figura 4.3 - Ilustragdo esquemadtica do fotobiorreator integrado internamente iluminado usado para

o cultivo da microalga Chlorella minutissima.
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Fonte: Autoria prépria.

Assim, foram construidos trés fotobiorreatores num unico sistema na qual cada
fotobiorreator integrado funcionou com uma iluminagao (azul, branco e vermelho) conforme

imagem mostrada na Figura 4.4.

Figura 4.4 - Sistema com os trés fotobiorreatores integrados internamente iluminados: (A) antes e
(B) durante cultivo da microalga Chlorella minutissima.

Fonte: Autoria prépria
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4.3 Sequéncia experimental

4.3.1 Avaliacao das variaveis de cultivo no fotobiorreator integrado

Os cultivos foram conduzidos a 27 °C, subdivididos em duas fases, sendo que a
primeira fase ocorreu com a inoculagdo das microalgas em meio com condicao suficiente de
nutrientes, conforme meio /2 sem silica (GUILLARD, 1975) e estendeu-se até o inicio da
fase estaciondria ou verificacdo de queda na concentragdo celular, configurando o término
da fase 1. Ao fim da fase 1, retirou-se uma amostra de 1 L de cultivo para quantificacdo do
teor de lipideos atingido na primeira fase.

A segunda fase iniciou-se com a adi¢do de 1 L de meio de cultivo fresco com
concentracdo de nutrientes suficientes para garantir a concentragdo prevista no meio /2 sem
silica (GUILARD, 1975) no volume total do fotobiorreator, com excecao da fonte de nitrato,
que foi adicionada em concentracdo 70% menor, configurando uma condicdo de estresse
para o cultivo, com o intuito de estimular o acimulo de lipideos. A fase 2 foi conduzida até
ser observada a fase estaciondria ou a verificacao de queda na concentragao celular.

Durante todos os experimentos foram verificadas as seguintes varidveis manipuladas
(fatores): Cor da iluminacgdo, fotoperiodo, aeracdo e vazao de circulagdo de meio de cultivo.

A cor da iluminacao foi fornecida por trés diferentes fitas flexiveis de LED da marca
Ciberlux, com coloracdes distintas, azul, branco e vermelho. O fotoperiodo consistiu no
tempo do ciclo claro/escuro, ao qual o cultivo foi submetido, podendo ser ajustado em trés
ciclos distintos, controlado pelo uso de temporizadores: (12 h claro :12 h escuro); (1 h claro
: 1 h escuro) e (24 h claro : 0 h escuro). A aeragdo foi determinada dividindo-se a vazdo de
ar comprimido injetado pelo volume de meio de cultivo utilizado, configurando: 0,3 vvm;
0,4 vvm e 0,5 vmm. A vazdo de circulagdo do meio através do fotobiorreator foi ajustada
com o auxilio de uma vélvula reguladora que permitiu estabelecer trés vazdes distintas:
5,1 Lmin"; 6,6 Lmin '€ 9,0 L min "'

De acordo com os fatores selecionados para o estudo, bem como os niveis de
operacao, foram conduzidos cultivos da microalga Chlorella minutissima conforme previsto
pela matriz de planejamento experimental de Taguchi, perfazendo nove experimentos
realizados em duplicata.

A Tabela 4.1 apresenta a codificagao dos fatores em 3 niveis de operacdo, utilizada

para a montagem da matriz de planejamento experimental (Taguchi Lo).
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Tabela 4.1 - Fatores de operacdo do fotobiorreator integrado durante os ensaios de cultivo da
microalga Chlorella minutissima e a respectiva codificacdo dos niveis.

Niveis
Fatores 1 2 3
A Cor da iluminagao azul Branco vermelho
B Fotoperiodo (h claro/ h escuro) 12h:12h lh:1h 24h:0h
C Aeragdo (vvm) 0,3 0,4 0,5
D Vazdo (L.min™") 5,1 6,6 9,0

Fonte: Autoria prépria.

Como varidveis respostas, foram avaliadas a concentracio de biomassa (X), a
produtividade volumétrica de biomassa (P), o teor de lipideos (L) e a produtividade lipidica
da biomassa (PL), para as fases 1 e 2 dos cultivos, sendo os conjuntos de dados obtidos a

partir do planejamento da matriz ortogonal de Taguchi Lo, conforme Tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Matriz experimental segundo planejamento de Taguchi L9.

Variaveis Manipuladas Variaveis respostas
Fatores
X | L PL

Experimento A B C D
(mgL™)  (mgL'd") (%) (mgL'd"

1 1 1 1 1
2 1 2 2 2
3 1 3 3 3
4 2 1 2 3
5 2 2 3 1
6 2 3 1 2
7 3 1 3 2
8 3 2 1 3
9 3 3 2 1

Fonte: Autoria prépria.

A condicao experimental definida pela andlise estatistica dos resultados, obtidas ao

fim dos experimentos conduzidos segundo o planejamento experimental, que melhor
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favoreceu a varidvel resposta desejada, foi empregada para a realizacio de um ensaio

confirmatorio.

4.3.2 Avaliacao da influéncia da cor da iluminacdo sobre o perfil de acidos
graxos dos lipideos da biomassa de Chlorella minutissima

Dentre os experimentos conduzidos de acordo com o planejamento de Taguchi,

separou-se aqueles que resultaram as maiores produtividades lipidicas, cada um referente a

uma das trés cores que foram empregadas na iluminacao dos cultivos da microalga Chlorella

minutissima no fobiorreator integrado, para se avaliar a influéncia desta varidvel (cor da

iluminagdo) sobre o perfil dos dcidos graxos presentes no material lipidico.

4.3.3Sintese do biodiesel

A sintese do biodiesel (ésteres de etila) foi realizada via catdlise dcida homogénea
em baldo de vidro durante 8 h a 80 °C, sob agitacdo magnética constante. Foi utilizada uma
propor¢ao molar de (1:30) de 6leo extraido da biomassa de Chlorella minutissima e etanol
anidro, com 3% (m/m) de acido sulfirico como catalisador, com base na massa total dos
reagentes envolvidos.

Ao final da etapa de sintese do biodiesel, o meio reacional foi submetido a um
resfriamento a temperatura ambiente (27 °C), por aproximadamente uma hora. Em seguida
foi adicionado dgua destilada e hexano, e o conteido foi transferido para um funil de
decantacdo e deixado em repouso até se verificar a separacdo das fases. A fase inferior,
composta por glicerol e dgua de lavagem, foi descartada e a fase superior, composta pelo
biodiesel, foi submetida a centrifugacdo (1570 x g por 15 min) e em seguida a evaporacao
em rota-evaporador, para a retirada de dlcool e d4gua remanescentes. Posteriormente foram
adicionadas pequenas quantidades de sulfato de sédio anidro para realizar a etapa de

secagem (ANDRADE et al., 2014).

4.3.4 Teste Comparativo

Foi realizado um teste comparativo entre o fotobioreator integrado, o fotbioreator
coluna de bolhas e o fotobiorreator tubular, todos iluminados internamente com a cor, o
fotoperiodo, a aeracado e a vazao de recirculacio (para os fotobioreatores integrado e coluna
de bolhas) definidos pelo melhor ajuste para o cultivo proposto na andlise estatistica dos

resultados experimentais. Salienta-se que para o teste comparativo envolvendo o
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fotobiorreator tubular nao foi incluida a varidvel aeragdo, tendo em vista que esta condi¢ao

ndo se aplica a tal tipo de biorreator.

4.4 Colheita da biomassa

A colheita da biomassa foi realizada por floculagao induzida por sulfato de aluminio
(solugdo 1,0 N). Ap6s a floculagdo, a biomassa foi submetida a filtracdo em papel de filtro
qualitativo e em seguida foram realizadas trés lavagens da biomassa com solucao de formiato
de amoénio 6 M, para a retirada do sal marinho utilizado como componente do meio de
cultivo. A biomassa foi entdo, disposta em vidro de relégio para secagem em estufa a 60 °C

durante 48 h.

4.5 Extracao dos lipideos

Os lipideos foram extraidos de amostras da biomassa timida (retida na etapa de
filtracdo) segundo uma adaptacdo da metodologia de Bligh and Dyer (1959), utilizando
banho ultrassonico. Para a extragdo foram utilizados 100 mg da amostra de biomassa
colocadas em tubos de ensaio de 50 mL e solubilizados em solugdo solvente formada por
cloroférmio e metanol, na propor¢do de 1:1. Em seguida os tubos foram colocados em um
banho ultrassonico (Modelo Unique USC1800) e submetidos a extragdo lipidica a 45 °C por
1 hora.

Ap0Os esse tempo, foi efetuada a filtragdo da mistura em papel de filtro qualitativo,
para retencao da biomassa, e o filtrado recebeu a adicao 6 mL de uma mistura cloroférmio e
dgua (1:1) para promover a separacao da fase apolar (lipidica) da fase polar. Esta separacao
foi acelerada centrifugando-se a mistura em centrifuga Daiki (modelo 80-2B) a 2000 rpm

por 5 minutos. Por fim, o solvente foi evaporado em rota-evaporador a 60 °C.

4.6 Metodologia analitica

4.6.1 Acompanhamento do crescimento celular

Todos os cultivos foram acompanhados diariamente por leitura de absorbancia em
espectrofotometro UV-Vis (modelo Bel Photonics), selecionando-se o comprimento de onda
de 570 nm, e contagem celular em cdmara de Neubauer (LOURENCO, 2006). As leituras

de absorbancia foram convertidas na respectiva concentragdo de biomassa seca (V)
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empregando-se o trecho linear de uma curva de calibragdo previamente determinada,

correspondente a equacdo 4.1.
N(mgL™1) = 0,015701 + 0,722659. 0Dg, (4.1)

Para os ensaios correspondentes ao teste comparativo entre os fotobiorreatores
Integrado proposto, coluna de bolhas e tubular convencionais (item 4.5.4), o crescimento foi
avaliado por contagem de células da microalga em camara de Neubauer, observada em
microscopio optico, apds a devida diluicdo das amostras. As concentragdes foram obtidas
multiplicando-se a média da contagem de cinco campos pelo fator da camara e em seguida
pela respectiva dilui¢do da amostra.

As velocidades especificas de crescimento (ux) foram determinadas empregando-se a
planilha desenvolvida por Gombert (2001), para o programa EXCEL, para a qual os dados
de entrada sdo o tempo e a respectiva concentracdo de biomassa obtida da curva suavizada
de concentracdo de biomassa em fun¢do do tempo. Salienta-se que a planilha utiliza como
estratégia de cédlculo o método geométrico de Le Duy e Zajic para o célculo de derivadas
que, no caso de cultivos celulares, correspondem as velocidades de crescimento.

As produtividades volumétricas de biomassa (P) foram calculadas dividindo-se a
concentracdo de biomassa méxima pelo tempo de cultivo correspondente, usando-se a
equacdo 4.2 onde (7) representa o tempo, N; representa a concentra¢ao de biomassa no tempo

ti, € No representa a concentracdo de biomassa inicial.

N; — Ny

P(mg L d_l) = m

(4.2)

4.6.2Determinacao do teor de lipideos e produtividade lipidica

A partir das extracdes lipidicas realizadas ao final das fases 1 e 2 de cada cultivo, foram
determinados os teores de lipideos (L), usando-se a equacdo 4.3, que permitiu calcular a
produtividade lipidica (PL) pela equagdo 4.4

massa do 6leo extraido . 100

L(%) = . - (4.3)
massa da biomassa usada na extracao




74

P.L%
100

PL(mg.L 1. d™1) = (4.4)

4.6.3 Analise do perfil de acidos graxos

A composicdo em dcidos graxos para os lipideos extraidos das biomassa oriundas
dos cultivos realizados foi determinada por cromatografia de fase gasosa, segundo
metodologia da AMERICAN OIL CHEMISTS’ SOCIETY - AOCS (2004), empregando
cromatégrafo de fase gasosa (CGC Agilent 6850 Series GC System), equipado com coluna
capilar do tipo DB-23 Agilent (50% cianopropil — metilpolisiloxano, dimensdes 60 m, @ int:
0,25 mm, 0,25 um filme), operando com rampa de aquecimento de 110 °C (5 min), 110 —

215 oC (5 °C/min) e 215 °C— 24 min e hélio como gés de arraste.

4.6.4 Quantificacao dos ésteres de etila

Os ésteres de etila obtidos por via quimica foram determinados por cromatografia de
fase gasosa com detector FID (Varian CG, modelo 3800) sob condi¢Ges previamente
determinadas por Urioste et al. (2008), enquanto que os glicerideos formados foram
determinados por cromatografia de fase liquida (Agilent, modelo 1200) com coluna Gemini
C-18 (5 um, 150 x 4,6 mm) a 40 °C, usando uma mistura de acetonitrila (80%) e metanol
(20%) como fase mével num fluxo volumétrico de 1 mL min *! por 6 minutos, seguido por
1,5 mL min -' durante 30 minutos e finalizando com 3,0 mL min ! por 5 minutos As
amostras foram previamente dissolvidas em uma mistura de etil acetato/hexano (1:1),
filtradas em membranas de 0,22 um (Millipore) e injetadas num volume de 10 uL

(ANDRADE et al.,2014).

4.6.5Propriedades estimadas do biodiesel baseadas no perfil dos acidos graxos
obtido

O grau de insaturacdo, o indice de saponificacdo, o indice de Iodo, o nimero de

cetano, o ponto de entupimento a frio, a viscosidade cinematica e a densidade do possivel

biodiesel sintetizado a partir do 6leo extraido de Chlorella minutissima utilizado neste

trabalho foram estimados pelo programa “Biodiesel Analyzer© Verl.1” com base nas

equagoes descritas por Talebi et al. (2013).
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4.6.6 Metodologia de analise dos resultados

Os resultados obtidos foram analisados seguindo-se as estratégias rotineiras por meio
de cdlculos de porcentagem de teor lipidico e quantidade de biomassa microalgal apds cada
experimento realizado. Os valores de influéncia dos fatores, fotoperiodo, aeracio, vazao de
circulacdo de meio e cor da iluminacdo, foram dispostos em graficos ou Tabelas
convenientes para a andlise do comportamento destas varidveis durante o processo de
tratamento empregado.

A andlise estatistica da influéncia dos fatores sobre as varidveis resposta foi realizada
utilizando-se o programa STATISTICA versao 10.0, considerando como varidvel resposta a
produtividade massica e o teor lipidico, ao final de cada etapa de tratamento. Os resultados
foram expressos em Tabelas de estimativas de efeitos, e ainda em Tabelas de andlise de

variancia (ANOVA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Crescimento celular

Os cultivos previstos na matriz experimental de Taguchi foram realizados em
duplicatas e o crescimento celular acompanhado diariamente por leituras de absorbancia e
posterior correlacio com a concentracdo celular. Todos os cultivos iniciaram com
concentracdo celular de aproximadamente 150 mgL ! e foram conduzidos em regime
descontinuo até que fosse notada uma interrup¢do no crescimento, configurando o término
da fase 1, e imediato inicio da fase 2 (suplementac@o de nutrientes com privagao parcial da
fonte de nitrato). Os cultivos foram encerrados ao se verificar o estado estaciondrio ou
declinio da concentracdo celular. A Tabela 5.1 apresenta o valor médio de concentracio
celular em fun¢do do tempo para cada condi¢@o experimental realizada.

A fase 1 dos experimentos 5 e 6 apresentaram nove dias de duracdo, seguidos pelos
experimentos 1, 4 e 7, com sete dias, experimentos 2 e 3 com seis dias, experimento 9 com
cinco dias e por fim o experimento 8 que apresentou quatro dias de duracido. A Fase 2 do
experimento 3 foi a mais longa (seis dias), seguida pelos experimentos 7 € 9, com cinco dias,

experimentos 1, 2 e 4, com quatro dias e experimentos 5, 6 e 8, com trés dias de duracao.

Tabela 5.1 — Concentragdo de biomassa da microalga Chlorella minutissima cultivada no
fotobiorreator proposto, referente a cada condicao experimental do planejamento de Taguchi.

Expl Exp2 Exp3 Exp4 Exp5 Exp6 Exp7 Exp8 Exp9

Tempo (dia) (;o1) (mgL) (mgl) (mglL) (mgl) (mgl) (mgL) (mgL) (mg/L)

0 154 145 143 151 151 149 143 145 151
1 189 144 169 163 145 159 143 136 150
2 217 151 182 177 148 174 174 139 162
3 280 166 250 192 167 205 194 154 192
4 291 174 313 212 194 225 205 144* 241
5 316 179 364 220 217 235 217 151 240%*
6 326 172%* 321%* 241 270 253 232 151 234
7 321% 159 336 235% 350 270 212%* 144 234
8 331 167 407 245 373 275 230 237
9 346 167 432 262 366*%  265%* 237 237
10 361 157 440 268 364 265 240 237
11 348 441 263 364 268 238

12 442 346 270 205

Fonte: Autoria prépria.
Nota: *fim da fasel e inicio da fase 2
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Dentre os cultivos realizados observou-se que nos experimentos 3 € 5 obtiveram-se
as maiores concentracdes de biomassa, enquanto que no experimento 7 houve pouco
crescimento e no experimento 8 ndo houve crescimento da microalga. O grafico apresentado
pela Figura 5.1 evidencia a discrepancia no desenvolvimento da microalga nos diversos

cultivos realizados.

Figura 5.1 — Concentragio celular em fun¢io do tempo, durante as duas fases do cultivo da microalga
Chlorella minutissima no fotobiorreator proposto para cada condi¢io experimental do planejamento
de Taguchi.
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Fonte: Autoria prépria.

As diferencas observadas entre os dias de duracdo de cada fase, bem como as
concentracdes de biomassa obtidas em cada condi¢do experimental realizada, permitem
intuir que os fatores manipulados nos ensaios afetaram de maneiras distintas os perfis de
crescimento celular da microalga Chlorella minutissima no fotobiorreator integrado

proposto.

5.1.1 Avaliacio do crescimento durante a Fase 1

Na condi¢do experimental 1, conduzida sob iluminacdo azul, fotoperiodo de 12 h
claro / 12 h escuro, 0,3 vvm e 5,1 L min ! de vazio de recircula¢io de meio de cultivo, nio
observou-se a fase Lag, enquanto que a velocidade especifica de crescimento maxima foi de
0,22d !, levando a2 mdxima concentracdo de biomassa de 326 mg L.~ ' no sexto dia,
resultando uma produtividade de biomassa de 29 mg L. ~'d ~!. A Figura 5.2 apresenta os
perfis de desenvolvimento do crescimento celular e da velocidade especifica de crescimento

ao longo do cultivo, referente ao experimento 1.
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Figura 5.2 — Concentragdo celular X (m) e velocidade especifica de crescimento p (A) durante a
fase 1 do cultivo de Chlorella minutissima no fotobiorreator proposto, referente ao experimento 1.
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Fonte: Autoria prépria.

Na condi¢ao experimental 2, conduzida sob iluminag¢do azul, fotoperiodo de 1 h claro
/1 h escuro, 0,4 vvm e 6,6 L min ~! de vazdo de recirculacio de meio de cultivo, observou-
se um dia de fase Lag, enquanto que a velocidade especifica de crescimento méaxima foi de
0,05d !, levando a mdxima concentracdo de biomassa de 179,2 mg L ! no quinto dia,
resultando uma produtividade de biomassa de SmgL ~'d-!. A Figura 5.3 apresenta os
perfis de desenvolvimentos do crescimento celular e da velocidade especifica de crescimento

ao longo dos dias de cultivo referente ao experimento 2.

Figura 5.3 — Concentragdo celular X (m) e velocidade especifica de crescimento i (A) durante a
fase 1 do cultivo de Chlorella minutissima no fotobiorreator proposto, referente ao experimento 2.
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Fonte: Autoria prépria.
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Na condicdo experimental 3, conduzida sob ilumina¢do azul, fotoperiodo de 24 h
claro / O h escuro, 0,5 vvm e 9 L min ! de vazdo de recirculagio de meio de cultivo,
observou-se um dia de fase Lag, enquanto que a velocidade especifica de crescimento
méaximo foi de 0,27 d "' levando a maxima concentracdo de biomassa de 364 mg L T no
quinto dia, resultando uma produtividade de biomassa de 44 mgL ~'d-!. A Figura 5.4
apresenta os perfis desenvolvimentos do crescimento celular e da velocidade especifica de

crescimento ao longo dos dias de cultivo referente ao experimento 3.

Figura 5.4 — Concentragao celular X (m) e velocidade especifica de crescimento p (A) durante a
fase 1 do cultivo de Chlorella minutissima no fotobiorreator proposto, referente ao experimento 3.
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Fonte: Autoria prépria.

Na condi¢do experimental 4, conduzida sob iluminagdo branca, fotoperiodo de 12 h
claro / 12 h escuro, 0,4 vvm e 9 L min ~' de vazio de recirculacdo de meio de cultivo, ndo
observou-se a fase Lag, enquanto que a velocidade especifica de crescimento maximo foi de
0,08 d ! levando a maxima concentragio de biomassa de 241 mgL ! no quinto dia,
resultando numa produtividade de biomassa de 15 mg L ~'d -!. A Figura 5.5 apresenta os
desenvolvimentos do crescimento celular e da velocidade especifica de crescimento ao longo

dos dias de cultivo referente ao experimento 4.
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Figura 5.5 — Concentragdo celular X (m) e velocidade especifica de crescimento i (A) durante a
fase 1 do cultivo de Chlorella minutissima no fotobiorreator proposto, referente ao experimento 4.
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Fonte: Autoria prépria.

Na condi¢@o experimental 5, conduzida sob iluminagdo branca, fotoperiodo de 1 h
claro / 1 h escuro, 0,5 vvm e 5,1 L min ! de vazdo de recirculacdo de meio de cultivo,
observou-se trés dias de fase Lag, enquanto que a velocidade especifica de crescimento
méximo foi de 0,12 d ! levando a mdxima concentracio de biomassa de 373 mg L ! no
oitavo dia, resultando numa produtividade de biomassa de 28 mg L ~'d -!. A Figura 5.6
apresenta os desenvolvimentos do crescimento celular e da velocidade especifica de

crescimento ao longo dos dias de cultivo referente ao experimento 5.

Figura 5.6 — Concentragdo celular X (m) e velocidade especifica de crescimento p (A) durante a
fase 1 do cultivo de Chlorella minutissima no fotobiorreator proposto, referente ao experimento 5.
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Fonte: Autoria prépria.
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Na condi¢do experimental 6, conduzida sob iluminacdo branca, fotoperiodo de 24 h
claro / 24 h escuro, 0,3 vvm e 6,6 L min ~! de vazdo de recirculacio de meio de cultivo, ndo
observou-se a fase Lag, enquanto que a velocidade especifica de crescimento mdximo foi de
0,1d" ! levando a méxima concentracdo de biomassa de 275 mg L~ ' no oitavo dia,
resultando numa produtividade de biomassa de 17 mg L ~'d -!. A Figura 5.7 apresenta os
desenvolvimentos do crescimento celular e da velocidade especifica de crescimento ao longo

dos dias de cultivo na fase 1 referente ao experimento 6.

Figura 5.7 — Concentragdo celular X (m) e velocidade especifica de crescimento p (A) durante a
fase 1 do cultivo de Chlorella minutissima no fotobiorreator proposto, referente ao experimento 6.
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Fonte: Autoria prépria.

Na condi¢ao experimental 7, conduzida sob iluminagdo vermelha, fotoperiodo de
12 h claro/ 12 h escuro, 0,5 vvm e 6,6 L min ~! de vazio de recirculacio de meio de cultivo,
ndo observou-se a fase Lag, enquanto que a velocidade especifica de crescimento maximo
foi de 0,1 d ! levando a maxima concentragdo de biomassa de 232 mg L ~! no sexto dia,
resultando uma produtividade de biomassa de 15 mg L ~'d~!. A Figura 5.8 apresenta os
desenvolvimentos do crescimento celular e da velocidade especifica de crescimento ao longo

dos dias de cultivo durante a fase 1 referente ao experimento 7.
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Figura 5.8 — Concentragdo celular X (m) e velocidade especifica de crescimento p (A) durante a
fase 1 do cultivo de Chlorella minutissima no fotobiorreator proposto, referente ao experimento 7.
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Fonte: Autoria prépria.

Na condicdo experimental 8, conduzida sob iluminagao vermelha, fotoperiodo de 1 h
claro / 1h escuro, 0,3 vvm e 9 L min ! de vazdo de recirculacio de meio de cultivo,
observou-se que o cultivo ndo se desenvolveu bem, permanecendo praticamente inalterado
(sem crescimento celular) e por consequéncia a velocidade especifica de crescimento
méximo foi nula, resultando uma concentracdo de biomassa de 154 mg L ! no terceiro dia,
com produtividade de biomassa de 2 mg L ~'d-!. A Figura 5.9 apresenta o crescimento
celular e a velocidade especifica de crescimento ao longo dos dias de cultivo referente ao

experimento 8.

Figura 5.9 — Concentracio celular X (- m -) e velocidade especifica de crescimento u (- A -) durante
a fase 1 do cultivo de Chlorella minutissima no fotobiorreator proposto, referente ao experimento 8.
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Fonte: Autoria prépria.
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Na condicdo experimental 9, conduzida sob iluminac¢do vermelha, fotoperiodo de
24 h claro / 24 h escuro, 0,4 vvm e 5,1 L min ! de vazdo de recircula¢io de meio de cultivo,
observou-se dois dias de fase Lag, enquanto que a velocidade especifica de crescimento
méaximo foi de 0,11 d ! levando a maxima concentracdo de biomassa de 240 mg L T no
quarto dia, resultando uma produtividade de biomassa de 22 mgL ~'d-'. A Figura 5.10
apresenta os desenvolvimentos do crescimento celular e da velocidade especifica de

crescimento ao longo dos dias de cultivo na fase 1 referente ao experimento 9.

Figura 5.10 — Concentracdo celular X (m) ¢ velocidade especifica de crescimento pu (A) durante a
fase 1 do cultivo de Chlorella minutissima no fotobiorreator proposto, referente ao experimento 9.
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Fonte: Autoria prépria.

Verifica-se que os experimentos 5 e 3, nos quais se atingiram as maiores
concentracdes de biomassa, 373 mgL ! e 364 mgL !, respectivamente, apresentaram
somente um fator com niveis idénticos (aeracao de 0,5 vvm) enquanto que 0os experimentos
8 e 2, que forneceram as menores concentracdes de biomassa, 154 mgL "' e 179 mgL !,
respectivamente, apresentaram o fotoperiodo de 1 h claro / 1 h escuro como tunico fator de
nivel coincidente.

Com relagdo a produtividade volumétrica de biomassa, que leva em consideragdo a
formacdo didria de biomassa por unidade de volume, no experimento 3 obteve-se o melhor
resultado, seguido pelos experimentos 1 e 5, que alcangaram 44, 29 e 28 mgL ~'d ",
respectivamente, enquanto que os experimentos 8 e 2 demonstraram o pior desempenho,

com 2 e 5mgL'd-! respectivamente. A Figura 5.11 apresenta um grifico com a
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distribuicdo das concentragdes celulares e produtividades volumétricas de biomassa para

cada experimento realizado, durante a fase 1.

Figura 5.11 - Concentragdo maxima de biomassa X ( l ) e produtividade volumétrica P ( — ) de
Chlorella minutissima cultivada no fotobiorreator proposto, para cada condi¢do experimental do
planejamento de Taguchi, durante a fase 1.
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Fonte: Autoria prépria.

A partir da quantificacdo do teor lipidico da fase 1 verificou-se que os cultivos
iluminados com a luz de cor vermelha proporcionaram os maiores acimulos de lipideos,
11,7 %, 9,3 % e 8,9 % para os experimentos 8, 7 e 9, respectivamente, seguido pelos
experimentos 5 (iluminacdo branca) com 8,5% , experimentos 2 e 1 com 7,7 e 7,4% de
lipideos, respectivamente, e ambos iluminados pela cor azul, na sequéncia o experimento 4,
6 e 3, com 5,7 %, 54 % e 5,2 % de lipideos. Além da iluminac@o vermelha nos cultivos
durante a fase 1, notou-se que os experimentos com 1 h claro / 1 h escuro de fotoperiodo
também se destacaram no actimulo de lipideos (experimentos 5 e 2).

Em termos de produtividade lipidica, que se relaciona diretamente com a
produtividade volumétrica de biomassa, os experimentos 5 e 3 apresentaram os melhores
resultados, com aproximadamente os mesmos valores, 2,35 € 2,30 mg L. ~ T'd-1de lipideos,
respectivamente, seguido de perto pelos experimentos 1 €9, com2,11e2,01 mgL ~'d “!de
lipideos, respectivamente. Na sequéncia vém os experimentos 7, 6, 4, 2 e 8 com
1,38 mgL'd-!, 0,90mgL 'd-1, 0,86mgL 'd!, 0,38mgL ~'d-! e

0,19mgL ™ Id-1 respectivamente.
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A Figura 5.12 apresenta um grifico com a distribuicdo dos teores de lipidios e da

produtividade lipidica para cada condi¢do experimental realizada durante a fase 1.

Figura 5.12 - Teor de lipideos L ( l ) e produtividade lipidica PL ( — ) de Chlorella minutissima
cultivada no fotobiorreator proposto, para cada condi¢do experimental do planejamento de Taguchi,
durante a fase 1.
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Fonte: Autoria prépria.

Com base nos resultados obtidos com os experimentos realizados e considerando-se
apenas a fase 1, observa-se que os cultivos realizados sob iluminagdo azul foram os que
apresentaram maiores velocidades especificas de crescimento, enquanto que os cultivos
iluminados sob iluminag¢do branca alcangaram maiores valores de concentracao de biomassa,
embora num periodo mais longo de cultivo. J4 os cultivos sob ilumina¢do vermelha ficaram
caracterizados por fornecerem as menores concentragdes de biomassa mas, por outro lado,

foram os que resultaram os maiores teores de lipideos durante a fase 1 do cultivo.

5.1.2 Avaliacido do crescimento celular durante a Fase 2

Ao término da fase 1, iniciou-se imediatamente a fase 2, caracterizada pela submissao
dos cultivos de cada condi¢ao experimental a periodos de privacao parcial da fonte de nitrato,
configurando uma forma de “stress” para as células microalgais, induzindo-as a um maior
acumulo de lipideos em relag@o a fase 1. O fim da fase 2 marcou o encerramento do cultivo
em cada condicdo experimental.

Na condi¢do experimental 1 (iluminagdo azul, fotoperiodo de 12 h claro / 12 h
escuro, 0,3 vvm e 5, L min ! de vazdo de recirculacdo de meio de cultivo) observou-se um
aumento de 12,6 % na concentra¢cdo médxima de biomassa em relagdo a fase 1, atingindo

361,42 mg L', em 3 dias de cultivo na segunda fase, enquanto que o teor de lipideos se
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elevou 2,1 vezes, alcancando 15,46 %. A Figura 5.13 apresenta os desenvolvimentos do

crescimento celular e do teor de lipideos para as fases 1 e 2, durante o experimento 1.

Figura 5.13 - Concentragdo de biomassa (X) em fun¢io do tempo (m) durante o cultivo da microalga
Chlorella minutissima e teor de lipideos (L) na biomassa ( I ) ao final de cada fase do cultivo, na
condigdo experimental 1.
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Fonte: Autoria prépria.

Na condi¢do experimental 2 (iluminacdo azul, fotoperiodo de 1 h claro / 1 h escuro,
0,4 vvm e 6,6 L min "' de vazdo de recirculacdo de meio de cultivo) foi observado uma
queda de 7 % na concentragdo mdxima de biomassa, resultando 166,7 mg L ' em trés dias
de cultivo na fase 2. Entretanto, o teor de lipideos aumentou em 2,77 vezes em relacdo a

primeira fase do cultivo, atingindo 21,4%, como mostrado na Figura 5.14.

Figura 5.14 - Concentragio de biomassa (X) em fun¢io do tempo (m) durante o cultivo da microalga
Chlorella minutissima e teor de lipideos (L) na biomassa ( I ) ao final de cada fase do cultivo, na
condicdo experimental 2.
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Fonte: Autoria prépria.
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Na condic¢do experimental 3 (iluminacdo azul, fotoperiodo de 24 h claro / 0 h escuro,
0,5 vvm e 9 L min ~! de vazdo de recirculacdo de meio de cultivo) observou-se um aumento
de 21,54 % na concentracdo maxima de biomassa, atingindo 442,36 mg L ‘1 e o teor de
lipideos foi aumentado em 3,7 vezes, alcancando 19,22 %.

A Figura 5.15 apresenta os desenvolvimentos do crescimento celular e do teor de

lipideos para as fases 1 e 2 durante o experimento 3.

Figura 5.15 - Concentragdo de biomassa (X) em fun¢do do tempo (m) durante o cultivo da microalga
Chlorella minutissima e teor de lipideos (L) na biomassa ( l ) ao final de cada fase do cultivo, na
condi¢do experimental 3.
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Fonte: Autoria prépria.

Na condi¢do experimental 4 (iluminacdo branca, fotoperiodo de 12 h claro / 12 h
escuro, 0,4 vvm e 9 L min ~! de vazdo de recirculacio de meio de cultivo) observou-se um
aumento de 11,0 % na concentracdo de biomassa apds 3 dias de cultivo na fase 2, atingindo
267,84 mg L ~!. Nesse periodo, o teor de lipideos foi aumentado 2,73 vezes em relacdo a fase 1,
alcancando 15,7 %.

A Figura 5.16 apresenta os desenvolvimentos do crescimento celular e do teor de
lipideos entre a fase 1 e 2 durante o experimento 4.

Na condi¢ao experimental 5(iluminagdo branca, fotoperiodo de 1 h claro/ 1 h escuro,
0,5 vvme 5,1 L min ~! de vazio de recirculacdo de meio de cultivo) foi observado uma ligeira
queda de 2,37 % na concentracio de biomassa durante a fase 2, resultando em 363,95 mg L -,
enquanto que o teor de lipideos foi elevado em 1,94 vezes em relacdo a primeira fase, alcangando

16,15 %.
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Figura 5.16 - Concentragio de biomassa (X) em fung¢io do tempo (m) durante o cultivo da microalga
Chlorella minutissima e teor de lipideos (L) na biomassa ( l ) ao final de cada fase do cultivo, na
condicdo experimental 4.
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Fonte: Autoria prépria.

A Figura 5.17 apresenta os desenvolvimentos do crescimento celular e do teor de

lipideos para as fases 1 e 2 durante o experimento 5.

Figura 5.17 - Concentragado de biomassa (X) em fun¢io do tempo (m) durante o cultivo da microalga
Chlorella minutissima e teor de lipideos (L) na biomassa ( I ) ao final de cada fase do cultivo, na
condicdo experimental 5.
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Fonte: Autoria prépria.

Na condicao experimental 6 (iluminacdo branca, fotoperiodo de 24 h claro / 24 h
escuro, 0,3 vvm e 6,6 L min ! de vazdo de recirculacao de meio de cultivo) foi notado uma

queda de 1,84 % na concentrag@o de biomassa durante a fase 2 em relag@o a primeira fase, resultando
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em 270 mg L -' de biomassa, enquanto que o teor de lipideos aumentou 2,55 vezes em relagdo a fase
1, atingindo 13,67 %.
A Figura 5.18 apresenta os desenvolvimentos do crescimento celular e do teor de

lipideos entre a fase 1 e 2 durante o experimento 6.

Figura 5.18 - Concentragdo de biomassa (X) em fungdo do tempo (m) durante o cultivo da microalga
Chlorella minutissima e teor de lipideos (L) na biomassa ( l ) ao final de cada fase do cultivo, na
condi¢do experimental 6.
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Fonte: Autoria prépria.

Na condi¢ao experimental 7 (iluminacdo vermelha, fotoperiodo de 12 h claro / 12 h
escuro, 0,5 vvm e 6,6 L min ' de vazdo de recirculacao de meio de cultivo) foi observado
um aumento de 6,2 % na concentracdo de biomassa durante a fase 2 em relagdo a fase 1,
atingindo 240 mg L ! de biomassa, enquanto que o teor de lipideos aumentou 1,31 vezes e
relacdo a primeira fase.

A Figura 5.19 apresenta os desenvolvimentos do crescimento celular e do teor de
lipideos para as fases 1 e 2 durante o experimento 7.

Na condic@o experimental 8 (iluminacdo vermelha, fotoperiodo de 1h claro / 1h
escuro, 0,3 vvm e 9 L min ~ ' de vazdo de recirculacdo de meio de cultivo) observou-se um
aumento de 3,4 % na concentragdo de biomassa em relacdo a primeira fase, atingindo
151,48 mg L !, enquanto que o teor de lipideos aumentou 1,08 vezes, alcancando 12,66 %

ao fim da fase 2.
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Figura 5.19 - Concentragio de biomassa (X) em fung¢io do tempo (m) durante o cultivo da microalga
Chlorella minutissima e teor de lipideos (L) na biomassa ( l ) ao final de cada fase do cultivo, na
condicdo experimental 7.
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Fonte: Autoria prépria.

A Figura 5.20 apresenta os desenvolvimentos do crescimento celular e do teor de

lipideos para as fases 1 e 2 durante o experimento 8.

Figura 5.20 - Concentragdo de biomassa (X) em fun¢io do tempo (m) durante o cultivo da microalga
Chlorella minutissima e teor de lipideos (L) na biomassa ( I ) ao final de cada fase do cultivo, na
condicdo experimental 8.
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Fonte: Autoria prépria.

Na condicdo experimental 9 (iluminacdo vermelha, fotoperiodo de 24 h claro / 24 h
escuro, 0,4 vvm e 5,1 Lmin™! de vazio de recirculacio de meio de cultivo) observou-se uma
queda de 1,57 % na concentracdo de biomassa em relagdo a primeira fase, resultando em
237,48 mg L~ I enquanto que o teor de lipideos aumentou 1,66 vezes, alcangando 14,9 %

ao fim da fase 2.
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A Figura 5.21 apresenta os desenvolvimentos do crescimento celular e do teor de

lipideos entre a fase 1 e 2 durante o experimento 9.

Figura 5.21 - Concentragdo de biomassa (X) em fungdo do tempo (m) durante o cultivo da microalga
Chlorella minutissima e teor de lipideos (L) na biomassa ( l ) ao final de cada fase do cultivo, na
condicdo experimental 9.
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Fonte: Autoria prépria.

A partir dos cultivos realizados (experimentos) foi possivel verificar que a estratégia
de submeter os cultivos a uma etapa de estresse nutricional (privagdo parcial da fonte de
nitrato), configurada como a fase 2 neste trabalho, afetou ligeiramente a obtencdo da
biomassa e fortemente o acimulo de lipideos.

As concentracdes de biomassa sofreram elevagdes ou declinios discretos entre as
fases 1 e 2. Por consequéncia, as produtividades diminuiram, devido ao prolongamento do
periodo de cultivo com a fase 2 sem a correspondente elevacdo da concentracao de biomassa.
Entretanto os teores de lipideos apresentaram elevagdes em todos os experimentos entre a
fase 1 e a fase 2.

A Figura 5.22 apresenta a distribui¢do das concentra¢des de biomassa da microalga
Chlorella minutissima obtido em cada experimento de acordo com o planejamento de
Taguchi, entre as fases 1 e 2, utilizando o fotobiorreator integrado proposto neste trabalho.

A Figura 5.23 ilustra a variagdo do teor de lipideos entre as fases 1 e 2, para cada
experimento conduzido de acordo com o planejamento de Taguchi, utilizando o

fotobiorreator integrado proposto.
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Figura 5.22 - Concentracdes de biomassa (X) obtidas ao final de cada fase do cultivo da microalga
Chlorella minutissima ao final de cada fase do experimento realizado, de acordo com o planejamento
de Taguchi.
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Fonte: Autoria prépria.

Embora os cultivos tenham respondido de forma semelhante quanto a variagao da
concentracdo de biomassa (elevacdes e decréscimos discretos) pode-se notar que o
experimento 3 se destacou novamente com a maior elevagao, seguido pelos experimentos 1
e 4. Em contrapartida, as variacdes nos teores de lipideos foram mais expressivas entre uma

fase e outra.

Figura 5.23 - Teores de lipideos na biomassa (L) obtidos ao final de cada fase do cultivo de Chlorella
minutissima para cada experimento realizado, de acordo com o planejamento de Taguchi.
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Com base nos resultados obtidos ao fim da fase 2, que culminou com o encerramento
dos cultivos, pode-se considerar que a estratégia de submeter os cultivos a etapa de privacao
parcial da fonte de nitrato, para induzir o acimulo de lipideos, foi adequada, uma vez que
em todos os cultivos realizados de acordo com o planejamento experimental verificou-se
elevacao nos teores lipidicos, corroborando com ZHU et al. (2016), que relatou elevagdo no
teor de lipideos da microalga Scenedesmus obliquus de 10 para 29,5% com a submissdo do

cultivo a privagao nutricional.

5.2 Analise estatistica

Os resultados obtidos com a execu¢do dos experimentos previstos no planejamento
foram analisados utilizando-se o programa STATISTICA 8.0 para verificar os efeitos e
significancia dos fatores (Cor da iluminagdo; Fotoperiodo; Aeracdo; Vazao de recirculagdao
de meio) sobre as varidveis respostas (X = concentragdo de biomassa; P = produtividade;
L =teor de lipideos; PL = produtividade lipidica) nas fases 1 e 2 do cultivo, bem como as

variagdes ocorridas por estas em porcentagens entre uma fase e outra.

5.2.1Resultados obtidos durante a Fase 1

5.2.1.1 Concentracao de biomassa

Os valores de concentragcdo maxima de biomassa alcangcados ao final da fase 1 de
cada cultivo seguem apresentados na Tabela 5.15 para analise estatistica da influéncia dos
fatores sobre esta varidvel resposta. A partir da andlise foi observado que todos os fatores
avaliados influenciaram a varidvel resposta, sendo que, quando o fator A (iluminac¢do) esta
ajustado no nivel 2 (branca), o fator B (fotoperiodo) esta ajustado no nivel 3 (24h claro / Oh
escuro), o fator C (aeracdo) estd ajustado no nivel 3 (0,5 vvm) e o fator D (vazdo de
recirculagdo) ajustado no nivel 1 (5,1 L.min ') a varidvel resposta tem o seu valor
maximizado. Em contrapartida, quando o fator A (iluminagdo) estd ajustado no nivel 3
(vermelha), o fator B (fotoperiodo) estd ajustado no nivel 2 (1 h claro / 1 h escuro), o fator
C (aeragdo) esta ajustado no nivel 2 (0,4 vvm) e o fator D (vazdo de recirculagdo) ajustado

no nivel 2 (6,6 L.min "), a varidvel resposta tem o seu valor minimizado.



94

Tabela 5.2 - Concentracio maxima de biomassa de Chlorella minutissima alcancada em cada
condicdo experimental do planejamento de Taguchi, ao final da fase 1, empregando o fotobiorreator
integrado proposto.

Fatores Biomassa (mg.L)

Experimento A B C D Réplica 1 Réplica 2 Média
1 1 1 1 1 331 321 326
2 1 2 2 2 154 184 169
3 1 3 3 3 356 372 364
4 2 1 2 3 237 245 241
5 2 2 3 1 366 379 373
6 2 3 1 2 270 280 275
7 3 1 3 2 235 230 232
8 3 2 1 3 149 159 154
9 3 3 2 1 237 245 241

Fonte: Autoria prépria
Nota: A= [luminagao;
B= Fotoperiodo;
C= Aeracio;
D= Vazao de recirculagdo de meio

A influéncia dos efeitos dos fatores estudados sobre a concentragdo de biomassa,

foram avaliados graficamente conforme ilustrado na Figura 5.24.

Figura 5.24 - Grifico dos efeitos dos fatores estudados sobre a concentragdo de biomassa durante a
fase 1 do cultivo de Chlorella minutissima no fotobiorreator integrado proposto.
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Para verificar a significancia da influéncia dos fatores sobre a varidvel resposta, foi
realizada a andlise de variancia (ANOVA), que classifica como significativo todo fator que
apresentar o p-valor menor do que 0,05. Desse modo, a partir da andlise de variancia
realizada foi verificado que todos os fatores estudados apresentaram significancia sobre a

concentracdo de biomassa, conforme apresentado na Tabela 5.3.

Tabela 5.3 - Andlise de variancia dos fatores estudados sobre a concentragdo de biomassa durante a
fase 1 do cultivo de Chlorella minutissima no fotobiorreator proposto.

Fatores SQF GL SMQF F p
A 27336,05 2 13668,03 139,8436 0,000000
B 11421,48 2 5710,74 58,4291 0,000007
C 34931,89 2 17465,95 178,7018 0,000000
D 24145,89 2 12072,94 123,5236 0,000000
Residual 879,64 9 97,74

Fonte: Autoria prépria.
Nota:  SQF: Soma quadratica dos fatores;
GL: Grau de liberdade;
SMQF: Soma média quadratica dos fatores;
F: Teste F;
p: Nivel de significincia

Com base na andlise gréfica (Figura 5.24) e andlise de variancia (Tabela 5.3) da
influéncia dos fatores sobre a concentracdo de biomassa durante a fase um, propde-se o
seguinte ajuste para o processo de cultivo durante a fase 1: fator A (iluminagdo) ajustado no
nivel 2 (branca), fator B (fotoperiodo) ajustado no nivel 3 (24 h claro / 0 h escuro), fator C
(aeragdo) ajustado no nivel 3 (0,5 vvm) e fator D (vazdo de recirculagdo) ajustado no nivel
1 (5,1 L.min "!"). Tal ajuste dos fatores experimentais em estudo deve resultar os mais
elevados valores de concentracdo de biomassa de Chlorella minutissima empregando o
fotobiorreator integrado proposto.

A influéncia positiva da cor da ilumina¢do branca (nivel 2) para aumentar a
concentracdo de biomassa da microalga Chlorella minutissima, cultivada no fotobiorreator
integrado, foi discretamente maior do que a influéncia da cor azul (nivel 1), sugerindo uma
pequena diferenca, aproximadamente 10 mg.L~ !, na concentracdo da biomassa.

A cor de iluminagdo branca redne todas as frequéncias do espectro luminoso,
fornecendo um leque de niveis de energia para o micro-organismo realizar diversas fungoes

metabolicas de manutencao e de reprodugio, que se traduz na elevagdo da concentracio de

biomassa formada, em um cultivo fotoautotréfico. De acordo com Hultberg et al. (2014), a
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cor de iluminag@o branca no cultivo da microalga Chlorella minutissima proporcionou a
maior concentracdo de biomassa atingida em comparag@o com outras cores.

Em contrapartida, a cor de iluminac¢do vermelha (nivel 3), utilizada no cultivo da
microalga Chlorella minutissima no fotobiorreator integrado, foi indicada pela andlise
estatistica, como prejudicial para a concentracdo de biomassa, tendendo a minimiz4-la, o que
¢ um resultado indesejado para o objetivo do processo. Tal influéncia pode ser explicada
pelo fato de que a cor vermelha apresenta faixas elevadas de comprimento de onda e, por
consequéncia, baixo nivel energético a ser fornecido para o micro-organismo, dificultando
o crescimento celular (YAM; HASSAN, 2005).

A andlise estatistica também sugeriu que o fator fotoperiodo, quando ajustado no
nivel 3 (24h claro: Oh escuro), ou seja, completamente iluminado, favoreceu a formacao de
biomassa da microalga Chlorella minutissima, enquanto que o fotoperiodo alternado
(nivel 2), com 1 hclaro : 1 h escuro, prejudicou a formacdo de biomassa. A proposta de
ajuste deste fator corrobora com os relatos de Jacob-Lopes et al. (2009), que indicaram as
maiores concentracdes de biomassa microalgal quando cultivada sob 24 h didrias de
iluminacao em comparacao a diferentes fotoperiodos testados.

De acordo com Brindley et al. (2016), o fotoperiodo tem importancia nos processos
fotossintéticos porque ele possibilita regular o tempo que o micro-organismo dispdem para
converter a energia luminosa recebida em energia quimica, que é posteriormente utilizada
para a sua morfologia, metabolismo e crescimento celular. Cabe destacar que o tempo de
geracdo das microalgas € de aproximadamente 3 dias, sugerindo ser este um dos principais
motivos para que fotoperiodos alternados, como o que foi implementado pelo nivel 2
(1 h claro: 1 h escuro), ndo fornecam condi¢des adequadas para o crescimento celular das
microalgas.

Considerando cultivos fotoautotréficos, a unica fonte de carbono para a realizagdo
da fotossintese pelo micro-organismo, provém do CO- disponivel na aeragdo, levando a
alguns autores suplementar os cultivos microalgais com inje¢cdo de CO» puro para elevar a
concentragdo de biomassa obtida (AMARAL et al., 2015). No cultivo da microalga
Chlorella minutissima no fotobiorreator integrado proposto, o CO; é disponibilizado apenas
pelo fornecimento de ar pela aeragdo empregada, que foi o fator que, segundo a andlise
estatistica, deve ser ajustado no nivel 3, maximo (0,5 vvm), para elevar a concentra¢io da
biomassa formada.

A vazdo de recirculacio de meio de cultivo proporciona as microalgas a

oportunidade de, ao atravessar a configuracdo tubular que tem o menor raio de distribuicao
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do cultivo, em comparacdo a configuracdo coluna de bolhas, ter maior aproximagao com a
fonte luminosa, que se localiza internamente por todo o fotobiorreator. Assim, em menores
vazdes aumenta-se o tempo de exposi¢do a luz na configuracdo tubular, recebendo mais
energia luminosa comparado as vazdes mais elevadas, resultando melhor condi¢do de

iluminacdo para o crescimento celular.

5.2.1.2 Produtividade volumétrica de biomassa

Os valores de produtividade volumétrica maxima de biomassa alcancados durante a
fase 1 de cada cultivo experimental seguem apresentados na Tabela 5.4 para andlise

estatistica da influéncia dos fatores sobre essa varidvel resposta.

Tabela 5.4 - Produtividade volumétrica de biomassa maxima de Chlorella minutissima alcancada
em cada condicdo experimental do planejamento de Taguchi ao final da fase 1, empregando o
fotobiorreator integrado proposto.

Fatores Produtividade Volumétrica de Biomassa mg.L!.d"!
Experimento A B C D Réplica 1 Réplica 2 Média
1 1 1 1 1 30 28 29
2 1 2 2 2 3 7 5
3 1 3 3 3 43 45 44
4 2 1 2 3 15 15 15
5 2 2 3 1 27 29 28
6 2 3 1 2 18 16 17
7 31 3 2 16 14 15
8 32 1 3 2 2 2
9 33 2 1 22 23 22

Fonte: Autoria prépria
Nota: A= Iluminacio;
B= Fotoperiodo;
C= Aeragao;
D= Vazao de recirculagdo de meio

A influéncia dos efeitos dos fatores estudados sobre a produtividade volumétrica
de biomassa foram avaliados graficamente conforme ilustrado na Figura 5.25. A partir da
andlise foi observado que todos os fatores avaliados influenciam a varidvel resposta, sendo
que, quando o fator A (iluminagdo) estd ajustado no nivel 1 (azul), o fator B (fotoperiodo)
estd ajustado no nivel 3 (24 h claro / 0 h escuro), o fator C (aerac¢do) estd ajustado no nivel 3

(0,5 vvm) e o fator D (vazao de recirculacdo) ajustado no nivel 1 (5,1 L.min - 1) a varidvel
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resposta tem o seu valor maximizado. Em contrapartida, quando o fator A (iluminacao) esta
ajustado no nivel 3 (vermelha), o fator B (fotoperiodo) esta ajustado no nivel 2 (1 h claro /
1 h escuro), o fator C (aeracdo) estd ajustado no nivel 2 (0,4 vvm) e o fator D (vazdo de
recirculacdo) ajustado no nivel 2 (6,6 L.min!), a varidvel resposta tem o seu valor

minimizado.

Figura 5.25 - Grifico dos efeitos dos fatores sobre a produtividade volumétrica de biomassa durante
a fase 1 do cultivo de Chlorella minutissima no fotobiorreator integrado proposto.
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Para verificar a significancia da influéncia dos fatores sobre a varidvel resposta, foi
realizada a anélise de varidncia (ANOVA). Desse modo, a partir da andlise de variancia
realizada foi verificado que todos os fatores estudados apresentam significancia sobre a

produtividade volumétrica de biomassa conforme apresentado na Tabela 5.5.
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Tabela 5.5.- Andlise de variancia dos fatores estudados sobre a produtividade volumétrica de
biomassa durante a fase 1 do cultivo de Chlorella minutissima no fotobiorreator proposto.

Fatores SQF GL SMQF F p
A 500,5447 2 250,2723 119,1495 0,000000
B 817,7397 2 408,8698 194,6544 0,000000
C 799,7661 2 399,8830 190,3760 0,000000
D 592,8426 2 296,4213 141,1200 0,000000
Residual 18,9044 9 2,1005

Fonte: Autoria prépria.
Nota:  SQF: Soma quadratica dos fatores;
GL: Grau de liberdade;
SMQF: Soma média quadratica dos fatores;
F: Teste F;
p: Nivel de significancia

Com base na andlise grafica (Figura 5.25) e anédlise de variincia (Tabela 5.5) da
influéncia dos fatores sobre a produtividade volumétrica de biomassa durante a fase 1,
propde-se o seguinte ajuste para o processo de cultivo durante a fase 1: fator A (iluminacao)
ajustado no nivel 1 (azul), fator B (fotoperiodo) ajustado no nivel 3 (24h claro / Oh escuro),
fator C (aeracdo) ajustado no nivel 3 (0,5vvm) e fator D (vazao de recirculagdo) ajustado no
nivel 1 (5,1 L.min!). Tal ajuste dos fatores experimentais em estudo deve resultar os mais
elevados valores de produtividade volumétrica de biomassa de Chlorella minutissima
empregando o fotobiorreator integrado proposto.

Cabe destacar que, com exceg¢do do fator cor da iluminagdo, o ajuste das condi¢Oes
experimentais que resultam maior concentragcdo de biomassa também resultam maior
produtividade volumétrica de biomassa da microalga Chlorella minutissima em estudo,
sendo a cor azul mais favordvel para elevar a produtividade em biomassa microalgal
cultivada no fotobiorreator integrado proposto. Tal fato corrobora com o que foi relatado por

Park et al. (2012), que sugeriu utilizar a iluminacdo de cor azul para o cultivo de

M. aeruginosa para se alcangar os maiores valores de produtividade de biomassa.
5.2.1.3 Teor de lipideos

Os valores de teor de lipideos alcancado ao final da fase 1 de cada cultivo
experimental estdo apresentados na Tabela 5.6 para andlise estatistica da influéncia dos

fatores sobre essa varidvel resposta.
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Tabela 5.6 - Teor de lipideos na biomassa de Chlorella minutissima alcancado em cada condi¢do
experimental do planejamento de Taguchi, ao final da fase 1, empregando-se o fotobiorreator
integrado proposto.

Fatores Lipideos (%)

Experimento A B C D Réplica 1 Réplica 2 Média
1 1 1 1 1 7,25 7,5 7.4
2 1 2 2 2 7,5 7,9 7,7
3 1 3 3 3 5 54 5,2
4 2 1 2 3 6 5,5 5,75
5 2 2 3 1 8,8 8,2 8,5
6 2 3 1 2 5,2 5,5 5,35
7 31 3 2 9 9,5 9,25
8 3 21 3 12 11,3 11,65
9 3 3 2 1 8,7 9,2 8,95

Fonte: Autoria prépria
Nota: A= Iluminacio;
B= Fotoperiodo;
C= Aeracio;
D= Vazao de recirculagdo de meio

A influéncia dos efeitos dos fatores estudados sobre o teor de lipideos foram
avaliados graficamente conforme ilustrado na Figura 5.26. A partir da andlise foi observado
que todos os fatores avaliados influenciam a varidvel resposta, sendo que, quando o fator A
(1luminagdo) esta ajustado no nivel 3 (vermelho), o fator B (fotoperiodo) esta ajustado no
nivel 2 (1 h claro / 1 h escuro), o fator C (aeracdo) estd ajustado no nivel 1 (0,3 vvm) e o
fator D (vazdo de recirculacdo) ajustado no nivel 1 (5,1 L.min " ') a varidvel resposta tem o
seu valor maximizado. Em contrapartida, quando o fator A (iluminagdo) estd ajustado no
nivel 1 (azul), o fator B (fotoperiodo) estd ajustado no nivel 3 (24 h claro / 0 h escuro), o
fator C (aeracdo) estd ajustado no nivel 2 (0,4 vvm) e o fator D (vazdo de recirculagdo)
ajustado no nivel 2 (6,6 L.min ') sugere-se que a varidvel resposta tem o seu valor
minimizado.

Considerando que todos os experimentos foram submetidos a mesma deple¢do da
fonte de nitrato durante os cultivos, destaca-se entdo neste caso, a grande diferenca de
influéncia dos fatores sobre a varidvel resposta, observando-se claramente que os fatores cor
da iluminacdo e fotoperiodo sdo os principais responsaveis pelo acimulo de lipideos na
biomassa da microalga Chlorella minutissima cultivada no fotobiorreator integrado,
enquanto que os fatores aeracdo e vazao de recirculagdo pouco interferem no acumulo de

lipideos.
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Figura 5.26- Graifico dos efeitos dos fatores sobre o teor de lipideos da biomassa microalgal
durante a fase 1 do cultivo de Chlorella minutissima no fotobiorreator integrado proposto.
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Para verificar a significancia da influéncia dos fatores sobre a varidvel resposta, foi
realizada a andlise de varidncia (ANOVA). Desse modo, a partir da anélise de variancia
realizada foi verificado que todos os fatores estudados apresentam significancia sobre o teor

de lipideos conforme apresentado pela Tabela 5.7.

Tabela 5.7 - Andlise de variancia dos fatores estudados sobre o teor de lipideos da biomassa
microalgal durante a fase 1 do cultivo de Chlorella minutissima no fotobiorreator proposto.

Fatores SQF GL SMQF F p
A 43,82195 2 21,91097 190,3004 0,000000
B 23,99195 2 11,99597 104,1870 0,000001
C 1,38528 2 0,69264 6,0157 0,021938
D 2,53694 2 1,26847 11,0169 0,003809
Residual 1,03625 9 0,11514

Fonte: Autoria prépria.
Nota:  SQF: Soma quadrdtica dos fatores;
GL: Grau de liberdade;
SMQF: Soma média quadratica dos fatores;
F: Teste F;
p: Nivel de significancia
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Com base na andlise gréfica (Figura 5.26) e andlise de variancia (Tabela 5.7) da
influéncia dos fatores sobre o teor lipidico na biomassa durante a fase 1, propde-se o seguinte
ajuste para o processo de cultivo durante a fase 1: fator A (iluminac¢do) ajustado no nivel 3
(vermelho), fator B (fotoperiodo) ajustado no nivel 2 (1 h claro / 1 h escuro), fator C
(aeragdo) ajustado no nivel 1 (0,3 vvm) e o fator D (vazdo de recirculagdo) ajustado no nivel
1 (5,1 L min '), de modo a se obter o0 maximo valor de teor de lipideos na biomassa de
Chlorella minutissima, quando cultivada no fotobiorreator integrado proposto.

Os fatores cor da iluminagdo e fotoperiodo foram os mais influentes para o acimulo
de lipideos, sendo estes fatores responsdveis pelo fornecimento de energia luminosa para as
células utilizarem tal energia para a sintese de metabdlitos e se multiplicar. Como a energia
fornecida pelos fotons da luz vermelha € 40 % menor do que a energia disponibilizada pela
cor azul, por exemplo (YAM; HASSAN, 2005), aliado a um fotoperiodo alternado, induz as
células do micro-organismo a estocarem essa energia em metabolitos de reserva, como 0s
lipideos, ao invés de usd-la para se multiplicarem. Isto estd de acordo com observado nos
ensaios da fase 1 desenvolvidos neste trabalho, em que a cor da iluminacdo vermelha e o
fotoperiodo alternado (1 h claro: 1 h escuro) foram propostos para proporcionar os maiores

actimulos de lipideos, em detrimento do crescimento da microalga Chlorella minutissima.

5.2.1.4 Produtividade lipidica

Os valores da produtividade lipidica alcancado ao final da fase 1 de cada cultivo
experimental seguem apresentados na Tabela 5.8 para anélise estatistica da influéncia dos
fatores sobre a produtividade lipidica da biomassa.

A partir da andlise foi observado que todos os fatores avaliados influenciam a
varidvel resposta, sendo que, quando o fator A (iluminacao) estd ajustado no nivel 1 (azul),
o fator B (fotoperiodo) esta ajustado no nivel 3 (24 h claro / 0 h escuro), o fator C (aeracdo)
estd ajustado no nivel 3 (0,5 vvm) e o fator D (vazao de recirculacdo) ajustado no nivel 1
(5,1 L.min ') a varidvel resposta tem o seu valor maximizado. Em contrapartida, quando o
fator A (iluminagdo) estd ajustado no nivel 3 (vermelho), o fator B (fotoperiodo) esta
ajustado no nivel 2 (1 h claro / 1 h escuro), o fator C (aeracdo) estd ajustado no nivel 1
(0,3 vvm) e o fator D (vazdo de recirculacio) ajustado no nivel 2 (6,6 L.min '), a varidvel

resposta tem o seu valor minimizado.
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Tabela 5.8 - Produtividade lipidica maxima de Chlorella minutissima alcancada em cada condigdo
experimental do planejamento de Taguchi na fase 1, empregando o fotobiorreator integrado.

Fatores Produtividade Lipidica mg.L-1.d"!
Experimento A B C D Réplica 1 Réplica 2 Média
1 1 1 1 1 2,14 2,09 2,11
2 1 2 2 2 0,20 0,56 0,37
3 1 3 3 3 2,17 2,44 2,30
4 2 1 2 3 0,88 0,83 0,86
5 2 2 3 1 2,34 2,36 2,35
6 2 3 1 2 0,94 0,87 0,91
7 31 3 2 1,41 1,36 1,39
8 3 2 1 3 0,19 0,19 0,19
9 3 3 2 1 1,92 2,09 2,01

Fonte: Autoria prépria
Nota: A= Iluminacéo;
B= Fotoperiodo;
C= Aeracao;
D= Vazao de recirculagdo de meio

A influéncia dos efeitos dos fatores estudados sobre a concentracdo de biomassa,

foram avaliados graficamente conforme ilustrado na Figura 5.27.

Figura 5.27 - Griéfico dos efeitos dos fatores estudados sobre a produtividade lipidica durante a fase
1 do cultivo de Chlorella minutissima no fotobiorreator integrado proposto.
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Notou-se graficamente que os fatores aeracdo e vazao de recirculagdao de meio foram
os mais influentes para a varidvel resposta produtividade lipidica, diferente com o que foi
observado para o actimulo de lipideos. Para verificar a significAncia da influéncia dos fatores
sobre a varidvel resposta, foi realizada a andlise de variancia (ANOVA). Desse modo, a partir
da andlise de variancia realizada foi verificado que todos os fatores estudados apresentam

significancia sobre a produtividade lipidica conforme apresentado pela Tabela 5.9.

Tabela 5.9 - Andlise de variancia dos fatores estudados sobre a produtividade lipidica durante a
fase 1 do cultivo de Chlorella minutissima no fotobiorreator integrado proposto.

Fatores SQF GL SMQF F p
A 0,490983 2 0,245491 18,1977 0,000688
B 1,805503 2 0,902752 66,9190 0,000004
C 3,510602 2 1,755301 130,1165 0,000000
D 5,480431 2 2,740216 203,1260 0,000000
Residual 0,121412 9 0,013490

Fonte: Autoria prépria.
Nota:  SQF: Soma quadratica dos fatores;

GL: Grau de liberdade;

SMQF: Soma média quadratica dos fatores;

F: Teste F;

p: Nivel de significAncia

Com base na andlise (Figura 5.27) e anélise de variincia (Tabela 5.9) da influéncia
dos fatores sobre a produtividade lipidica da biomassa durante a fase 1, propde-se o seguinte
ajuste para o processo de cultivo durante a fase 1: fator A (iluminagdo) ajustado no nivel 1
(azul), fator B (fotoperiodo) ajustado no nivel 3 (24 h claro / 0 h escuro), fator C (aeracao)
ajustado no nivel 3 (0,5 vvm) e o fator D (vazdo de recirculagdo) ajustado no nivel 1
(5,1.L min - 1), de modo a se alcangar os valores mais elevados de produtividade em lipideos
empregando-se o fotobiorreator integrado proposto para o cultivo de Chlorella minutissima.

Sabendo que a produtividade lipidica leva em consideracdo a produtividade em
biomassa com o teor de lipideos, foi observado que houve propostas de ajustes conflitantes
para os fatores cor de iluminacido (A) e fotoperiodo (B) com vistas a produtividade em

biomassa e o teor de lipideos, enquanto que os fatores aeracdo (C) e vazao de recirculacao

de meio de cultivo (D) foram propostos nos niveis 3 e 1, respectivamente, visando a
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produtividade de biomassa, e para o teor de lipideos (C e D no nivel 1), ambos pouco
influentes.

Assim, para a produtividade lipidica, reduz-se as influéncias dos fatores A e B,
resultando ajustes nos niveis alto (em concordancia com o ajuste para a produtividade em
biomassa), e mantém-se os niveis alto para o fator C (aeragdo) e baixo para o fator D (vazdo

de recirculag@o), como proposto também para a produtividade em biomassa.

5.2.2Resultados obtidos durante a Fase 2

5.2.2.1 Concentraciao de biomassa

Os valores de concentracdo maxima de biomassa alcangado ao final da fase 2 de cada
cultivo experimental estdo apresentados na Tabela 5.10 para anélise estatistica da influéncia

dos fatores sobre a concentracdo de biomassa.

Tabela 5.10 - Concentracdo médxima de biomassa de Chlorella minutissima alcangada em cada
condicdo experimental do planejamento de Taguchi, ao final da fase 2, empregando-se o
fotobiorreator integrado.

Fatores Concentracio de biomassa mg L!
Experimento A B C D Réplica 1 Réplica 2 Média
1 1 1 1 1 372 351 361
2 1 2 2 2 154 169 162
3 1 3 3 3 445 442 444
4 2 1 2 3 285 255 270
5 2 2 3 1 356 372 364
6 2 3 1 2 265 270 268
7 31 3 2 243 237 240
8 32 1 3 144 154 149
9 33 2 1 237 240 239

Fonte: Autoria prépria
Nota: A= Iluminacio;
B= Fotoperiodo;
C= Aeracio;
D= Vazao de recircula¢do de meio

A influéncia dos efeitos dos fatores estudados sobre a concentracdo de biomassa

foram avaliados graficamente conforme ilustra a Figura 5.28. A partir da andlise foi
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observado que todos os fatores avaliados influenciam a varidvel resposta, sendo que, quando
o fator A (iluminacao) estd ajustado no nivel 1 (azul), o fator B (fotoperiodo) estd ajustado
no nivel 3 (24 h claro / Oh escuro), o fator C (aeragao) esta ajustado no nivel 3 (0,5 vvm) e o
fator D (vazdo de recirculacdo) ajustado no nivel 1 (5,1 L.min ~!) a varidvel resposta tem o
seu valor maximizado. Em contrapartida, quando o fator A (iluminagdo) estd ajustado no
nivel 3 (vermelha), o fator B (fotoperiodo) estd ajustado no nivel 2 (1 h claro / 1 h escuro),
o fator C (aeracdo) estd ajustado no nivel 2 (0,4 vvm) e o fator D (vazdo de recirculagdo)

ajustado no nivel 2 (6,6 L min - 1, a varidvel resposta tem o seu valor minimizado.

Figura 5.28 - Grafico dos efeitos dos fatores sobre a concentragdo de biomassa maxima durante a
fase 2 do cultivo de Chlorella minutissima no fotobiorreator integrado proposto.
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Fonte: Autoria prépria.

Para verificar a significancia da influéncia dos fatores sobre a varidvel resposta, foi
realizada a andlise de varidncia (ANOVA). Desse modo, a partir da andlise de variancia
realizada foi verificado que todos os fatores estudados apresentam significancia sobre a

concentracdo de biomassa na fase 2 conforme apresentado na Tabela 5.11.
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Tabela 5.11 - Anadlise de variancia dos fatores estudados sobre a produtividade lipidica durante a
fase 2 do cultivo de Chlorella minutissima no fotobiorreator proposto.

Fatores SQF GL SMQF F p

A 43140,28 2 21570,14 204,6492 0,000000
B 26879,39 2 13439,70 127,5107 0,000000
C 50363,36 2 25181,68 238,9141 0,000000
D 29868,68 2 14934,34 141,6913 0,000000
Residual 948,61 9 105,40

Fonte: Autoria prépria.
Nota:  SQF: Soma quadratica dos fatores;
GL: Grau de liberdade;
SMQF: Soma média quadratica dos fatores;
F: Teste F;
p: Nivel de significancia.

Com base na andlise grifica (Figura 5.28) e andlise de variancia (Tabela 5.11) da
influéncia dos fatores sobre a concentracdo da biomassa durante a fase 2, propde-se o
seguinte ajuste para o processo de cultivo para a fase 2: fator A (ilumina¢do) ajustado no
nivel 1 (azul), fator B (fotoperiodo) ajustado no nivel 3 (24 h claro / 0 h escuro), fator C
(aeragdo) ajustado no nivel 3 (0,5 vvm) e o fator D (vazao de recirculag@o) ajustado no nivel
1 (5,1 L.min '), de forma a se obter os valores mais elevados de concentracio de biomassa
na fase 2 do cultivo da microalga Chlorella minutissima no fotobiorreator integrado
proposto. Pode-se notar que tal ajuste proposto € semelhante a proposta de ajuste para a
obtencdo de elevados valores de produtividade em biomassa da Chlorella minutissima

durante o cultivo na fase 1.

5.2.2.2 Produtividade volumétrica de biomassa

Os valores de produtividade volumétrica médxima de biomassa alcangado ao final da
fase 2 de cada cultivo experimental estdao apresentados na Tabela 5.12 para andlise estatistica
da influéncia dos fatores sobre esta varidvel. A partir da anélise foi observado que todos os
fatores avaliados influenciam a varidvel resposta, sendo que, quando o fator A (iluminacdo)
estd ajustado no nivel 1 (azul), o fator B (fotoperiodo) estd ajustado no nivel 3 (24 h claro /
0 h escuro), o fator C (aeracdo) estd ajustado no nivel 3 (0,5 vvm) e o fator D (vazdo de
recirculagdo) ajustado no nivel 1 (5,1 L.min ') a varidvel resposta tem o seu valor
maximizado. Em contrapartida, quando o fator A (iluminagdo) estd ajustado no nivel 3

(vermelha), o fator B (fotoperiodo) estd ajustado no nivel 2 (1 h claro / 1 h escuro), o fator
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C (aeragdo) estd ajustado no nivel 2 (0,4 vvm) e o fator D (vazdo de recirculagdo) ajustado

no nivel 2 (6,6 L.min " '), a varidvel resposta tem o seu valor minimizado.

Tabela 5.12 - Produtividade volumétrica maxima de biomassa de Chlorella minutissima alcangada
em cada condi¢do experimental do planejamento de Taguchi, ao final da fase 2, empregando o
fotobiorreator integrado.

Fatores Produtividade Volumétrica de Biomassa mg L-d!
Experimento A B C D Réplica 1 Réplica 2 Média

1 1 1 1 1 22 18 20
2 1 2 2 2 2 3 2

3 1 3 3 3 28 30 29
4 2 1 2 3 14 11 12
5 2 2 3 1 18 20 19
6 2 3 1 2 12 11 11
7 31 3 2 10 9 10
8 32 1 3 1 1 1

9 3 3 2 1 10 11 10

Fonte: Autoria prépria
Nota: A= [luminacio;
B= Fotoperiodo;
C= Aeracio;
D= Vazao de recirculagdo de meio

A influéncia dos efeitos dos fatores estudados sobre a produtividade volumétrica

de biomassa, foram avaliados graficamente conforme ilustra a Figura 5.29.

Figura 5.29- Gréfico dos efeitos dos fatores sobre a produtividade volumétrica maxima de biomassa
durante a fase 2 do cultivo de Chlorella minutissima no fotobiorreator integrado proposto.
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Fonte: Autoria prépria.
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Para verificar a significancia da influéncia dos fatores sobre a varidvel resposta, foi
realizada a andlise de variancia (ANOVA. Desse modo, a partir da andlise de variancia
realizada foi verificado que todos os fatores estudados apresentam significincia sobre a

produtividade volumétrica de biomassa na fase 2 conforme apresentado na Tabela 5.12.

Tabela 5.13 - Analise de variancia dos fatores estudados sobre a produtividade volumétrica maxima
durante a fase 2 do cultivo de Chlorella minutissima no fotobiorreator proposto.

Fatores SQF GL SMQF F p
A 321,9720 2 160,9860 92,3286 0,000001
B 281,1676 2 140,5838 80,6275 0,000002
C 402,4763 2 201,2381 115,4140 0,000000
D 243,5197 2 121,7598 69,8316 0,000003
Residual 15,6926 9 1,7436

Fonte: Autoria prépria.
Nota:  SQF: Soma quadratica dos fatores;
GL: Grau de liberdade;
SMQF: Soma média quadratica dos fatores;
F: Teste F;
p: Nivel de significancia.

Com base na andlise gréifica (Figura 5.29) e andlise de variancia (Tabela 5.13) da
influéncia dos fatores sobre a produtividade volumétrica da biomassa durante a fase 2,
propde-se o seguinte ajuste para o processo de cultivo para a fase 2: fator A (iluminacao)
ajustado no nivel 1 (azul), fator B (fotoperiodo) ajustado no nivel 3 (24 h claro / 0 h escuro),
fator C (aera¢do) ajustado no nivel 3 (0,5 vvm) e o fator D (vazdo de recirculagdo) ajustado
no nivel 1 (5,1 L.min - '), de forma a se alcangar os valores mais elevados de produtividade
volumétrica de biomassa no fotobiorreator integrado proposto para o cultivo de Chlorella
minutissima.

Cabe destacar que o ajuste proposto pela andlise estatistica para elevar o valor da
varidvel resposta em estudo (produtividade volumétrica de biomassa na fase 2), € idéntico
ao ajuste proposto para a mesma varidvel resposta na fase 1 e para a concentracdo de

biomassa na fase 2.
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5.2.2.3 Teor de Lipideos

Os valores de teor de lipideos alcangado ao final da fase 2 de cada cultivo estdo
apresentados na Tabela 5.14, para andlise estatistica da influéncia dos fatores sobre a variavel

resposta.

Tabela 5.14 - Teor de lipideos da biomassa de Chlorella minutissima alcangado em cada condi¢do
experimental do planejamento de Taguchi na fase 2, empregando o fotobiorreator integrado.

Fatores Teor de lipideos (%)
Experimento A B C D Réplica 1 Réplica 2 Média
1 1 1 1 1 15,72 15,20 15,46
2 1 2 2 2 21,89 20,90 21,40
3 1 3 3 3 20,00 18,44 19,22
4 2 1 2 3 15,85 15,55 15,70
5 2 2 3 1 16,45 15,85 16,15
6 2 3 1 2 13,84 13,50 13,67
7 31 3 2 11,90 12,30 12,10
8 3 2 1 3 12,57 12,75 12,66
9 33 2 1 14,68 15,10 14,89

Fonte: Autoria prépria
Nota: A= Iluminacio;
B= Fotoperiodo;
C= Aeracdo;
D= Vazao de recirculagdo de meio

A influéncia dos efeitos dos fatores estudados sobre o teor de lipideos avaliados
graficamente conforme ilustra a Figura 5.30. A partir da anélise foi observado que todos os
fatores avaliados influenciam a varidvel resposta, sendo que, quando o fator A (iluminacdo)
estd ajustado no nivel 1 (azul), o fator B (fotoperiodo) esta ajustado no nivel 2 (1 h claro /
1 h escuro), o fator C (aeracdo) estd ajustado no nivel 2 (0,4 vvm) e o fator D (vazdo de
recirculacdo) independe, decidindo portanto ajustar no menor nivel, 1 (5,1 L.min ') a
varidvel resposta tem o seu valor maximizado.

Em contrapartida, quando o fator A (iluminagdo) estd ajustado no nivel 3
(vermelha), o fator B (fotoperiodo) esté ajustado no nivel 1 (12 h claro / 12 h escuro), o fator
C (aeragdo) esta ajustado no nivel 1 (0,3 vvm), a varidvel resposta tem o seu valor

minimizado.
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Figura 5.30 - Grafico dos efeitos dos fatores sobre o teor de lipideos da biomassa durante a fase 2
do cultivo de Chlorella minutissima no fotobiorreator integrado proposto.
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Fonte: Autoria prépria.

Para verificar a significincia da influéncia dos fatores sobre a varidvel resposta, foi
realizada a andlise de varidncia (ANOVA). Desse modo, a partir da anélise de variancia
realizada foi verificado que apenas o fator D ndo apresentou significincia sobre o teor de

lipideos na fase 2 conforme apresentado pela Tabela 5.14.

Tabela 5.15 - Anélise de variancia dos fatores estudados sobre o teor de lipideos na biomassa durante
a fase 2 do cultivo de Chlorella minutissima no fotobiorreator proposto.

Fatores SQF GL SMQF F p

A 92,36568 2 46,18284 179,9916 0,000000
B 16,56534 2 8,28267 32,2806 0,000078
C 34,79681 2 17,39841 67,8080 0,000004
D 0,39574 2 0,19787 0,7712 0,490762
Residual 2,30925 9 0,25658

Fonte: Autoria prépria.
Nota:  SQF: Soma quadrdtica dos fatores;
GL: Grau de liberdade;
SMQF: Soma média quadratica dos fatores;
F: Teste F;
p: Nivel de significancia.

Com base na andlise grafica (Figura 5.30) e andlise de variancia (Tabela 5.15) da

influéncia dos fatores sobre o teor de lipideos durante a fase 2, propde-se o seguinte ajuste
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para o processo de cultivo para a fase 2: fator A (iluminacao) ajustado no nivel 1 (azul), fator
B (fotoperiodo) ajustado no nivel 2 (1 h claro / 1 h escuro), fator C (aeracdo) ajustado no
nivel 2 (0,4 vvm) e o fator D (vazio de recirculagio) ajustado no nivel 1 (5,1 L.min ~!), para
se obter os valores mais elevados de teor de lipideos na biomassa da microalga Chlorella
minutissima cultivada no fotobiorreator integrado proposto.

Destaca-se nesse momento a importancia da utilizacao da estratégia de submeter o
cultivo microalgal a uma privacdo nutricional, mesmo que parcial para a fonte de nitrato,
como o que foi realizado no presente trabalho. A deficiéncia de nitrogénio afeta o
metabolismo celular, reduzindo a sintese de proteinas e a taxa fotossintética, enquanto
estimula a hidrélise de fosfolipideos levando ao aumento dos niveis intracelular de dcidos
graxos (Xin et al., 2010). O conteudo de lipideos foi elevado em comparagdo com a primeira
fase, corroborando com os relatos de Yen; Chang (2013), que observaram elevacio nos
teores de lipideos da microalga Chlorella vulgaris quando cultivada tanto em regime
autotréfico quanto em regime mixotréfico, na segunda fase do cultivo em relacdo a primeira
fase.

Comparado a fase 1, para a mesma varidvel resposta (teor de lipideos), houve conflito
de ajuste principalmente para o fator significativamente mais influente (A - cor da
iluminacdo) que, para a fase 1, foi sugerido o nivel 3 (vermelho), enquanto que para a fase
2 foi proposto o nivel 1 (azul), seguido de divergéncia para o ajuste do fator C (aeragdo), que
sugeriu nivel baixo na fase 1 e nivel intermediario na fase 2.

Considerando que a fase 2 configura uma condi¢@o de estresse nutricional para as
microalgas, a prolongacdo do cultivo exige que as células aproveitem ao méaximo o
fornecimento de energia luminosa. Assim, quando o cultivo € conduzido sob iluminacao
vermelha (como sugerido durante a fase 1 para o acimulo de lipideos), fornece-se menos
energia luminosa para as células reservarem sob a forma de lipideos, diferentemente do que
ocorre quando o cultivo € iluminado com a cor azul, que disponibiliza maior nivel energético
para o micro-organismo acumular este metabdlito.

Ainda para compensar a escassez nutricional, o emprego de maior nivel de aeracdo
(do nivel baixo na fase 1, para o nivel intermedidrio na fase 2), garante maior disponibilidade
da fonte de carbono proveniente do CO» presente no ar injetado no cultivo da microalga
Chlorella minutissima no fotobiorreator proposto, justificando esta proposta de ajuste na

aeracdo para acumular lipideos.
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5.2.2.4 Produtividade Lipidica

Os valores de produtividade lipidica alcangado ao final da fase 2 de cada cultivo
experimental seguem apresentados na Tabela 5.16 para andlise estatistica da influéncia dos

fatores sobre a varidvel resposta.

Tabela 5.16 - Produtividade lipidica do cultivo de Chlorella minutissima alcancada em cada
condi¢do experimental do planejamento de Taguchi na fase 2, empregando o fotobiorreator
integrado.

Fatores Produtividade Lipidica mg.L.d"!
Experimento A B C D Réplica 1 Réplica 2 Média
1 1 1 1 1 3,42 2,73 3,07
2 1 2 2 2 0,36 0,53 0,44
3 1 3 3 3 5,56 5,46 5,51
4 2 1 2 3 2,15 1,75 1,95
5 2 2 3 1 3,03 3,21 3,12
6 2 3 1 2 1,68 1,43 1,55
7 31 3 2 1,21 1,15 1,18
8 3 2 1 3 0,07 0,11 0,09
9 3 3 2 1 1,44 1,62 1,53

Fonte: Autoria prépria
Nota: A= Iluminago;
B= Fotoperiodo;
C= Aeragao;
D= Vazao de recirculagido de meio

A influéncia dos efeitos dos fatores estudados sobre a produtividade lipidica foi
avaliado graficamente conforme ilustra a Figura 5.31.

A partir da andlise foi observado que todos os fatores avaliados influenciam a
varidvel resposta, sendo que, quando o fator A (iluminacio) estd ajustado no nivel 1 (azul),
o fator B (fotoperiodo) esta ajustado no nivel 3 (24 h claro / 0 h escuro), o fator C (aeragio)
estd ajustado no nivel 3 (0,5 vvm) e o fator D (vazdo de recirculagdo) ajustado no nivel 1
(5,1 L.min ') a varidvel resposta tem o seu valor maximizado.

Em contrapartida, quando o fator A (iluminacdo) estd ajustado no nivel 3
(vermelha), o fator B (fotoperiodo) estd ajustado no nivel 2 (1 h claro / 1 h escuro), o fator
C (aeragdo) esta ajustado no nivel 2 (0,4 vvm) e o fator D (vazdo de recirculagdo) ajustado

no nivel 2 (6,6 L.min "), a varidvel resposta tem o seu valor minimizado.
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Figura 5.31 - Grafico dos efeitos dos fatores sobre a produtividade lipidica durante a fase 2 do cultivo
de Chlorella minutissima no fotobiorreator integrado proposto.
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Fonte: Autoria prépria.

Para verificar a significancia da influéncia dos fatores sobre a varidvel resposta, foi
realizada a andlise de varidncia (ANOVA). Desse modo, a partir da andlise de variancia
realizada foi verificado que todos os fatores estudados apresentam significancia sobre a

produtividade lipidica na fase 2 conforme apresentado pela Tabela 5.17.

Tabela 5.17 - Andlise de variancia dos fatores estudados sobre a produtividade lipidica durante a
fase 2 do cultivo de Chlorella minutissima no fotobiorreator integrado proposto.

Fatores SQF GL SMQF F p
A 13,14003 2 6,570014 145,6920 0,000000
B 8,17696 2 4,088478 90,6632 0,000001
C 13,59936 2 6,799680 150,7849 0,000000
D 8,86061 2 4,430303 98,2432 0,000001
Residual 0,40586 9 0,045095

Fonte: Autoria prépria
Nota: A= Iluminacio;
B= Fotoperiodo;
C= Aeragdo;
D= Vazao de recircula¢do de meio

Com base na andlise grafica (Figura 5.31) e andlise de variancia (Tabela 5.17) da
influéncia dos fatores sobre a produtividade lipidica durante a fase 2, propde-se o seguinte

ajuste para o processo de cultivo para a fase 2: fator A (iluminagdo) ajustado no nivel 1
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(azul), fator B (fotoperiodo) ajustado no nivel 3 (24 h claro / 0 h escuro), fator C (aeracio)
ajustado no nivel 3 (0,5 vvm) e o fator D (vazdo de recirculacdo) ajustado no nivel 1
(5,1 L.min ") ou nivel 2 (6,6 L.min "!) de modo a se obter os valores mais elevados de
produtividade lipidica durante o cultivo da microalga Chlorella minutissima no
fotobiorreator integrado proposto na fase 2. Cabe destacar que o ajuste proposto € idéntico

para elevar a mesma varidvel resposta durante a fase 1.

5.2.3 Avaliacao das variaveis respostas entre as fases

5.2.3.1 Concentraciao de biomassa

A variacdo da concentracdo de biomassa obtida entre as fases 1 e 2 para cada
condicdo experimental foi determinada em termos percentuais e utilizada como varidvel
resposta do planejamento utilizado, conforme apresentada na Tabela 5.18. Foi possivel
verificar que as variacOes mais expressivas foram em relacdo ao aumento da concentracao
de biomassa entre uma fase e outra, destacando-se a elevacao de 21,90% da concentracdo de
biomassa ocorrida no experimento 3. Por outro lado, a diminuicdo mais expressiva da
concentracdo de biomassa (-4,48 %), foi verificada no experimento 2.

Tabela 5.18 - Variacdo da concentracdo maxima de biomassa de Chlorella minutissima alcancada

em cada condi¢do experimental do planejamento de Taguchi entre as fases 1 e 2, empregando-se o
fotobiorreator integrado.

Fatores Biomassa mg L1
Experimento A B C D Fase 1 (média) Fase 2 (média)  Variacao (%)
1 1 1 1 1 326,01 361,42 10,86
2 1 2 2 2 169,19 161,61 -4,48
3 1 3 3 3 363,95 443,62 21,90
4 2 1 2 3 241,28 269,86 11,85
5 2 2 3 1 372,80 363,95 -2,37
6 2 3 1 2 275,42 267,84 -2,75
7 3 1 3 2 232,43 240,01 3,26
8 3 2 1 3 154,02 148,96 -3,28
9 3 3 2 1 241,28 238,75 -1,05

Fonte: Autoria prépria
Nota: A= Iluminacdo;
B= Fotoperiodo;
C= Aeragao;
D= Vazao de recirculagdo de meio
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A influéncia dos efeitos dos fatores estudados sobre a variacdo percentual da
concentracdo de biomassa, foram avaliadas graficamente conforme ilustra a Figura 5.32. A
partir da andlise, pode-se observar que o fator C pouco influenciou a varidvel resposta. Desta
forma, quando o fator A (iluminag@o) estd ajustado no nivel 1 (azul), resulta a elevacdo da
concentracdo de biomassa entre as fases 1 e 2, assim como o fator D (vazio de recirculagio)
ajustado no nivel 3 (9,0 L min - !), influencia na elevacdo da concentrag¢io de biomassa entre
as fases. Por outro lado, o fator B (fotoperiodo), quando ajustado no nivel 2 (1 hclaro/ 1 h

escuro), resulta em reducao na concentraciao de biomassa entre as duas fases.

Figura 5.32 - Grafico dos efeitos dos fatores estudados sobre a variagdo da concentracio de biomassa
de Chlorella minutissima cultivada no fotobiorreator integrado, entre as fases 1 e 2.
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Fonte: Autoria prépria.

Para verificar a significancia da influéncia dos fatores sobre a varidvel resposta, foi
realizada a andlise de varidncia (ANOVA). Desse modo, a partir da andlise de variancia
realizada foi verificado que apenas o fator C (aeracdo) nao apresenta efeito significativo
sobre a variacdo percentual da concentracdo de biomassa, conforme apresentado na Tabela

32.
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Tabela 5.19.- Andlise de varidncia dos fatores estudados sobre a concentracdo de biomassa de
Chlorella minutissima cultivada no fotobiorreator integrado proposto, entre as fases 1 e 2.

Fatores SQF GL SMQF F p

A 316,1857 2 158,0929 7,84735 0,010651
B 473,3803 2 236,6902 11,74873 0,003096
C 130,0640 2 65,0320 3,22803 0,087730
D 406,8904 2 203,4452 10,09853 0,005013
Residual 181,3141 9 20,1460

Fonte: Autoria prépria
Nota: A= Iluminagdo;

B= Fotoperiodo;

C= Aeracao;

D= Vazao de recirculagido de meio

Com base na andlise grifica (Figura 5.32) e andlise de variancia (Tabela 5.19) da
influéncia dos fatores sobre a variagdo percentual da concentracdo de biomassa entre as fases
1 e 2, propde-se o seguinte ajuste para o processo de cultivo: fator A (cor da iluminagdo)
ajustada no nivel 1 (azul), fator B (fotoperiodo) ajustado no nivel 1 (12 h claro/ 12 h escuro),
fator C no nivel 3 (0,5 vvm) e o fator D (vazdo de recirculagdo) ajustado no nivel 3
(9,0 L.min "), de modo a garantir melhores resultados de aumento da concentracdo de
biomassa de Chlorella minutissima empregando o fotobiorreator integrado proposto.

Cabe destacar que o fator que mais influenciou significativamente a concentragao de
biomassa da microalga entre as duas fases foi o fotoperiodo (fator B), levando a redu¢do da
concentracdo da biomassa se ajustado no nivel 2 (1 h claro: 1 h escuro) pois, nessa condicao,

o cultivo nado dispde de energia luminosa por tempo suficiente para resultar um crescimento

celular importante.

5.2.3.2 Produtividade volumétrica de biomassa

A variacdo da produtividade volumétrica de biomassa obtida entre as fases 1 e 2 para
cada condicao experimental foi determinada em termos percentuais e utilizada como varidvel
resposta do planejamento utilizado conforme apresentado na Tabela 5.20. Verificou-se
expressiva queda na produtividade em todos os ensaios, decorrente do prolongamento do
periodo de cultivo sem o correspondente aumento da concentracdo de biomassa. Destacam
os experimentos 2, 8 € 9, com quedas na produtividade volumétrica de biomassa de 57,10 %,

56,70 % e 54,15 %, respectivamente.
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Tabela 5.20 - Variacdo da produtividade volumétrica maxima de biomassa de Chlorella minutissima
alcancada em cada condicdo experimental do planejamento de Taguchi entre as fases 1 e 2,
empregando o fotobiorreator integrado.

Fatores Produtividade Volumétrica de Biomassa mg.L1.d"!
Experimento A B C D Fase 1 (média) Fase 2 (média) Variacao (%)

1 I 1 1 1 28,67 19,85 -30,80
2 1 2 2 2 4,84 2,08 -57,10
3 1 3 3 3 44,29 28,76 -35,15
4 2 1 2 3 14,96 12,40 -17,14
5 2 2 3 1 27,66 19,31 -30,18
6 2 3 1 2 16,93 11,35 -32,94
7 3 1 3 2 14,99 9,75 -34,94
8 3 2 1 3 1,64 0,71 -56,70
9 3 3 2 1 22,44 10,29 -54,15

Fonte: Autoria prépria
Nota: A= Iluminacio;
B= Fotoperiodo;
C= Aeracio;
D= Vazao de recirculagdo de meio

A influéncia dos efeitos dos fatores estudados sobre a variacdo percentual da
produtividade volumétrica de biomassa foi avaliadas graficamente conforme ilustra a Figura

5.33.

Figura 5.33 - Grifico dos efeitos dos fatores estudados sobre a variagdo da produtividade
volumétrica de biomassa de Chlorella minutissima cultivada no fotobiorreator integrado proposto,
entre as fases 1 e 2.
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A partir da andlise foi observado que apenas os fatores A (iluminacdo) e B
(fotoperiodo) exercem influéncia sobre a varidvel resposta, sendo que quando o primeiro
fator € ajustado na iluminagdo branca (nivel 2) e o segundo fator € ajustado com 12 h claro
/ 12 h escuro (nivel 1) a varidvel resposta sofre a menor variagdo em termos percentuais,
enquanto que os fatores C e D pouco influenciam na resposta.

Para verificar a significancia da influéncia dos fatores sobre a varidvel resposta, foi
realizada a andlise de variancia (ANOVA). Desse modo, foi verificado que os fatores C
(aeracdo) e D (vazdo de recirculagdo de meio) ndo apresentam efeito significativo sobre a
variacdo percentual da produtividade volumétrica de biomassa, conforme apresentado pela

Tabela 5.21.

Tabela 5.21 - Andlise de varidncia dos fatores estudados sobre a variagdo da produtividade
volumétrica de biomassa de Chlorella minutissima cultivada no fotobiorreator integrado proposto,
entre as fases 1 e 2.

Fatores SQF GL SMQF F p

A 1450,457 2 7252286 9,942091 0,005262
B 1075,850 2 537,9250 7,374364 0,012697
C 198,785 2 99,3924 1,362561 0,304133
D 32,335 2 16,1676 0,221641 0,805449
Residual 656,508 9 72,9453

Fonte: Autoria prépria
Nota: A= Iluminacio;

B= Fotoperiodo;

C= Aeragao;

D= Vazao de recirculagdo de meio

Com base na andlise grafica (Figura 5.33) e andlise (Tabela 5.21) de variancia da
influéncia dos fatores sobre a variacao percentual da produtividade volumétrica de biomassa
da microalga entre as fases 1 e 2, propde-se o seguinte ajuste para o processo de cultivo:
fator A (iluminacao) ajustado no nivel 2 (branco), fator B (fotoperiodo) ajustado no nivel 1
(12 h claro / 12 h escuro) e os fatores C (aeragdo) e D (vazdo de recirculacdo de meio)
ajustados no nivel 1, visto que ndo influenciam a varidvel resposta. Neste caso, o ajuste das
condig¢des experimentais mencionado teria o propoésito de diminuir a queda da produtividade
em biomassa, € ndo de aumentar o seu valor.

A queda na produtividade em biomassa da microalga Chlorella minutissima deve-se
principalmente a privacdo do nitrogénio, pois as microalgas necessitam dispor deste

elemento em abundéncia para garantir a plena realizacdo da fotossintese, essencial para o

crescimento celular e formacao de biomassa (ZHAO et al., 2017).
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Uma alternativa para minimizar a queda de produtividade em biomassa com a
segunda fase do cultivo, poderia ser a utilizacdo de uma fonte organica de carbono, como a
injecdo de glicose durante a segunda fase, como sugerido por Yen; Chang (2013),
conduzindo a primeira fase em regime autotréfico e a segunda fase em regime mixotréfico,

possibilitando o aumento do crescimento celular.

5.2.3.3 Teor de lipideos

A variacdo dos teores de lipideos alcangados entre as fases 1 e 2 para cada condi¢do
experimental foi determinada em termos percentuais e utilizada como varidvel resposta do
planejamento utilizado conforme apresentado na Tabela 35. Foi observado que o conteido
lipidico se elevou em todos os cultivos experimentais entre as fases 1 e 2, destacando os

experimentos 3 e 2 como os mais expressivos, com 269,61% e 177,86%, respectivamente.

Tabela 5.22 - Variagao do teor de lipideos na biomassa de Chlorella minutissima alcangada em cada
condicdo experimental do planejamento de Taguchi entre as fases 1 e 2, empregando o fotobiorreator
integrado.

Fatores Teor de lipideos (%)
Experimento A B C D Fase 1(média) Fase 2 (média) Variacao (%)

1 I 1 1 1 7,38 15,46 109,63
2 1 2 2 2 7,70 21,40 177,86
3 1 3 3 3 5,20 19,22 269,61
4 2 1 2 3 5,75 15,70 173,04
5 2 2 3 1 8,50 16,15 90,00
6 2 3 1 2 5,35 13,67 155,51
7 31 3 2 9,25 12,10 30,81
8 3 2 1 3 11,65 12,66 8,66
9 33 2 1 8,95 14,89 66,36

Fonte: Autoria prépria
Nota: A= Iluminacio;
B= Fotoperiodo;
C= Aeragdo;
D= Vazao de recircula¢do de meio

A influéncia dos efeitos dos fatores estudados sobre a variacdo percentual da
produtividade volumétrica de biomassa foi avaliada graficamente conforme ilustra a Figura

5.34. A partir da andlise foi observado que quando o fator A (iluminagdo) € ajustado no nivel
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1 (azul), o fator B (fotoperiodo) € ajustado no nivel 3 (24 h claro / 0 h escuro), o fator C
(aeracdo) € ajustado no nivel 2 (0,4 vvm) e o fator D (vazdo de recirculacio de meio) é
ajustado no nivel 3 (9,0 L min -1), a varidvel resposta tem seu valor maximizado. Em
contrapartida, quando o fator A (iluminagdo) é ajustado no nivel 3 (vermelho), o fator B
(fotoperiodo) € ajustado no nivel 2 (1 h claro / 1 h escuro), o fator C (aeracdo) € ajustado no
nivel 1 (0,3 vvm) e o fator D (vazdo de recirculacdo de meio) € ajustado no nivel 1

(5,1 L.min "), a varidvel resposta tem seu valor minimizado.

Figura 5.34 - Grifico dos efeitos dos fatores sobre a varia¢do do teor de lipideos na biomassa de
Chlorella minutissima cultivada no fotobiorreator integrado proposto, entre as fases 1 e 2.
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Fonte: Autoria prépria.

Para verificar a significancia da influéncia dos fatores sobre a varidvel resposta, foi
realizada a andlise de varidncia (ANOVA). Desse modo, a partir da anélise de variancia
realizada foi verificado que todos os fatores apresentam significancia sobre a variacdo

percentual do teor lipidico de biomassa entre as fases 1 e 2, conforme apresentado na Tabela

36.
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Tabela 5.23 - Andlise de variancia dos fatores estudados sobre a variagdo do teor de lipideos da
biomassa de Chlorella minutissima cultivada no fotobiorreator proposto, entre as fases 1 e 2.

Fatores SQF GL SMOQF F p
A 71652,90 2 35826,45 122,1758 0,000000
B 17773,00 2 8886,50 30,3048 0,000100
C 7807,44 2 3903,72 13,3125 0,002047
D 11629,40 2 5814,70 19,8294 0,000503
Residual 2639,13 9 293,24

Fonte: Autoria prépria
Nota: A= Iluminacio;
B= Fotoperiodo;
C= Aeracio;
D= Vazao de recirculagdo de meio

Desse modo, com base nas andlises grafica (Figura 5.34) e de variancia (Tabela 5.23)
da influéncia dos fatores sobre a variacdo percentual do teor de lipideos entre as fases 1 e 2,
propde-se o seguinte ajuste para o processo de cultivo: fator A (ilumina¢do) ajustado no nivel
1 (azul), fator B (fotoperiodo) ajustado no nivel 3 (24 h claro / 0 h escuro), fator C (aeracao)
ajustado no nivel 2 (0,4 vvm) e fator D (vazdo de recirculagdo de meio) ajustado no nivel 3
(9,0 L.min ~ "), de modo a se obter as maiores elevacdes de teores lipidicos na biomassa da
microalga Chlorella minutissima no fotobiorreator integrado proposto.

Ao contrério do que ocorre com a produtividade em biomassa da microalga Chlorella
minutissima cultivada no fotobiorreator proposto, a segunda fase garante elevacdes dos
teores de lipideos maiores que 100% nos cultivos iluminados por 24h diarias, sob iluminagdo
azul ¢ 9,0 L min ' de vazdo de recirculacao de meio de cultivo.

A variacdo dos teores de lipideos entre as fases envolvidas neste trabalho evidencia
a importancia da utilizacio desta estratégia. As elevacdes dos teores de lipideos obtidas na
segunda fase dos cultivos realizados neste trabalho corroboraram com os relatos da literatura
que observaram elevacdes nos teores de lipideos das microalgas Scenedesmus obliquus e
Desmodesmus sp. durante a realizacdo da segunda etapa de cultivo sob privacdo da fonte de

nitrogénio (RIOS et al., 2015; HO; CHEN; CHANG, 2012).
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5.2.3.4 Produtividade lipidica

As variagOes das produtividades lipidicas de biomassa alcancadas entre as fases 1 e
2 para cada condicdo experimental foram determinadas em termos percentuais e utilizadas
como varidveis resposta do planejamento utilizado conforme apresentado na Tabela 5.24.
Foi observado que todos os cultivos iluminados com a luz vermelha (experimentos 7, 8 € 9)
sofreram quedas na produtividade lipidica (-14,85 %, -52,.85% e -23,70 %,
respectivamente) entre as fases 1 e 2 enquanto que o experimento 3 proporcionou a maior

elevagdo (139,21 %) na produtividade lipidica entre as fases 1 e 2.

Tabela 5.24 - Variacdo da produtividade lipidica de Chlorella minutissima alcangada em cada
condicdo experimental do planejamento de Taguchi, entre as fases 1 e 2, empregando o fotobiorreator
integrado.

Fatores Produtividade lipidica mg.L.d"!
Experimento A B C D Fase 1(média) Fase 2(média) Variacao (%)
1 1 1 1 1 2,11 3,07 45,42
2 1 2 2 2 0,38 0,44 17,92
3 1 3 3 3 2,30 5,51 139,21
4 2 1 2 3 0,86 1,95 126,58
5 2 2 3 1 2,35 3,12 32,72
6 2 3 1 2 0,90 1,55 71,82
7 31 3 2 1,38 1,18 -14,85
8 32 1 3 0,19 0,09 -52,85
9 3 3 2 1 2,01 1,53 -23,70

Fonte: Autoria prépria
Nota: A= Iluminacio;
B= Fotoperiodo;
C= Aeragao;
D= Vazao de recirculacido de meio

A influéncia dos efeitos dos fatores estudados sobre a variacdo percentual da
produtividade lipidica na biomassa foi avaliada graficamente conforme ilustra a Figura 5.35.
A partir da andlise foi observado que quando o fator A (iluminagdo) € ajustado tanto no nivel
1 (azul) quanto no nivel 2 (branco) e o fator D (vazao de recirculacdo de meio) é ajustado no
nivel 3 (9,0 L.min " '), a varidvel resposta tem seu valor maximizado.

Em contrapartida, quando o fator A (iluminag¢do) € ajustado no nivel 3 (vermelho) e
o fator B (fotoperiodo) € ajustado no nivel 2 (1 h claro / 1 h escuro), a varidvel resposta tem

seu valor minimizado.
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Figura 5.35 - Gréfico dos efeitos dos fatores sobre a varia¢do da produtividade lipidica de Chlorella
minutissima cultivada no fotobiorreator integrado proposto, entre as fases 1 e 2.
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Fonte: Autoria prépria.

Para verificar a significancia da influéncia dos fatores sobre a varidvel resposta, foi
realizada a andlise de varidncia (ANOVA). Desse modo, apenas o fator C (aera¢do) nao
apresentou efeito significativo sobre a variacao percentual da produtividade lipidica da entre

a microalga entre as fases 1 e 2, conforme apresentado na Tabela 5.25.

Tabela 5.25 - Andlise de variancia dos fatores estudados sobre a variagdo da produtividade lipidica
de Chlorella minutissima cultivada no fotobiorreator proposto, entre as fases 1 e 2.

Fatores SQF GL SMQF F p

A 45093,38 2 22546,69 35,94373 0,000051
B 10854,44 2 542722 8,65203 0,008017
C 3340,17 2 1670,09 2,66244 0,123504
D 9113,14 2 4556,57 726404 0,013242
Residual 5645,50 9 627,28

Fonte: Autoria prépria
Nota: A= Iluminacio;
B= Fotoperiodo;
C= Aeracio;
D= Vazao de recircula¢do de meio
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Desse modo, com base nas anélises gréfica (Figura 5.35) e de variancia (Tabela 5.25)
da influéncia dos fatores sobre a varia¢do percentual da produtividade lipidica entre as fases
1 e 2, propde-se o seguinte ajuste para o processo de cultivo: fator A (iluminagdo) ajustado
no nivel 1 (azul) ou nivel 2 (branco), fator B (fotoperiodo) ajustado no nivel 3 (24 h claro /
0 h escuro), fator C (aeracao) ajustado no menor nivel (pois ndo tem influéncia significativa
sobre a resposta) e o fator D (vazao de recirculacio de meio) ajustado no nivel 3
(9,0 L.min " "). Desta forma, deve-se alcancar valores mais elevados de aumento da
produtividade lipidica da primeira para a segunda fase do cultivo da microalga Chlorella

minutissima no fotobiorreator integrado proposto.

5.2.4 Experimento confirmatério

Diante das andlises dos efeitos dos fatores sobre as varidveis respostas (Concentragao
de Biomassa; Produtividade Volumétrica de Biomassa; Teor de Lipideos e Produtividade
Lipidica) para as fases 1 e 2 foram propostos diversos ajustes de processos visando
maximizar cada uma das varidveis respostas estudadas. A Tabela 5.26 apresenta os possiveis

ajustes previstos com base nas andlises realizadas.

Tabela 5.26 - Propostas de ajustes dos niveis dos fatores estudados no cultivo da microalga Chlorella
minutissima no fotobiorreator integrado, segundo andlises estatisticas realizadas, visando maximizar
cada uma das varidveis respostas.

Objetivo Fatores

Fase A B C D

1 2 3 3 1
Elevar a Concentracio de biomassa (X)
2 1 3 3 1
1 1 3 3 1
Elevar a Produtividade Volumétrica de biomassa (P)
2 1 3 3 1
1 3 2 1 1
Elevar o teor de Lipideos (L)
1 2 2 1,20u3
1 1 3 3 1
Elevar a Produtividade Lipidica (PL)

2 1 3 3 lou2

Fonte: Autoria prépria
Nota: A= Iluminacdo;
B= Fotoperiodo;
C= Aeragio;
D= Vazao de recircula¢do de meio
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Levando em consideracdo o processo completo (em duas fases), a configuracio
proposta de iluminagdo azul ( fator A no nivel 1), o fotoperiodo de 24 h claro / 0 h escuro
(fator B no nivel 3), a aerac@o de 0,5 vvm (fator C no nivel 3) e a vazdo de recirculagio de
meio de cultivo em 5,1 L.min ~! (fator D no nivel 1) atende & maximizagio da concentracio
de biomassa, produtividade volumétrica de biomassa e da produtividade lipidica. Como tal
configuragcdo proposta ndo foi prevista na matriz experimental, foi realizado um experimento
confirmatoério obedecendo o ajuste proposto.

A configurag@o proposta visando a maximizacdo do teor de lipideos ao fim dos
cultivos (fase 2) que prevé iluminagdo azul (fator A no nivel 1), fotoperiodo de 1 h claro /
1 h escuro (fator B no nivel 2), aeracdo de 0,4 vvim (fator C no nivel 2) e vazdo de
recirculacdo independentemente do valor (fator D 1, 2 ou 3) j4 foi experimentada conforme
o planejamento executado e confirmado com o maior teor de lipideos obtido (experimento
2), dispensando a necessidade de confirmagao.

Desse modo, o experimento confirmatério realizado apresentou o melhor
desempenho no perfil do crescimento celular, garantindo uma maxima velocidade especifica
de crescimento de 0,32 d ~! no primeiro dia de cultivo no regime descontinuo, configurado
pela fase 1, superando o maior valor obtido no experimento 2 do planejamento inicial
(0,19d""). A Figura 5.36 apresenta o perfil de crescimento da microalga Chlorella
minutissima no fotobiorreator integrado, com os fatores configurados de acordo com o

melhor ajuste indicado pela andlise estatistica, durante o experimento confirmatorio.

Figura 5.36 - Perfis do crescimento celular X (-m ) e velocidade especifica de crescimento p ( A ),
em fun¢do do tempo, durante a fase 1 do cultivo de Chlorella minutissima no fotobiorreator proposto,
referente ao experimento confirmatdrio.
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Fonte: Autoria prépria.
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O teor de lipideos foi elevado em 2,21 vezes entre as fases 1 e 2, durante o
experimento confirmatério, de 9,15 % para 20,20 % ao final da fase 2. A concentracdo
méxima de biomassa alcancada também foi elevada de 405 para 506 mg L~ ! entre as fases
1 e 2, respectivamente. A Figura 5.37 mostra o crescimento da biomassa ao longo dos dias
entre as fases 1 e 2, bem como o teor de lipideos ao fim de cada fase, referente ao ensaio

confirmatdrio

Figura 5.37 - Concentrac¢do de biomassa (X) durante o cultivo de Chlorella minutissima em fungao
do tempo (m) e teor de lipideos (L) da biomassa ao final de cada fase do cultivo ( l ) no fotobiorreator
integrado proposto , referente ao ensaio confirmatdrio.
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Fonte: Autoria prépria.

Em termos de produtividade volumétrica de biomassa (P) e lipidica (PL) o
experimento confirmatdrio proporcionou as melhores respostas em relacdo aos resultados
obtidos em todos os experimentos da fase exploratéria (planejamento), indicando a eficécia
do estudo. Na fase 1 obteve-se uma produtividade volumétrica de biomassa de
62,5 mg L ~'d ! enquanto na fase 2 houve uma queda de 29,6%, resultando 39 mg L. ~'d ~!.
Ainda assim, os valores s@o superiores aos experimentos previstos no planejamento em
ambas as fases. A produtividade volumétrica de lipideos apresentou um aumento de 55,59 %
entre as fases 1 e 2, de 5,72 para 8,9 mg L ~'d ~!'de lipideos, respectivamente, superando
todos os valores de produtividade em lipideos dos cultivos com as condi¢des da matriz
experimental.

Na Tabela 5.27 apresentam-se os resultados das varidveis respostas das fases 1 e 2
alcancados durante a realizacdo do experimento confirmatério. Nota-se um melhor

desempenho em todas as variaveis respostas, com excecao da variavel “teor de lipideos” que
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teve como melhor resultado 21,40% na condicdo experimental 2 do planejamento

experimental inicial.

Tabela 5.27 - Resultados obtidos com o cultivo da microalga Chlorella minutissima no
fotobiorreator integrado, referente ao ensaio confirmatdrio nas fases 1 e 2.

Fase Fase  Variacao entre fases

Variavel resposta 1 2 (%)
Concentra¢do de biomassa (mgL™) 405 506 24,94
Produtividade Volumétrica de Biomassa
62,5 44 -29,60
(mgL-'d™ ")
Teor de Lipideos (%) 9,15 20,2 120,77
Produtividade volumétrica de lipideos (mg L ~'d ') 5,72 8,9 55,59

Fonte: Autoria prépria.

Com a realizacdo dos experimentos previstos na matriz experimental observaram-se
variacdes de concentracio de biomassa entre 161,61 e 443,62 mgL ! (Tabela 5.18),
variacdes de produtividades volumétricas de biomassa entre 0,71 e 44,29 mgL ~'d !
(Tabela 5.20), teores de lipideos entre 5,20 % e 21,40 % (Tabela 5.22) e produtividades
volumétricas de lipideos entre 0,09 e 5,51 mgL ~'d ! (Tabela 5.24), indicando que os
fatores estudados e sua devida configuracdo determinam o desempenho do cultivo da
microalga marinha Chlorella minutissima no fotobiorreator integrado proposto no presente
trabalho.

E importante destacar que o desempenho de cultivos microalgais dependem da
espécie utilizada, tipo de iluminacdo (natural ou artificial, fotoperiodo e comprimento de
onda), modo de conducdo do cultivo (continuo, descontinuo ou semi-descontinuo),
temperatura, tipo de fotobiorreator, pH, composi¢cdo do meio de cultivo (destacando
nutrientes como glicose, acetatos, nitratos e fosfatos) e regimes de cultivo (autotréfico,
heterotréfico e mixotréfico) (SHUBA; KLIFE, 2018; YADAV,;SEM, 2017; LEE et al.,
2015).

Sendo assim, com relagdo a iluminacdo, sabe-se que a luz azul dispde de
aproximadamente 40% mais energia do que a luz vermelha, e assim desempenha papel
essencial ao metabolismo e crescimento celular das microalgas. (OKUMURA et al. ,2014).

Nesse sentido, o fotoperiodo se relaciona cumulativamente com a qualidade da
iluminacao, uma vez que, longos periodos de iluminacdo fornecem mais energia dos f6tons

ao cultivo, enquanto que curtos periodos proporcionam menores valores de energia ao
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cultivo. Assim, com o intuito de elevar o conteudo de lipideos nas células microalgais, tém-
se utilizado estratégias de estressar o cultivo com curtos periodos de iluminacido ou até
mesmo intercalando periodos com e sem iluminag¢ao (ABU-GOSHI, 2016; LIAO et.al, 2014;
ATTA et al., 2013).

Considerando o fator iluminacao nos experimentos realizados no presente estudo, as
andlises estatisticas indicaram que a iluminagdo azul durante 24 h por dia favoreceu o
crescimento celular tanto na fase 1 quanto na fase 2, traduzindo nos maiores valores de
produtividade de biomassa e velocidades especificas de crescimento, enquanto que a
iluminacdo vermelha, num fotoperiodo de 1 h claro/ 1 h escuro foi indicada para favorecer
o acidmulo de lipideos na fase 1 dos cultivos, corroborando com os relatos da literatura a
respeito da iluminacao.

No que diz respeito a fonte de carbono nos cultivos fotoautotroficos, essencial para
a realizacdo da fotossintese e formagao da biomassa, o0 CO; atmosférico que € inserido ao
cultivo através da aeracdo € a unica fonte disponivel para os cultivos, relacionando-se
diretamente com o crescimento celular (BRENNAN; OWENDE, 2010; BECKER, 1994).
Assim sendo, justifica-se adequadamente com a anélise estatistica realizada a indicacdo da
aera¢do no nivel 3 (0,5 vvm) para promover o melhor crescimento celular nos cultivos.

J4 a vazio de recirculagdo de meio de cultivo dentro do fotobiorreator integrado aqui
proposto, sugere-se que o menor nivel (5,1 L.min ~ ') favoreceu tanto a produtividade celular
(fase 1 e 2) quanto o acumulo de lipideos (fase 1) de acordo com a andlise estatistica. Tal
sugestdo pode ser explicada pelo fato que, na menor vazao, disponibiliza-se maior tempo
para o meio de cultivo percorrer a configuracdo tubular do referido fotobiorreator, que
apresenta como principal vantagem a melhor “aproximagdo” das células do meio de cultivo
com a iluminac¢do. Assim, maior tempo de exposi¢do proximo a iluminac¢ao pode favorecer
a formacao da biomassa quando a iluminacgdo for de cor azul.

Objetivando acimulos de lipideos cada vez maiores, muitos autores t€ém relatado
submeter as espécies de microalgas a periodos de estresse por privacdo de nutrientes, com
destaque para a fonte de nitrato, que tem se relacionado inversamente ao teor de lipideos
acumulado pela célula (privag@o de nitrato estimula a sintese de lipideos pela célula, porém
prejudica o crescimento celular). Assim realiza-se o cultivo em duas etapas, sendo a primeira
etapa para promover a formacdo da biomassa e a segunda, sob privagdo nutricional, para
acumular 6leo (ARORA et al., 2016; CAO et al., 2014). Diante disso, verificou-se também

que a estratégia de submeter os cultivos a uma etapa de privagdo parcial da fonte de nitrato
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(fase 2), foi adequada, pois em todos os cultivos observou-se uma elevacdo do conteido
lipidico ao final da fase 2.

Com base no que foi exposto e considerando o regime de cultivo fotoautotréfico
somente abastecido com CO> atmosférico, proveniente da aeracdo no fotobiorreator
integrado com iluminagdo interna, com capacidade util de 20 L, foram alcangadas
concentragdes de biomassa (405 mg L ~! na fase 1; 506 mg L ! na fase 2, apresentadas na
Tabela 5.27) superiores, e produtividades de biomassa (62,5 mgL ~ 'd-! na fase 1;
44 mg L ~'d ! na fase 2, apresentadas na Tabela 5.27) compardveis aos resultados obtidos
por Loures et al. (2018), que alcancaram 340 mg.L "' e 48,7 mg L ~'d - ! de concentragio e
produtividade de biomassa, respectivamente, no cultivo de 20 L da microalga Chlorella
minutissima em fotobiorreator coluna de bolhas externamente iluminado por lampadas
fluorescentes, com fornecimento de CO; gasoso, e Khan et al. (2018), que obtiveram a
concentracio de biomassa de 183 mg.L!' quando cultivaram Chlorella minutissima em
efluente aerado com biogds em tanques de 12 L.

Segundo relatos de Kobayashi et al. (2015), a microalga Chlorella vulgaris cultivada
em fotobiorreatores do tipo “bag” alcancou 379 mg L ! de concentracio maxima de
biomassa, enquanto que as microalgas C. sorokianiana e C. protothecoide, quando
cultivadas em fotobiorreatores do tipo tanque, atingiram a méxima concentracdo de
biomassa de 283,03 € 262,73 mg L ~ I respectivamente.

Em se tratando de actiimulo de lipideos, os experimentos realizados mostraram que o
fotobiorreator proposto, aliado a estratégia de submeter o cultivo a uma fase de privacao
nutricional, proporcionou resultados satisfatorios, tendo em vista que conseguiu-se elevar
em 2,21 vezes o conteddo lipidico das células da Chlorella minutissima, de 9,15 para 20,2%
entre as fases 1 e 2 (Tabela 5.27), segundo o ajuste proposto pela andlise estatistica. Os
resultados em termos lipidicos mostraram-se semelhantes ao obtido por Cao et al. (2014),
que elevou em 2,25 vezes o conteido lipidico das células da Chlorella minutissima,
atingindo 29,2 % em cultivos mixotréficos em frascos de 500 mL, e de Khan et al. (2018),
que obtiveram teores de lipideos entre 22,42 e 26% na biomassa de Chlorella minutissima
quando cultivada em meio BG11 aerado com biogas. Tais resultados sdo também superiores
aqueles obtido por Li et al. (2011), que alcangaram o teor lipidico de 16,11% sob condi¢des
otimizadas, num cultivo mixotréfico de Chlorella minutissima em frascos de 500 mL.

No presente trabalho, o cultivo da microalga Chlorella minutissima foi realizado em
meio Guilard f/2 em regime autotréfico, para minimizar “grandes efeitos interferentes”

relacionados a fontes nutricionais, pois pretendeu-se avaliar apenas as influéncias dos fatores
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fisicos (iluminacdo; fotoperiodo; aeracdo e vazao de recirculagdo de meio) que envolvem a
operacdo do fotobiorreator integrado proposto.

Diante disso, pode-se considerar que os resultados obtidos (Concentracdo de
biomassa; produtividade de biomassa; teor lipidico e produtividade lipidica) com o
fotobiorreator proposto neste trabalho sdo promissores, garantindo assim a adequacio e
aplicabilidade do referido fotobiorreator para o cultivo de microalgas com vistas a obtencao
de biomassa. Ficou evidente também, ap6s a conclusao e andlise dos resultados dos cultivos,
que ha muitas possibilidades de desenvolvimento de estudos e trabalhos utilizando o
fotobiorreator proposto, as quais serdo descritas no item 7 (Sugestdes para Trabalhos

futuros).

5.3 Perfil dos acidos graxos extraidos e propriedades estimadas do biodiesel

Os cultivos realizados nas condi¢des experimentais relativos aos experimentos 3, 5 e
9 proporcionaram as maiores produtividades lipidicas para as iluminagdes azul, branco e
vermelho, respectivamente. A partir dos 6leos obtidos da biomassa cultivada em cada um
desses experimentos, foi determinada a composi¢do em massa dos dcidos graxos presentes,
verificando-se a predominancia de acidos graxos saturados, em especial o dcido palmitico,
como pode ser visto na Tabela 5.28.

Foi observado que o perfil dos dcidos graxos extraidos da Chlorella minutissima
cultivada sob iluminag¢ao azul apresentou 70,81% de 4cidos graxos saturados, dentre os quais
prevaleceu o 4cido palmitico (C16:0) com 46,51%, enquanto que acido estedrico (C18:0)
correspondeu apenas 3,99% em massa. Dentre os 29,19% de 4cidos graxos insaturados,
destaca-se a presenca de 18,78% de 4cido linoleico (C18:2), também reconhecido como
omega- 6.

Por outro lado, quando se cultivou a microalga sob iluminacdo de cor branca, obteve-
se 85,77 % de acidos graxos saturados, dentre os quais, 59,49 % na forma de 4cido palmitico
(C16:0) e apenas 0,97% de acido estedrico (C18:0), enquanto que nos 14,23% dos acidos
graxos insaturados restantes hd predominancia de 4cido linoleico (C18:2) com 11,26 % em
relacdo ao total.

Em contrapartida, quando se cultivou a microalga sob iluminacio vermelha, ocorreu

predominancia de dcidos graxos saturados (86,32%), sendo o dcido palmitico (C16:0), com
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57,28 %, presente em maior proporcdo, enquanto que dentre os dcidos insaturados

(13,68 %), constitui-se em maior proporcao o acido palmitoléico (C16:1).

Tabela 5.28 - Composicdo dos dcidos graxos (% m/m) presentes nos extratos lipidicos da Chlorella
minutissima cultivada no fotobiorreator integrado sob as iluminagdes azul, branco e vermelho.

acido graxo Azul Branco vermelho
C12:00 6,77
C14:0 6,08
C15:0 6,72 8,51 16,19
C16:0 46,51 59,49 57,28
Cl6:1 343 11,33
C17:0 7,59 16,80
C18:0 3,99 0,97
C18:1 6,98 2,97 1,77
C18:2 18,78 11,26 0,58
C20:0 6,00
mono insaturado 10,41 2,97 13,10
poli insaturado 18,78 11,26 0,58
saturado 70,81 85,77 86,32

Fonte: Autoria prépria.

De acordo com Talebi et al. (2013), a qualidade do biodiesel € fortemente dependente
da relacdo entre as proporcOes de acidos graxos saturados e insaturados, sendo que o
primeiro grupo apresenta boa resisténcia a degradacao, conferindo ao biodiesel um aumento
de sua longevidade e resisténcia a oxidacdo, enquanto que o segundo grupo (insaturados)
confere melhores caracteristicas de fluidez a frio, indicando desse modo que as condi¢des
climéticas determinarao fortemente a aplicabilidade do biodiesel usado.

Segundo Knothe (2005), altas propor¢des de acido palmitico no material lipidico
relacionam-se a boa qualidade na igni¢ao por exemplo, indicada pelo parametro “Numero
de Cetano (CN)”, pois sua forma saturada ¢ bem mais estavel do que sua forma insaturada.
Acidos graxos insaturados como o 4cido linoleico (C18:3), ndo detectado nos 6leos obtidos
neste trabalho, € instdvel a elevadas temperaturas, levando a polimerizacao e formacgdo de
depdsitos que dificultam o processo de igni¢do. Nao obstante, o padrdo europeu recomenda
6leos com teores menores que 12% de 4cido linoleico para atender a especificacdo dessa

propriedade.
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Nesse sentido, foi possivel verificar as propriedades estimadas do biodiesel
proveniente dos Oleos extraidas da biomassa oriunda dos cultivos iluminado com as cores
azul, branco e vermelho, com base no perfil dos dcidos graxos presentes nos 6leos da
microalga Chlorella minutissima utilizado neste trabalho, em comparacdo com os resultados
obtidos por Loures et al. (2018), conforme apresentado na Tabela 5.29. A estimativa foi

realizada conforme descrito no item 4.8.5.

Tabela 5.29 - Propriedades estimadas para o biodiesel com base nos perfis dos dcidos graxos da
biomassa de Chlorella minutissima sob diferentes cores de iluminacao do cultivo.

LOURES et al.
Presente estudo ANP (2014)
(2018)
Lampadas
Azul Branco Vermelho especificacao
fluorescentes

Grau de insaturagdo 47,97 25,49 14,26 334
Numero de cetano 63,81 66,54 67,32 65,5 > 50
Ponto de entupimento a frio 'C 4,42 3,72 1,52 242 <5
Densidade- gcm? 0,82 0,87 0,87 0,85a0,9

Fonte: Autoria prépria.

Notou-se que a estimativa das propriedades realizadas atende o especificado pela
ANP, sendo que a iluminagdo influenciou distintamente alguns parametros como grau de
insaturacdo e ponto de entupimento a frio, tanto em relagdo as cores testadas no presente
estudo como em comparacdo com os resultados relatados por Loures et al. (2018), que
empregaram lampadas fluorescentes no cultivo da Chlorella minutissima. Porém, alguns
parametros, como o nimero de cetano e a densidade praticamente ndo foram afetados pela
iluminacdo, muito provavelmente pela semelhanca do perfil de 4cidos graxos apresentados,
mesmo com iluminacdes de cores diferentes, pois as maiores porcentagens referem-se aos
mesmos tipos de dcidos graxos.

Desta forma, diante dos resultados obtidos com o perfil dos 4cidos graxos, que
serviram de base para estimar as propriedades do biodiesel deste derivado, pode-se
considerar que tanto a espécie utilizada neste trabalho, como as cores das iluminagdes

estudas, sdo adequados a formacgdo de biomassa visando a produgdo de biodiesel.
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5.4 Sintese do biodiesel

A partir do extrato lipidico da biomassa obtida com o experimento confirmatdrio,
conduziu-se a reacdo de sintese dos ésteres etilicos que resultou em 96,6 % de teor de ésteres,
2,8% de monoacilglicerdis e 0,6% de diacilglicerdis. A Figura 5.38 apresenta o produto da

reacdo de sintese.

Figura 5.38 — Biodiesel obtido via catalise 4cida a partir do estrato lipidico de Chlorella minutissima
cultivada no fotobiorreator proposto.

Fonte: Autoria prépria.

O resultado é compardvel ao obtido por Loures et al. (2018) utilizando dleo da
Chlorella minutissima, que testaram dois catalisadores, homogéneo (H,SO4) alcancando
96,5 % de conversido, e heterogéneo (Nb2Os/SO») atingindo 98% de conversio, e superior
ao obtido por Pedro (2017), que alcancou 91,6% de conversao utilizando 6leo extraido de
Chlorella minutissima via catalise dcida (H2SOu).

Cabe destacar que, a especificacdo nacional (ANP, 2014), determina um teor minimo
de ésteres de 96,5%, indicando que a reacdo de sintese do biodiesel foi conduzida

adequadamente no presente trabalho.
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5.5 Teste comparativo

Considerando que a espécie da microalga e a iluminacdo definida para o
fotobiorreator sdao adequados a formacdo de biomassa para a producdo de biodiesel
(conforme resultados de andlises de perfis de dcidos graxos e reacdo de sintese de biodiesel
apresentados nos itens 5.3 e 5.4), foi avaliada a performance do fotobiorreator integrado
proposto no presente trabalho, em termos de concentracdo celular e velocidade especifica de
crescimento, em compara¢do com cada uma das configuracdes que o compdem (coluna de
bolhas e tubular).

Todos os experimentos foram realizados sob ilumina¢do interna de cor azul,
fotoperiodo de 24h claro: Oh escuro, 0,5 vvm, 5,1 L.min " !, conforme melhor ajuste proposto
pela andlise estatistica do planejamento de Taguchi, com concentracdo inicial de
6,2x10° células microalgais por mL de cultivo, a 27+1°C (temperatura da sala) em meio
Guillard (Guillard, 1975).

A Figura 5.39 apresenta o sistema experimental montado com os fotobiorreatores
(integrado, coluna de bolhas e tubular), todos com iluminagdo azul interna, para avaliar o
desempenho em termos de velocidade especifica de crescimento. Atentar para o isolamento
luminoso preparado para o fotobiorreator tubular pelo cobrimento da parte cilindrica com
tecido de cortina do tipo “blackout”, garantindo que apenas a porcao “tubular” disponha de

luminosidade, enquanto que a parte cilindrica (coluna) permanece sem iluminacao

Figura 5.39 - Imagem do Fotobiorreator integrado proposto (A); Coluna de bolhas (B) e Tubular
(C), iluminados internamente com a cor azul, para o cultivo de Chlorella minutissima, durante o teste
comparativo.

Fonte: Autoria prépria.
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No fotobiorreator coluna de bolhas a microalga se desenvolveu durante 5 dias até
alcancar a maxima concentracdo celular de 2,9x10° células/mL (Figura 5.40), resultando
uma maxima velocidade especifica de crescimento de 0,47 d! (Figura 5.41). Os cultivos
conduzidos nos fotobiorreatores integrado e tubular apresentaram 1 dia de adaptacdo cada,
relativo a recirculagdo impostas as microalgas através da bomba centrifuga utilizada para
movimentar o meio de cultivo pelo sistema. Com isso, o fotobiorreator integrado alcancou
3,4x10° células/mL em 3 dias de cultivo (Figura 5.40), atingindo a velocidade médxima de
crescimento de 0,90 d’! (Figura 5.41), enquanto que no fotobiorreator tubular a maxima
concentracdo celular de 1,9x10° células/mL foi atingida com 4 dias de cultivo (Figura 5.40),
levando a 0,61 d”! de m4xima velocidade especifica de crescimento (Figura 5.41).

A Figura 5.40 apresenta a concentragdo celular em funcdo do tempo da microalga
Chlorella minutissima em fungdo do tempo, para os fotobiorreatores integrado, coluna de

bolhas e tubular, durante ensaio comparativo de desempenho.

Figura 5.40 - Concentracdo celular de Chlorella minutissima em fungdo do tempo, para os
fotobiorreatores integrado (A -¢-); coluna de bolhas (B -m-) e tubular (C -e-).

4000000
3500000 Py
3000000 *
2500000
2000000
1500000
1000000
500000
0

Concentracio celular (células mL1)

0 1 2 3 - 5 6 7
Tempo (dia)

Fonte: Autoria prépria.
A Figura 5.41 apresenta a velocidade especifica de crescimento em fun¢do do tempo

da microalga Chlorella minutissima em funcao do tempo, para os fotobiorreatores integrado,

coluna de bolhas e tubular, durante ensaio comparativo de desempenho.
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Figura 5.41 - Concentracio celular de Chlorella minutissima em func¢io do tempo, para os
fotobiorreatores integrado (A -¢-); coluna de bolhas (B -m-) e tubular (C -e-).
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Fonte: Autoria prépria.

Segundo relatos de Huang et al. (2016), a microalga Chlorella pyrenoidosa, cultivada
em fotobiorreator tipo airlift externamente iluminado alcancou velocidade especifica de
crescimento de 0,24 d ~'. A microalga Chlorella vulgaris atingiu 0,54 d ~! de velocidade
especifica de crescimento ao ser cultivada em frascos de laboratdrio
(HEIDARI:KARIMINIA:SHAVEGAN, 2016).

Cultivos fotoautotréficos da microalga Chlorella sorokiniana realizados em
fotobiorreatores airlift € coluna de bolhas atingiram 0,49d ~!' e 0,4 d !, respectivamente
(KUMAR, DAS, 2012). De acordo com Aleya et al. (2011), foram obtidas velocidades
especificas de crescimento para a microalga Chlorella minutissima que variaram de 0,12 a
0,66 d ~!, em fotobiorreator do tipo “cAmara”. A microalga Chlorella sp., quando cultivada
em frascos de laboratério, atingiu 0,36 d ~1 de velocidade especifica de crescimento (ZHU
et al., 2017).

A Tabela 5.30 apresenta os resultados de velocidade especifica de crescimento
obtidos por diversos autores utilizando diferentes espécies de microalgas do género
Chlorella, cultivadas em vdrios tipos de fotobiorreatores em comparacdo aos resultados

obtidos neste trabalho.
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Tabela 5.30 - Velocidade especifica de crescimento de diversas espécies de microalga do género
Chlorella.

Espécie Fotobiorreator p(dh) Referéncia
Chlorella
) airlift 0,24
pyrenoidosa Huang et al. (2016)
Chlorella Heidari. Kariminia. Sh
frascos de laboratério 0,54 eidan, Rafifinia, Shavegan
vulgaris (2016)
Chlorella airlift 0,49
Kumar, Das (2012)
sorokiniana coluna de bolhas 0,40
Chlorella
camara 0,12 - 0,66 Aleya et al. (2016)
minutissima
Chlorella sp  frascos de laboratério 0,36 Zhu et al. (2017)
tubular 0,61
Chlorella
coluna de bolhas 0,47 Presente trabalho
minutissima
integrado 0,90

Fonte: Autoria prépria.

Os resultados indicaram que a vantagem do fotobiorreator proposto em comparagao
com o coluna de bolhas e o tubular se deve a uma melhor disponibilidade de energia
luminosa, fornecida pela iluminagao interna, principalmente na parte que se configura como
tubular, na qual todo o meio de cultivo se aproxima ao maximo da iluminacdo durante a
recirculacdo por essa configuracdo, embora tenha sido observado o pior desempenho em
termos de concentragdo de biomassa, nessa configuracao isolada.

Tal fato é coerentemente justificado pelo fato de que o fotobiorreator tubular testado
neste experimento apresenta pouco tempo de exposi¢ao a luz em relagdo a um longo tempo
sem luz (quando atinge o compartimento cilindrico protegido da luz), prejudicando o
crescimento celular.

Em contrapartida, o fotobiorreator integrado fornece iluminacao interna para as duas
configuracdes (coluna de bolhas e tubular), garantindo boa disponibilidade de luz desde o
inicio do cultivo, marcado por baixas densidades celulares, e ampla distribuicao luminosa
dentro do fotobiooreator, até se atingir altas densidades celulares ao longo do processo, que
dificulta a penetrabilidade de luz dentro da configuracdo coluna de bolhas, mas compensado
pela configuracdo tubular do fotobiorreator integrado, que aproxima as células da fonte

luminosa durante a recirculacao do cultivo. .
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Diante desses resultados, pode-se considerar aplicdvel e promissor o fotobiorreator
integrado proposto neste trabalho, para o cultivo de microalgas com potencial para a

producdo de biodiesel.
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6 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos com este trabalho € possivel concluir que o
fotobiorreator integrado proposto, pode ser aplicado para o cultivo de microalgas visando a
formacdo de biomassa com vistas a produc¢do de biodiesel, uma vez que, mesmo conduzindo
cultivos fotoautotréficos, em meio de cultivo com pouca oferta de nutrientes, atingiu-se
concentracdo de biomassa (506 mg L ~ 1) com teor lipidico (20,2%) comparéveis ao relatado
na literatura, comprovando que o projeto de combinar duas configuracdes distintas de
fotobiorreatores j4 consagrados (coluna de bolhas e tubular) é promissor para futuros
aperfeicoamentos, pois no teste comparativo, a microalga Chlorella minutissima apresentou
o maior resultado em velocidade especifica de crescimento (0,9 d ~1) no fotobiorreator
integrado.

Somando-se a isso, a estratégia de submeter parte do periodo de cultivo da microalga a
privacdo parcial de nitrato, também foi bem sucedida quanto ao acimulo de lipideos na
biomassa (120,77% entre as fases), que aliada ao planejamento experimental de Taguchi,
permitiu ajustar, segundo a andlise estatistica, as condi¢Oes operacionais de cor da
iluminacdo (azul), fotoperiodo (24 h claro: O h escuro), aeracdo (0,5 vvm) e vazdo de
recirculacdo de meio de cultivo (5,1 L min ~!) que resultou nos resultados mais elevados de
concentracdo de biomassa (fase 1 e 2), produtividade volumétrica de biomassa (fase 1 e 2),
teor de lipideos (fase 2) e produtividade de lipideos (fase 1 e 2).

O perfil de 4cidos graxos do extrato lipidico de Chlorella minutissima cultivada no
fotobiorreator apresentou-se adequado a sintese de biodiesel, independentemente da cor da
iluminacdo testada neste trabalho. O emprego dos lipideos obtidos com o cultivo conduzido
sob o ajuste proposto pela analise estatistica, resultou em 96,6% de conversdao em biodiesel

via catalise acida.



141

7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nos experimentos realizados e nos resultados obtidos no cultivo da
microalga Chlorella minutissima, utilizando o fotobiorreator integrado proposto sugere-se

os seguintes estudos para trabalhos futuros:

- Avaliar a influéncia dos mesmos fatores testados no presente trabalho quanto ao acimulo

de outros produtos, como por exemplo carboidratos, proteinas e pigmentos;

- Promover cultivos abastecidos com CO2 gasoso ou outra fonte de carbono (organico ou
inorganico) configurando um regime mixotréfico para promover maior produgdo de

biomassa durante a fase 1, e avaliar o efeito de cada fonte de carbono no cultivo;

- Alterar a cor da iluminacao entre as fases 1 e 2, como por exemplo testar a luz azul na fase

1 e a luz vermelha na fase 2;

- Promover cultivos com combinag¢des luminosas, utilizando-se simultaneamente iluminagao

branco-azul na fase 1 e azul-vermelha na fase 2, bem como outras combinacgdes;

- Iluminar cada configuracio do fotobiorreator com uma cor, por exemplo, a configuragao
coluna de bolhas com a luz azul, e a configuracdo tubular com a luz vermelha e/ou o

contrario;

- Utilizar outras espécies de microalgas para serem cultivadas no fotobiorreator integrado;

- Substituir o meio de cultivo sintético por algum efluente liquido rico em nutrientes como

carbonatos, nitrato e fosfato.

- Realizar anélises dos perfis de dcidos graxos dos lipideos j4 obtidos com cada condi¢do
experimental para as fases 1 e 2 e avaliar a influéncia dos fatores estudados na composi¢ao

dos acidos graxos.

- Testar catalisadores heterogéneos para a sintese de biodiesel com os lipideos obtidos.
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