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RESUMO

As microalgas sdo organismos fotossintetizantes, microscopicos e unicelulares,
presentes tanto nos meios aquéaticos como no solo. Apresentam produtividade superior a de
plantas oleaginosas, sendo cerca de 89,9% em relacdo a palma e 99,2% em relacéo a soja E
produzem um bio-6leo que pode ser classificado como matéria-prima para producdo de
biocombustiveis. A utilizacdo de microalgas para producdo de bio-0leo pode ser uma
potencial alternativa econémica em relacdo a outras fontes de combustiveis. Os cultivos das
microalgas ocorrem em lagoas abertas ou em sistemas de fotobiorreatores. A biomassa de
microalga pode ser destinada as mais diversas aplica¢des, tais como a producdo de lipideos e
uso em biofertilizantes. Neste trabalho avaliou-se a producdo de bio-6leo empregando a
microalga Scenedesmus sp. em meio fermentativo contendo sais. A microalga Scenedesmus
sp. foi escolhida entre as microalgas Spirulina platensis, Nannochoropsis oculata e Chlorella
sp, pela boa producdo de 6leo, ndo necessidade de adicdo de vitaminas no meio e facilidade
no cultivo por ser cultivada em agua doce. O cultivo ocorreu em reatores planos verticais em
acrilico, de volume util 3 Litros, com sistema de aeracdo 0,7 vvm, climatizado a 23 £1°C com
iluminacdo artificial com 3 lampadas fluorescentes de 20 W, submetidas a fotoperiodo de 12
horas. Testes preliminares definiram que a melhor forma de cultivo da microalga
Scenedesmus sp., visando a producdo de bio-6leo, foi utilizando in6culo de 10% do volume
atil, com idade de 12 dias de cultivo, sem a adi¢do de vitaminas, obtendo 0,121 g de 6leo
produzido por reator, teor de lipideos de 18,15% e concentracdo de biomassa final em 0,221
g/L. Verificou-se que alteracbes na concentracdo dos macro e micronutrientes do meio
proposto na literatura ndo favoreceram a producdo do bio-6leo, exceto para 0s micronutrientes
ZnS04-7H20 e MnCl2-4H20. Avaliou-se a influéncia da concentracdo de ZnSOs4-7H20 e
MnCl2-4H,0 em um planejamento composto central (PCC). A andlise conjunta das variaveis
por meio da andlise do PCC e superficies de resposta mostraram que a producao de lipideos
foi favorecida quando se trabalhou com 0,06 g/L de ZnSO4-7H20 e 0,5 g/L de MnCl»-4H-0,
chegando em uma producdo de 0,141 g de bio-6leo, teor de lipideos de 47,5% e biomassa
0,099 g/L, representando uma melhora de 161,7% no teor de lipideos e de 16,9% na
quantidade de dleo produzida e reducdo de 55,32% na concentracdo de biomassa seca.

Palavras-chave: microalgas; lipideos; Scenedesmus sp.; bio-0leo.

vii



ABSTRACT

Microalgae are photosynthetic unicelular microorganism present in aquatic environments and
soil. Microalgae have more productivity than oilseeds, being approximately 89.9% over the
palm and 99.2% compared to soybean. Microalgae produce a bio-oil that can be classified as a
raw material for biofuel production. The use of microalgae to bio-oil producion can be a
potential economic alternative to other sources of fuel. The microalgae cultive occur in open
ponds or photobioreactors in systems. The microalgae biomass can be for the most diverse
applications such as the production of lipids and use in biofertilizers. In this paper were
evaluate the bio-oil production using the Scenedesmus sp. microalgae in fermentation medium
containing salts. The Scenedesmus sp. was chosen from the microalgae Spirulina platensis,
Chlorella sp. and Nannochoropsis oculata, good oil production, no need to add vitamins in
the middle and ease in growing to be cultivated in fresh water. The cultivation occurred in
vertical planes reactors in acrylic, useful volume 3 L with 0.7 vvm aeration system,
temperatura 23 + 1 °C and artificial illumination with 3 fluorescent lamps of 20 W, subjected
to a photoperiod of 12 hours. Preliminary tests determined that the best way of microalgae
cultive Scenedesmus sp., in order to produce bio-oil, using inoculum was 10% of total
volume, aged 12 days of culture without the vitamins addition, getting 0.121 g of oil produced
per reactor, the lipid content of 18.15% and final biomass concentration at 0.221 g/L. It was
found that changes in the concentration of macro-and micronutrients medium proposed in the
literature do not favor the production of bio-oil, except for ZnSO4 « 7H20 and MnCl; « 4H,0
micronutrients. Were evaluated the influence of the concentration of ZnSO4 « 7H.O and
MnCl; « 4H>0 in a central composite design (CCD). The joint analysis of the variables
through the analysis of the CCD and response surfaces showed that the lipids production is
favored when working with 0.06 g/L of ZnSO4 « 7H20 and 0.5 g/L MnCl; « 4H;0, reaching in
a production of 0.141 g of bio-oil, lipid content of 47.5% and biomass 0.099 g/L, representing
a 161.7% improvement in lipid content and 16.9% in volume oil produced and 55.32%
reduction in the dry biomass concentration.

Keywords: algae; lipids; Scenedesmus sp; bio-oil.

viii



CAPITULO 1
INTRODUCAO

A busca por fontes renovaveis para a producdo de biocombustiveis cresce a cada dia em
nossa sociedade principalmente devido a problemas ambientais, como as emissfes de gases
oriundos da queima de combustiveis fosseis. O fornecimento limitado de petr6leo como
combustivel exige a descoberta de novas fontes de energias alternativas, sendo renovavel e
sustentavel, como os &cidos graxos extraidos de microalgas (HO et al., 2012)

As microalgas sdo matérias-prima promissoras para a producdo de biodiesel devido a
sua alta taxa de crescimento e possuir altos rendimentos em lipideos, além de uma capacidade
para crescer em diferentes ambientes. Mas a elevada producéo de lipideos muitas vezes s6 é
alcancada sob determinadas condicdes de estresse, que impedem o crescimento destas,
proporcionando uma producéo ideal de lipideos. A utilizacdo de microalgas para extracdo de
bio-6leo pode ser uma potencial alternativa econdmica em relacdo as outras fontes de
combustiveis (BLATTI et al., 2013).

Algumas espécies de microalgas podem ter um teor de lipideos de até 60% de sua
biomassa, porém essa quantidade geralmente é associada a fatores de estresse na
produtividade da biomassa (HO et al., 2012). Desta forma as microalgas ganham destaque por
utilizarem a luz solar e converter diéxido de carbono em lipideos e proteinas, sendo uma
importante alternativa na biomitigacdo de dioxido de carbono, podendo também se tornar
fonte de energia e biocombustiveis (AMIN, 2009; CHISTI, 2007).

Segundo Tomaselli (2004) as microalgas podem ser encontradas em todo o mundo e
podem ser classificadas conforme sua pigmentacdo, constituicdo da parede celular, em relacao
a natureza quimica de seus produtos, forma de divisdo nuclear e celular.

O emprego das microalgas tradicionalmente ocorre para geracdo de alimentos para a
aquicultura, na producdo de alevinos e na cultura do camardo. Além disso, devido a sua
capacidade de assimilar nutrientes presentes na agua, as microalgas podem ser utilizadas na
biorremediacdo e tratamento de &guas contaminadas, pois convertem energia solar em
biomassa e incorporam nutrientes como o nitrogénio e o fosforo (ABDEL-RAOUF et al.,
2012).

A aplicacdo na area de tratamentos de aguas contaminadas ou residuos também é uma

justificativa para se estudar o comportamento das microalgas. Segundo Brennan e Owende
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(2010), a producao de biocombustiveis por microalgas junto com tratamento de residuos €
uma area biotecnoldgica em potencial aplicagdo comercial.

As microalgas apresentam trés tipos de metabolismos distintos em relacdo a fonte de
carbono que é disponivel no meio de crescimento: apresentam um metabolismo autotrofico,
em que na presenca de luz junto a determinados sais minerais é capaz de fixar o dioxido de
carbono; um metabolismo heterotréfico, em que a microalga precisa de uma fonte de carbono
organica que esteja presente no meio de cultivo na auséncia de luminosidade; e também
apresentam um mecanismo mixotréfico, em que ha o desenvolvimento conjunto de ambas as
formas j& citadas (AMARO et al., 2011; ZHENG et al., 2012). As caracteristicas metabolicas
das microalgas fazem com que elas apresentem uma importante fonte de recursos a serem
exploradas. Junto ao metabolismo sintético, a respiracdo e a fixacdo de nitrogénio constituem
rotas metabolicas ainda a serem exploradas (SUBRAMANIAN e THAJUDDIN, 2005).

Os sistemas de cultivos de microalgas sé@o baseados em lagoas abertas ou em
fotobiorreatores fechados e a viabilidade de cada sistema é influenciado de acordo com a
microalga a ser cultivada (LOURENCO, 2006).

Os fotobiorreatores, sdo sistemas fechados, proporcionando um ambiente mais
protegido de contaminacGes do que as lagoas abertas, possibilitando um maior rendimento por
unidade de area e volume e obtendo cultivos com maior grau de pureza em relagcdo a menor
contaminag&o por outros micro-organismos (LOURENCO, 2006).

Com relacdo ao meio de cultivo de microalgas ha diversas formulagfes que contemplam
as suas necessidades nutricionais, precisando basicamente de macronutrientes,
micronutrientes e vitaminas. Os macronutrientes apresentam a funcdo de constituir as
estruturas do meio intracelular, participando do processo de troca de energia e regulando
atividades metabdlicas, enquanto os micronutrientes participam da estrutura e atividade
enzimatica. Ja as vitaminas, como a tiamina e biotina agem, respectivamente, como coenzima
e transportadora de dioxido de carbono (LOURENCO, 2006).

Vérias microalgas, podem ser utilizadas em biorremediag¢6es, como a Scenedesmus sp.
segundo Martinez et al. (2000). As microalgas utilizam carbono, energia luminosa e
nutrientes para produzir sua biomassa, que pode ser utilizada para producdo de
biocombustiveis (MATA et al., 2010).

A biomassa de microalga pode ser destinada as mais diversas aplicagdes, tais como a
producdo de lipideos, corantes, enzimas, antibioticos, carboidratos e vitaminas. Por meio de

diversos estudos em processos envolvendo metabolismo das microalgas, pesquisas buscam o
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surgimento de novas espécies de microalgas capazes de gerar cada vez mais lipideos e agregar
valor a outros co-produtos (BLATTI et al., 2013).

Os lipideos das microalgas sdo constituidos de diferentes acidos graxos saturados e
insaturados (HUANG et al., 2010). Ao final do processo de extracdo dos lipideos das
microalgas, a biomassa residual pode ainda ser utilizada como biofertilizantes devido a sua
alta relacdo nitrogénio/fosforo (SINGH E GU, 2010).

Entre as justificativas de se trabalhar com microalgas esta a vasta gama de aplicacfes
que possuem, podendo variar conforme sua espécie, podendo serem utilizadas na
biomitigacdo de didxido de carbono por apresentarem atributos desejaveis para a fixacdo
deste, pois apresentam altas taxas de crescimento e utilizacdo de didxido de carbono e
também possibilidade de obtencdo de uma biomassa valiosa para producao de biodiesel e
sedimentacdo espontanea que facilita a retirada da biomassa (BRENNAN E OWENDE,
2010). Sobre os produtos metabdlicos das microalgas, tem-se proteinas, carboidratos, acidos
nucléicos, vitaminas e lipideos (DERNER et al., 2006; MALLICK et al., 2012; SPOLAORE
et al., 2006).

Por meio de diversos estudos em processos envolvendo metabolismo das microalgas,
pesquisas buscam o surgimento de novas espécies de microalgas capaz de gerar cada vez mais
lipideos e agregar valor a outros co-produtos. A manipulacdo eficaz dos &cidos graxos de
microalgas requer uma compreensdo mais detalhada de todo o processo de formacéo, dessa
forma, a medida que novas espécies surgem, estratégias para maximizar a producdo de acidos
graxos sao tracadas de modo a estudar a interacdo que ocorre entre a biossintese de acidos

graxos e demais produtos das microalgas (BLATTI et al., 2013).



CAPITULO 2
OBJETIVOS

2.1- GERAL

Avaliar a producdo de bio-6leo empregando microalgas em diferentes meios de

cultivo.

2.2 ESPECIFICOS

o Avaliar qual cepa de microalgas Scenedesmus sp., Nannochloropsis oculata, Spirulina

platensis e Chlorella sp. é capaz de sintetizar um maior teor de lipideos.

o Buscar idade de in6culo ideal da microalga Scenedesmus sp. para producdo de
lipideos;

o Escolher o tempo do processo de producdo de bio-6leo pela microalga Scenedesmus
sp.;

o Avaliar a composicdo de micro e macronutrientes no meio de cultivo visando

aumentar o teor de lipideos produzido.



CAPITULO 3
REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo aborda a revisdo bibliografica sobre o tema, com conceitos e pontos

relevantes sobre as microalgas, classificacGes, o cultivo e producao de bio-0leo.

3.1 - DEFINICAO DE MACRO E MICROALGAS

As algas sdo organismos talofitos, ou seja, ndo apresentam diferenciacdo quanto a
caule, folhas ou raizes. Sdo organismos fotossintetizantes e que em geral possuem o pigmento
clarofila a (LEE, 2008). Podem ser encontradas em diversos hébitats, desde &guas doces ou
salgadas, até mesmo em troncos de arvores e rochas As algas podem variar desde organismos
unicelulares microscopicos, consideradas microalgas até formas celulares complexas com
varios metros de comprimento, denominadas macroalgas (RAVEN et al., 2007).

As macroalgas crescem em geral fixas em determinado local passivel de ser
colonizado, como as algas calcérias, que apresentam papel importante nos recifes de corais.
Estas algas depositam carbonato de calcio nas paredes celulares, fornecendo resisténcia aos
corais, participando de ciclos biogeoquimicos também de outros organismos (RAVEN et al.,
2007).

As microalgas sdo organismos pertencentes ao reino vegetal. S3o organismos
fotossintetizantes, microscopicos e unicelulares, presentes tanto nos meios aquaticos (doce ou
salino), como no solo. Fisiologicamente podem ser procari6ticos ou eucaridticos, podem
variar em tamanho, morfologia e outras caracteristicas (HOEKMAN et al. 2009).

A composicdo das microalgas esta relacionada & natureza de cada espécie e também a
fatores ambientais relacionados a regido de cultivo da microalga (MIAO E WU, 2006).

As principais vantagens das microalgas sobre o0s vegetais superiores sao poder utilizar
solos inapropriados para a agricultura, poderem ser cultivadas durante todo 0 ano e tambem a
necessidade de uma menor area de producdo, visto que as microalgas apresentam
produtividade superior a de plantas oleaginosas, sendo cerca de 89,9% em relacdo a palma e
99,2% em relacdo a soja (CHISTI, 2007).
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3.2-BIO-OLEO

O oleo obtido a partir das microalgas, denominado bio-0leo, é classificado como
matéria-prima de biocombustiveis de terceira geracdo. A producdo de 6leo por microalgas
pode ser 20 vezes maior se comparada a espécies vegetais oleaginosas. O teor de lipideos das
microalgas varia em média de 20% a 40% em relacdo a sua biomassa seca (AHMAD et al.,
2011). As microalgas podem produzir de 25 a 220 vezes mais triglicerideos do que as plantas

oleaginosas terrestres, conforme mostra a Tabela 3.1 (CHIST]I, 2007).

Tabela 3.1 — Comparativo entre rendimento anual de 6leo para producéo a partir de

microalgas e plantas oleaginosas (CHISTI, 2007).

Cultura Rendimento anual de 6leo
L/ha L/m?

Milho 172 0,02
Soja 446 0,04
Canola 1190 0,12
Céco 2689 0,27
Palma 5950 0,60
Microalgas 58.700 5,87

O caminho metabdlico para producdo do bio-0leo das microalgas € andlogo ao das
plantas superiores produtores de Olevos vegetais. A producdo do bio-6leo pelas microalgas
estd sujeita a variacdo das condicbes de crescimento das células. O 6leo encontrado nas
microalgas apresntam caracteristicas fisico-quimicas similares a 6leo produzido por outras
plantas, e assim, pode ser considerado promissor para producdo de biodiesel (BECKER,
2004).

3.3 BIODIESEL E OLEO DE MICROALGAS

O dleo contido nas microalgas, depois de extraido, pode ser convertido em biodiesel

por transesterificacdo, tecnologia mais utilizada no processamento de 6leos vegetais para

producdo de ésteres graxos (JANAUN e ELLIS, 2010). Este 6leo pode apresentar acidez e por
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isso pode-se fazer modificagcBes no metabolismo e no meio de cultivo para que os lipideos de
interesse sejam produzidos (BEER et al., 2009).

O biodiesel ¢ composto de éster metilico de acidos graxos, com comprimento
geralmente de 8 a 14 atomos de carbono saturados ou monoinsaturados. J& os acidos graxos
produzidos por microalgas possuem de 16 a 22 carbonos. Assim, hd um futuro promissor na
producdo de acidos graxos com composi¢des variadas por meio das microalgas (HARWOOD
E GUSCHINA, 2009).

Devido ao seu potencial para uso misturado ao diesel, o biodiesel, que € caracterizado
como combustivel renovavel e biodegradavel, apresenta um crescente interesse cientifico
(XIONG et al., 2008).

As microalgas sdo promissoras para a producdo de bio-6leo, porém a producdo de
lipideos e a produtividade da biomassa sdo antagonistas: bons teores de lipideos séo
produzidos a custas de um comprometido crescimento das algas. Para otimizar condicdes de
cultivo das microalgas como matéria prima para producdo de biodiesel o principal desafio é
aumentar o teor de bio-6leo (BLATTI et al., 2013).

3.4 CLASSIFICACOES DAS MICROALGAS

Segundo Ohse et al. (2007), as microalgas sdo divididas em quatro classes;

Diatomaéceas, Algas verdes azuladas; Algas verdes e Algas douradas.

3.4.1 — Diatoméaceas

As diatoméceas (Bacillariophyceae) s@o as algas predominantes nos oceanos. Também
séo encontradas em &gua salobra e doce. Hoje existem cerca de 100.000 espécies conhecidas
de diatoméaceas. Como principal caracteristica, elas possuem paredes impregnadas com silica
polimerizada em sua estrutura. As diatomaceas armazenam carbono sob a forma de 6leo
natural e apresentam complexa estrutura coletora de luz, que englobam clorofilas a e c.
Apresentam coloracdo dourado-amarronzada e a reproducdo ocorre por meio de divisdo
binéria ou sexuada (OHSE et al., 2007).
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3.4.2 — Algas verdes azuladas

As algas verde-azuladas (Cyanophyceae) sdo algas de células procarioticas e
apresentam organizacao semelhante as bactérias. Ha a existéncia de cerca de 2.000 espécies
conhecidas, em diferentes habitats. Estas algas apresentam coloracdo verde-azulada,
vermelha, violeta ou castanho. Possuem amido como reserva nutricional. Estas algas também

possuem um importante papel na fixacdo de nitrogénio na atmosfera (OHSE et al., 2007).

3.4.3 — Algas verdes

Sdo predominantes em agua doce. As algas verdes (Chlorophyceae) podem formar
coldnias ou serem unicelulares e possuem como forma de reserva o amido, embora também
possam armazenar o 6leo. Apresentam coloracdo verde devido aos pigmentos de clorofila a e
b, apresentando reproducdo por meio de divisdo binéria, reproducdo sexual ou esporos
assexuais (OHSE et al., 2007).

3.4.4 — Algas douradas

Segundo Ohse et al. (2007), estas algas (Chysophyceae) apresentam caracteristicas
semelhantes as diatomaceas no que diz respeito & composicdo bioquimica e pigmentagéo.
Podem apresentar coloracdo marrom, amarela ou laranja. Apresentam 6leos naturais em suas
reservas e atualmente existem cerca de 1.000 espécies conhecidas. Sdo algas caracteristicas

principalmente de agua doce.

3.5-0 CULTIVO DE MICROALGAS

Uma das formas de cultivo de microalgas € o modo de operacdo por batelada. A
Figura 3.1 mostra cada etapa do crescimento das microalgas, em que ha a fase de adaptacéo
ou lag (1) que ocorre devido a adaptacdo das células no meio de cultivo, fase exponencial (2)
em que h& o inicio do crescimento e multiplicagdo das ceélulas, fase de redugdo do
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crescimento ou de transigdo (3), fase estacionaria (4), fase de declinio ou de morte (5). Yuan-
Kun e Hui (2004) apresenta o gréafico da Figura 3.1 com cada fase.
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Fig. 3.1 — Comportamento do crescimento de microalgas em relacdo ao tempo de cultivo.
(YUAN-KUN e HUI, 2004)

No modo de operacao de cultivo continuo ocorre a saida permanente de microalgas e
de meio de cultivo no reator (VONSHAK e TORZILLO; YUAN-KUN E HUI, 2004). Além
do sistema de cultivo por batelada e continuo, as microalgas podem ser cultivadas em um
sistema semicontinuo, em que ha a substituicdo de parte do meio de cultivo em intervalos
regulares. Essa substituicdo geralmente acontece quando se tem uma alta quantidade de
biomassa. O modo de operacdo de cultivo semicontinuo proporciona elevada produtividade,
assim como alto consumo de nutrientes. Tanto no modo continuo como semicontinuo para
que se tenha microalgas uniformes em relacdo ao tamanho das células, a fase estacionaria das
microalgas pode ocorrer apds dias ou semanas do inicio do cultivo (LOURENCO, 2006).

Diferentemente das formas mencionadas acima, as lagoas abertas se constituem
basicamente de areas com grandes superficies em contato direto com o ar onde ocorre 0
desenvolvimento natural das microalgas. A Figura 3.2 mostra o cultivo de duas microalgas:
Dunaliella salina em lagoas abertas na Australia e a Spirulina sp., em sistema raceway, nos
Estados Unidos (CRHISTI, 2007).
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Fig. 3.2 — Cultivo de microalgas em lagoas abertas.
(CHRISTI, 2007)

Os cultivos fechados ocorrem em sistemas de fotobiorreatores, geralmente em formato
cilindrico ou tubular, com disposicao vertical ou horizontal dos tubos. Também ha os reatores
planos, que permitem um controle mais eficiente da energia solar devido seu ajuste do angulo.
A aeragdo pode ser feita de modo a promover uma mistura no sistema, aumentando a
absorcdo de nutrientes (LOURENCO, 2006).

Independentemente do tipo de reator e cultivo escolhido, deve-se prevalecer que a
escolha promova uma alta produtividade volumétrica e eficiéncia na conversao de energia
luminosa, levando em conta os dispositivos para mistura e trocas gasosas, sistemas de
limpeza, temperatura, intensidade luminosa e durabilidade do material de construgéo do reator
(BEHRENS, 2005; TREDICI, 2004).

A Tabela 3.2 apresenta uma comparacdo entre os diferentes modos de cultivo das

microalgas, de acordo com Brennan e Owende (2010) e Mata et al. (2010).
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Tabela 3.2 — Vantagens e desvantagens dos sistemas de cultivo das microalgas (BRENNAN e
OWENDE; MATA et al., 2010)

Vantagens

Desvantagens

Lagoas abertas e

raceways

Baixo custo, com facilidade
na limpeza; Baixa demanda de

energia, facil manutencéo

Apresentam baixa
produtividade e requer grandes
areas de terra; Facil
contaminagdo; Pouco controle
das condi¢cdes ambientais da

cultura

Fotobiorreatores
tubulares

Grande &rea de superficie

iluminada.

Pode ocorrer 0 acimulo de
biomassa nas paredes; Requer
grande area de secao
transversal. Ha variacdes de
oxigénio dissolvido ao longo

dos tubos

Fotobiorreatores de

colunas verticais

Baixo consumo de energia; E
compacto e possuem boa
transferéncia de massa;

Facilidade em esterilizag&o.

E pequena a area de superficie
iluminada; E caro se comparado
com sistemas abertos; Seu
projeto exige materiais
sofisticados.

Fotobiorreatores

planos

Boa passagem de luz, com
grande area de superficie
iluminada; Facilidade na

esterilizagéo; Elevada

produtividade

O aumento em escala requer
muitos compartimentos e
materiais; Pode ocorrer
acumulo de biomassa nas

paredes.

A manipulagdo da cultura para sintese de lipideos de microalgas requer uma

compreensdo mais detalhada de todo o processo de formacdo, dessa forma, & medida que

novas espécies surgem, estratégias para maximizar a producdo de acidos graxos sao tracadas

de modo a estudar a interacdo que ocorre entre a biossintese de acidos graxos e demais

produtos das microalgas. (BLATTI et al., 2013). A Figura 3.3 mostra 0S processos aos quais a

biomassa de microalgas pode ser submetida com fins energéticos e os produtos formados.
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Conversdo . L
. Transesterificagio ———— Biodiesel
quimica
Gaseificacdo ——— Gas de sintese
Liquefacéo E— Bio-dleo
Conversdo . Bio-dleo, gas de
o Pircdlise 1 ., e
termoquimica sintese, carvdo
Biomassa de
microalgas
Combustdo direta ——— Eletricidade
Hidrogenagdo —— Bio-6leo
Digestdo Metano,
anaerdbica hidrogénio
Conversdo Fermentagéo
L. Ly — Etanol
hiologica alcodlica
Producdo de
fotobiolégicade ——— Hidrogénio
H;

Fig. 3.3 — Formacdo de produtos a partir da biomassa de algas.
Fonte: Gris, 2010 (adaptado de Amin, 2009; Brennan e Owende, 2010).

Como pode-se observar na Figura 3.3, a biomassa de microalgas pode formar produtos
a partir de 3 tipos de conversdes: quimica, termoquimica e biolégica. No processo de
conversdo quimica, o destaque ocorre para a transesterificacdo de bio-6leo das microalgas,
quando este e extraido, para producdo de biodiesel. Na conversdo termoquimica ha a
decomposi¢do térmica do material organico que forma a biomassa para que combustiveis
sejam produzidos. A decomposicdo termoquimica pode passar por diferentes processos, como
a gaseificacdo, liquefacdo, pirolise, combustdo direta e hidrogenacdo. O processo de
conversdo biologica, pode ocorrer por meio de digestdo anaerobia, fermentacédo alcodlica e
também por producéo de hidrogénio fotobiolégico (BRENNAN e OWENDE, 2010).

A formagdo de cada composto dentro da célula da microalga é regulada por

mecanismos metabolicos, como por exemplo em microalgas verdes, em que o complexo
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sistema coletor de luz junto a clorofila capturam energia solar na forma de fétons, e essa
energia é utilizada na fotossintese, na oxidac&o catalitica (BEER et al., 2009).

A pigmentacdo, constituicdo da parede celular relacionada a natureza quimica de seus
produtos e a forma de divisdo nuclear e celular sdo os aspectos que devem ser levados em
consideracdo como base de classificagdo das microalgas (TOMASELLLI, 2004).

As cianobactérias, como organismos procariontes fotossintéticos de mais facil
manipulacdo do que as microalgas eucarioticas, podem produzir lipideos com menores custos
associados a colheita de biomassa, porém, o baixo teor de lipideos produzidos por estas
dificulta a produtividade e viabilidade como produtora de bio-Gleo para utilizagdo em
biocombustiveis (WILLIAMS e LAURENS, 2010). A fotossintese € um processo que
consiste na conversdo de compostos inorganicos e energia luminosa em matéria organica por
organismos fototroficos (MASOJIDEK et al., 2004).

Para colocar as microalgas em crescimento em condicOes de estresse visando conseguir
rendimentos de éleo adequados, ha diversos esfor¢os da engenharia para aumentar o teor de
lipideos durante o crescimento exponencial (DAY et al., 2012).

Os acidos graxos sdo biosintetizados no cloroplasto das microalgas a partir de um
grupo de enzimas. O processo de formacdo de lipideos se inicia na Acetil-CoA carboxilase,
em que ha sua carboxilagdo até formar a Malonil-CoA, sendo uma etapa fundamental para a
formacao de acidos graxos (POSTBEITTENMILLER, et al., 1992).

As microalgas possuem mecanismos de adaptacdo em relacdo as mudancas de
intensidade de luz a qual estdo expostas, por exemplo, quando ha uma limitacdo de luz, as
celulas aumentam o numero de unidades fotossintéticas e também o tamanho dos complexos
de coleta de luz. O tempo de resposta das microalgas diante mudangas nas condicdes
ambientais pode se dar em questbes de segundos ou até mesmo em dias, pois diferentes
mecanismos sdo utilizados para lidar com o excesso de energia (VONSHAK e TORZILLO,
2004).

No caso de sistemas abertos de producdo, a colheita da biomassa de microalgas
corresponde de 20 a 30% dos custos totais. Para a colheita das microalgas podem-se envolver
processos de floculagdo, flotacdo, filtracdo e centrifugagdo. O que torna o processo dificil é o
pequeno tamanho de algumas células de microalgas (BRENNAN e OWENDE, 2010).

Em termos gerais, 0 preparo das microalgas para determinada aplicacdo ocorre em

duas etapas, segundo Brennan e Owende (2010):
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e Colheita da microalga: processo em um sistema aberto em que a biomassa é

separada da suspensdo. As técnicas utilizadas podem ser a flotacdo, floculagédo
ou sedimentacdo por gravidade;

e Concentracdo das células: a cultura é concentrada por meio de centrifugacgéo e

filtracdo, em um sistema fechado.

Uma outra metodologia de colheita das microalgas em um sistema aberto é a secagem
ao sol, mas a principal desvantagem €é a exigéncia de grandes superficies de secagem e ha
grandes riscos de perdas da biomassa (BRENNAN e OWENDE, 2010).

Dentre as especies de microalgas mais cultivadas estdo a Chlorella sp. e Spirulina sp.,
utilizadas principalmente para a suplementacdo alimentar; Dunaliela salina, fonte de B-
caroteno e Haematococus pluvialis, para producdo e processamento de astaxantina
(AZEREDO, 2012). Além destas também tem-se a Scenedesmus sp., utilizada por exemplo
para producdo de biocombustiveis (CHOI et al., 2011).

3.5.1 — Scenedesmus sp.

A microalga Scenedesmus sp. € muito comum em aguas doces. Sdo clorofiladas,
unicelulares e pertencem a familia Scenedesmaceae (STANKIEWICZ et al., 1981). Essa
microalga pode ser utilizada em biorremediacdes, na remo¢do de nutrientes da agua para
melhorar a qualidade, segundo Martinez et al. (2000). Scenedesmus sp. utiliza carbono,
energia luminosa e nutrientes para produzir sua biomassa, que pode ser utilizada para
producdo de biocombustiveis (MATA et al., 2010).

A Tabela 3.3 mostra os principais estudos com esta microalga, segundo Mata et al.
(2010).

Tab. 3.3 — Principais estudos com a microalga Scenedesmus sp. (MATA et al., 2010)

Foco do estudo Microalga Autores do estudo

Biorremediacdo de residuos Scenedesmus sp. Godos et al. (2010)
Suplementagéo alimentar Scenedesmus sp. Yen, Chiang e Sun (2012)

Producdo de biocombustiveis Scenedesmus obliquus Choi et al. (2011)

Godos et al. (2010) estudaram a avaliacdo do crescimento da mistura das microalgas

Scenedesmus sp., Spirulina platensis e Chlorella sorokiniana, para degradacdo de aguas
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residuais de uma pocilga, diluidas de 4 a 8 vezes, em reator fechado de volume atil 1250 mL,
sendo 500 mL de &guas residudrias. Os resultados mostraram que a as microalgas
conseguiram remover 54% do carbono, nitrogénio e fosforo do lodo ativado durante a
biodegradacao das aguas residuarias.

Yen, Chiang e Sun (2012) estudaram o cultivo da Scenedesmus sp. para
suplementacédo alimentar, com a extracéo da luteina por fluido supercritico de CO2 no cultivo
da Scenedesmus sp. em fotobioreator de volume 20 litros, aeracdo 0,5 vvm, com tempo de
cultivo 10 dias. A luteina é um carotendide presente em alguns vegetais e é utilizada como
antioxidante nas membranas oculares. O aumento da presséo e temperatura na operagao do
biorreator melhora a recuperacdo da luteina, embora 0 aumento da temperatura leva a geracao
de impurezas. O metanol como solvente conseguiu extrair 76,7% da luteina das células.

Choi et al. (2011) utilizaram a Scenedesmus obliquus para producdo de
biocombustivel, hidrogénio. As fermentacGes ocorreram em frascos de 120 mL com volume
uatil 80 mL, em meio anaerdbio suplementado com nitrogénio. Os cultivos ocorreram durante
12 dias. Ao término, foi constatado por meio de cromatografia gasosa que o biogas produzido
era hidrogénio, sendo esta microalga promissora no seguimento de estudos com

biocombustiveis.

3.5.2 — Chlorella sp.

A microalga Chlorella sp. é fonte de proteinas devido a facil assimilacdo dos
aminoacidos presentes na sua composicdo. Nesse aspecto A Chlorella sp. é utilizada na
suplementacdo alimentar humana e na piscicultura. Japao e Taiwan s&o os maiores produtores
desta microalga, com um preco na faixa de vinte mil délares por tonelada (LUNDQUIST et
al., 2010; AZEREDO, 2012).

3.5.3 — Spirulina sp.

A Spirulina sp. também é utilizada na alimentacdo devido sua alta concentracéo de
proteinas e também na &rea farmacéutica devido inimeros beneficios a satde, como melhora
da defesa do sistema imunologico, inibicdo e prevencdo de diversos tipos de cénceres e
diminuicdo das taxas de colesterol no organismo. (RICHMOND, 2004; JOVENTINO et al.,
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2012). Os maiores produtores desta microalga sdo Asia e Estados Unidos, com preco médio
de 10 mil ddlares por tonelada, segundo Lundquist et al. (2010).

3.5.4 — Nannochloropsis oculata.

E uma microalga unicelular, que pertente a divisdo Ochrophyta, da classe
Eustigmatophyceae, composta por polissacarideos que comp&em sua parede celular. Quanto a
estrutura quimica do seu produto de reserva, este ainda ndo € muito bem conhecido. S&o
microalgas de aguas salgadas e muito utilizadas na aquicultura (LOURENCO, 2006).

Uma das vantagens da Nannochloropsis oculata é que por ser uma microalga marinha
apresenta menor risco de contaminacdo por fungos e bactérias devido a natureza salina do
meio de cultivo (OHSE et al., 2007).

3.5.5 — Dunaliela salina

O principal interesse nestas microalgas ¢ a producdo de carotenoides. E uma microalga
resistente a grande faixa de temperaturas, em aguas salobras e salgadas (AZEREDO, 2012).
Australia, China, Israel e Estados Unidos sdo os principais produtores desta microalga. Em
relacdo ao prec¢o, o custo de producdo desta microalga é de aproximadamente trés dolares por
quilograma e a comercializagdo da biomassa seca fica na faixa de 215 a 2.150 euros por
quilograma (KITTO, 2012; BRENNAN e OWENDE; 2010).

3.5.6 — Haematococus pluvialis.

E uma espécie sensivel & mudancas nas condi¢des ambientais, ficando mais vulneravel
a contaminacgdes. Por exigir um melhor controle em seu cultivo, os custos de produgédo desta
microalga sdo elevados em relacdo as outras (RANJBAR et al., 2008). Esta microalga
também € cultivada para a exploracdo de carotenodides, como a astaxantina. A tonelada do
carotendide astaxantina custa 10 mil dolares e a producdo mundial € de apenas 100 toneladas
por ano, devido a alta sensibilidade da espécie (LUNDQUIST et al., 2010).
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3.6 - FATORES QUE INTERFEREM NO CRESCIMENTO DAS MICROALGAS

A obtencdo de biomassa e de produtos metabolicos das microalgas pode ser
influenciada pelas interacOes entre fatores bioldgicos, fisicos e quimicos (FALKOWSKI e
RAVEN, 1997).

Fatores quimicos ou fisicos podem influenciar no cultivo de microalgas, como é o caso
da luz e temperatura, que sdo fatores fisicos e se relacionam, pois, segundo Vonshak e
Torzillo (2004), uma temperatura Otima para a fotossintese cresce com o aumento da
intensidade de luz. Outro fator importante é o projeto dos reatores, que devem ser projetados
de acordo com determinadas estratégias de cultivo, como favorecer a absorcdo de luz,
favorecendo a formacéo de produtos desejados, como os lipideos.

Em todo o cultivo de microalgas, 0 ponto mais importante para a fotossintese e para 0s
metabdlitos secundarios é a luz, mas somente quando todas as necessidades nutricionais e
intensidade de luz forem satisfatorias para as microalgas € que a producdo maxima sera
alcancada (VONSHAK e TORZILLO, 2004).

A temperatura é um dos fatores que mais afeta a taxa metabolica dos organismos, por
isso é desejavel que se trabalhe com temperaturas constantes, de modo a proporcionar mais
estabilidade no crescimento celular nos experimentos e operagdes de rotinas, permitindo
maior reprodutibilidade e previsibilidade das respostas das espécies (LOURENCO, 2006).
Schmidt (2007) recomenda que as cepas de microalgas sejam mantidas em torno de 22 °C ou
temperaturas menores, 0 que diminuiu a frequéncia de repiques.

A iluminagcdo também é um fator que pode influenciar no desenvolvimento e
crescimento das microalgas. Segundo Oliveira (2013), a condi¢do 6tima para o crescimento
das microalgas dependeré da intensidade da luz, do comprimento de onda e duragdo aos quais
as células estdo expostas. Conforme especifica o autor supracitado, para cultivos laboratoriais
as lampadas mais utilizadas sdo as fluorescentes do tipo luz do dia, pois simulam
comprimentos de onda de 350 a 700 nm, que s&o necessarios para que as microalgas facam a
fotossintese. O sistema de iluminagdo normalmente é dotado de 12 horas de luz e 12 horas no
escuro (SCHMIDT, 2007).

A produtividade de biomassa e lipideos esta ligada a luminosidade e composi¢cdo do
meio de cultivo. A temperatura, composicdo do meio, intensidade luminosa, aeracdo e
configuragdo do biorreator podem afetar a biofixacdo de CO, pela microalga (HO et al,
2012).
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A agitacdo e aeracdo também podem ser pontos que interferem no sistema metabolico
da microalga. A aeracdo promove uma agitagdo dos cultivos, criando uma homogeneizagéo
do meio de crescimento, evitando decantacdo e acUmulo de células no fundo do reator
(LOURENCGCO, 2006).

3.6.1 — CO; para desenvolvimento das microalgas

Segundo Chisti (2007), o uso da biomassa de microalgas destaca-se como uma fonte
sustentavel na producdo de biodiesel por ndo gerar residuos quimicos, pois sua producgdo pode
ser feita em qualquer tipo de terreno, em sistema aberto. Além disso, as microalgas podem ser
produzidas initerruptamente em qualquer época do ano, podendo ser recolhidas diariamente.

A injecdo de dioxido de carbono (CO2) no sistema fechado de producao de microalgas
pode potencializar elevacdo na taxa fotossintética, assegurando um rapido crescimento e
aumento de biomassa, embora o uso de CO> deva ser controlado para se tornar eficaz e ndo
acarretar perdas desnecessarias (GODOQY et al., 2012). Em cultivos de microalgas marinhas e
de 4gua doce, com diferentes concentracdes de CO., observa-se 0 aumento do crescimento em
relacdo ao uso do CO; até determinada taxa, a partir da qual os cultivos ndo apresentam mais
variacOes até a inibi¢do do crescimento (CHIU et al., 2009; WIDJAJA et al., 2009).

As microalgas, quando cultivadas em meio autotréfico na presenca de luz, sdo capazes
de captar o dioxido de carbono que estd presente no ar atmosférico. Isso € viavel quando
aplicado a producdo de biomassa de algas para o desenvolvimento de biocombustiveis. No
entanto, ha limitacdes neste processo, sendo a principal limitacdo a concentracdo final da
biomassa das algas, que raramente apresenta rendimentos superiores a 1 g/L no final do
cultivo (FENG et al., 2011; ZHENG et al., 2012).

A escolha de espécies de microalgas para fazer a biomitigacdo de CO2 tem um efeito
significativo sobre a eficacia do processo. Para Brennan e Owende (2010), ha alguns atributos
desejaveis para a fixacdo de CO2, embora atualmente ndo existam cepas que atendam a todos
0s atributos, descritos abaixo:

e altas taxas de crescimento;
¢ alta toleréncia a vestigios de constituintes dos gases de combustéo;
e possibilidades de obtencédo de valiosos subprodutos, como biodiesel e biomassa;

e facilidade de colheita;
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e tolerancia a altas temperaturas de agua para minimizar o custo de resfriamento de
gases de combustéo.

Para Jaiswal e Kashyap (2002) a adaptacdo de microalgas a faixas de concentracdo de
dioxido de carbono esta relacionada com um mecanismo biofisico denominado mecanismo de
concentracdo de carbono, que concentra o didéxido de carbono em sitios de carboxilacdo
fotossintética. A funcdo do mecanismo do carbono é elevar os niveis de carbono inorganico
intracelular, compensando a limitacdo do suprimento de dioxido de carbono.

A assimilacdo de cabono inorganico se da por trés diferentes vias, segundo Cuaresma
et al. (2006):

e assimilacdo direta do dioxido de carbono pela membrana plasmaética;

e utilizacdo de bicarbonato pela inducdo da enzima anidrase carbonica. Esta enzima

converte os ions HCO3 em COy;

e transporte de bicarbonato diretamente pela membrana plasmatica.

3.7 - RELACAO ENTRE NUTRIENTES E CRESCIMENTO DAS MICROALGAS

Lourenco (2006) aborda a atuacdo de cada um dos componentes que fazem parte dos
diversos meios de cultivos para as microalgas. Os elementos carbono, nitrogénio, hidrogénio,
oxigénio, fdsforo, magnésio, cobre, zinco e molibdénio sdo elementos considerados
universalmente necessarios a todas as algas. Alguns elementos, como o enxofre, potassio e
calcio, embora necessarios, podem ser substituidos por outros.

Os nutrientes para o cultivo de microalgas podem ser assimilados ou absorvidos. A
assimilacdo consiste em uma sequéncia de reacdes de reducao destes por meio de complexos
enzimaticos, levando a incorporacdo do elemento, que geralmente estd na forma de um ion
inorganico a substancias orgénicas das células. J& a absor¢do se da com um transporte do
elemento, que também geralmente se encontra em forma de ion, por meio das membranas
plasmaticas, em que o nutriente passa do meio exterior para o interior da célula (LAVIN E
LOURENCO, 2005).

A concentragdo de cada nutriente — elemento — é determinada conforme exigéncia
nutricional dos processos metabolitos das algas. Segundo Lourenco (2006), os nutrientes se

dividem em macronutrientes e micronutrientes.



20
Revisao Bibliografica

3.7.1. Macronutrientes

Os macronutrientes sdo 0s elementos necessarios em concentracdes da ordem de
centenas ou milhares de pg/g de massa seca (C, H, O, N, P, S, K, Mg, Si, Fe).

Os macronutrientes sdo fundamentais por serem constituintes de biomoléculas, do
meio intracelular e de membranas. Atuam nos processos de troca de energia e fazem a
regulagem metabdlica (LOURENCO, 2006).

O nitrogénio € um constituinte de diversas substancias do metabolismo primario das
algas. Segundo Lavin e Lourengo (2005), o nitrogénio pode ser encontrado no interior das
células das algas principalmente sob a forma de nitrato, amdnia ou ureia. Se o suprimento de
nitrogénio for abundante em cultivos, tem-se a tendéncia de aumentar as concentracfes de
proteinas e clorofila nas células das algas. No entanto, segundo Lourenco et al. (2004), caso a
concentracdo de nitrogénio disponivel para as microalgas sejam baixas, hd uma diminuigdo da
taxa de divisdo celular, levando as reducdes nas concentracfes de proteina e clorofila. A
auséncia de nitrogénio também tende a levar as microalgas a uma mudanca de cor. Em
cultivos velhos, a auséncia deste pigmento resulta em descoloracdo e amarelamento da
biomassa.

O carbono é um dos componentes mais importantes de todas as substancias organicas
que sdo sintetizadas pelas células. Diversos meios de cultivo podem ndo utilizar carbono,
visto que considera sua existéncia na agua e por meio da difusdo natural de CO2 do ar
atmosférico para o0 meio de cultivo (LOURENCO, 2006).

O oxigénio é fundamental nas atividades respiratorias e demais processos que
envolvem energia. Ndo é um elemento limitante. O fosforo é envolvido diretamente com
todos os processos que envolvem trocas energéticas nas células das algas. Possuem as funcdes
de atuarem na transferéncia de energia e constituicdo de moléculas estruturais. A assimilacdo
do fosforo é dependente da luz e isso provavelmente ocorre devido a acumulagéo de energia
em ATP. Segundo Lobban e Harrinson (1994), polifosfatos e acucares fosfatados podem ser
utilizados como fontes de fosforo, porém estes necessitam de uma hidrélise enzimatica
extracelular para viabilizar a absorcéo de fosfato (LOURENCO, 2006).

O silicio é um componente fundamental do esqueleto externo. E adicionado sob a
forma de silicato de sodio hidratado. Em situacdes de limitacdes, pode ocorrer a diminuigdo
da espessura da parede celular das algas, levando a perdas populacionais (LOURENCO,
2006).
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O potassio atua na regulagem osmotica, no pH interno e estabilidade de proteinas.
Tem o papel de ativar enzimas e em muitos casos pode ser substituido por sodio
(LOURENCO, 2006). J& o magnésio, por ser um constituinte da molécula de clorofila, é
essencial para as algas. Esta envolvido com a ativacdo de enzimas e sob sua deficiéncia as
células das algas perdem pigmentacédo (LOBBAN e HARRISON, 1994).

O enxofre é apresentado por algumas enzimas como um co-fator, como pela enzima
acetil, coenzima de algas verdes e heterocontofitas. Vitaminas, como a tiamina e biotina
apresentam elevadas taxas de enxofre (LOBBAN e HARRISON, 1994).

O ferro atua nas vias biossintéticas da clorofila, respiracdo e fotossintese, reducGes de
nitratos e nitritos, sulfato, fixacdo de nitrogénio molecular e ainda é co-fator de enzimas. Ja o
Hidrogénio tem pequena importancia para as algas por nao ser limitante nos cultivos. Este
componente é obtido por meio da quebra da molécula da dgua nas reacdes primarias da
fotossintese (SUNDA et al., 2005).

3.7.2. Micronutrientes

Os micronutrientes englobam os nutrientes necessarios em concentracdes baixas, da
ordem de unidades ou dezenas de pg/g de massa seca (Mn, Cu, Zn, Mo, V, B, Co, Ca, Na, Se,
Ni). Contudo a definicdo de macro e micronutrientes pode ser controvertida entre diferentes
autores para determinados elementos, como o Ferro e Boro, que possuem concentragdes em
média proximas dos limites que definem um e outro (LOURENCO, 2006).

Os micronutrientes participam da estrutura e da atividade de diversas enzimas, que
estdo envolvidas nas vias metabolicas das algas. Estes também participam da estruturacéo de
organelas celulares, como os ribossomos (SUNDA et al., 2005).

O manganés atua como co-fator de enzimas que participam da sintese de &cidos graxos
e também do Ciclo de Krebs. Tem importancia fundamental no transporte de elétrons do
fotossistema, atua na manutencdo da estrutura das membranas dos cloroplastos e também é
um componente da enzima superoxido-dismutase, que é a enzima que remove radicais
superdxidos toxicos das células. O manganés é exigido em concentragfes mais baixas que as
do ferro (LOURENCO, 2006).

A deficiéncia de manganés afeta o processo de clorofila e inibe o crescimento de
micro-organismos fotoautotroficos. A deficiéncia de manganés pode ser um fator limitante da
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fotossintese nas algas. Por outro lado, 0 manganés ndo é necessario para uma fotoreducéo de
CO2 (CONSTANTOPOULOS, 1970).

O zinco é essencial para todos os tipos de vida, incluindo micro-organismos, animais e
plantas, Na maioria dos casos, 0 zinco € um cofator essencial para diversas funcdes biologicas
(VALLEE, 1986). A remocdo de zinco pode levar a perdas na atividade enzimatica
(ARNOLD E HAYMORE, 1991).

O ion de zinco esta localizado no sitio ativo de uma enzima, participando diretamente
do mecanismo catalitico, interagindo com as moléculas de substrato por meio de reacdes
(FIERKE et al., 2000). O zinco apresenta papéis metabdlicos semelhante aos apresentados
para 0 manganés, que atua na sintese de &cidos graxos. O zinco participa da estrutura de
enzimas como co-fator e também é um componente estrutural da enzima anidrase carbonica,
que é uma enzima critica ao transporte e fixagdo de CO». Geralmente o zinco é adicionado na
forma de ZnS0Os4-7H-0, que é uma de suas formas soltveis (LOURENCO, 2006)

O cobre atua no transporte de elétrons na fotossintese. Neste caso, as algas necessitam
dele para a aquisicdo de energia. Ja o molibdénio apresenta funcBes associadas ao
metabolismo do nitrogénio por ser constituinte da enzima nitrato redutase. E um co-fator de
enzimas que atuam na fotossintese e respiracdo. O cobalto participa de processos de fixacao
de nitrogénio pela célula (LOBBAN e HARRISON, 1994).

As vitaminas mais importantes sdo a tiamina, biotina e cianocobalamina. Varias
espécies de algas podem sintetizar estas vitaminas e assim, sdo poucas as espécies que tem a
necessidade de receber estas vitaminas como fonte externa (BEER et al., 2009). A tiamina age
como coenzima e esta envolvida nos processos de respiragdo celular e fermentacdo. A biotina
¢ uma vitamina e segundo Lourengo (2006), a funcdo dela na microalga e fazer o transporte

de CO:z por ser um co-fator da enzima piruvato carboxilase.

3.8 - PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS

O planejamento de experimentos é necessario para se chegar a otimizacdo de um
processo, desenvolver formulagdes dentro de parametros estabelecidos e avaliar os efeitos e
impactos que os fatores possuem em relacdo a resposta desejada. A realizacdo dos
experimentos, de forma confiavel e significativa, ocorre quando da utilizacdo de um método
cientifico de planejamento. Durante a realizacdo de andlises experimentais etapas devem ser

seguidas, segundo Rodrigues e lemma (2005):
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e arealizacdo do planejamento;
e aandlise estatistica dos dados .

Um exemplo de planejamento de experimentos é o planejamento fatorial, que envolve
todas as combinagfes possiveis entre todos 0s niveis das varidveis, permitindo assim avaliar
quais variaveis interferem em uma determinada resposta, mencionando também quais destas
variaveis sao importantes (RODRIGUES e IEMMA, 2005).

Para Rodrigues e lemma (2005) as vantagens do uso do planejamento experimental
sdo:

e reducdo do tempo de experimentacdo, pois permite a otimizacdo do numero de

experimentos;

e reducdo dos custos relativos a execucdo dos ensaios;

e permitir a avaliacdo e a minimizacao do erro experimental;

e possibilitar uma otimizacdo multivariada;

e permitir a verificacdo conjunta da influéncia das varidveis estudadas;

e possibilidade de otimizar mais de uma resposta ao mesmo tempo.

Para Box et al. (1978), a metodologia do planejamento de experimentos aliada a uma
analise de superficies de resposta permite estatisticamente verificar os efeitos individuais,
interacOes entre as variaveis, avaliacdo de erros experimentais e 0 equacionamento empirico
dos resultados.

A técnica de superficie de respostas € um conjunto de técnicas estatisticas utilizadas
para modelar processos em que as respostas sdo influenciadas por fatores de entrada, que séo
as variaveis independentes. O modelo gerado permite estimar o valor de uma determinada
resposta em funcdo das varidveis em estudo dentro da area de trabalho (LOPERA et al.,
2012).

O Planejamento Composto Central (PCC) € um dos planejamentos experimentais mais
conhecidos. Este é baseado em um planejamento fatorial completo mais um planejamento
com réplicas no ponto central. Neste planejamento, as variaveis de entrada sdo codificadas
(LOPERA et al., 2012).

A utilizagdo de tratamentos estatistico por meio de PCC foi adota por Ramirez et al.,
(2013) na avaliacdo do uso da vinhaca para o cultivo da Scenedesmus sp., em que adotou-se
um planejamento composto central para determinar os efeitos significativos e otimizacdo das

variaveis temperatura, intensidade luminosa e porcentagem da vinhaca na influéncia do
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crescimento das microalgas, tendo como resultados um crescimento celular superior a 0,2 g/L
quando as microalgas foram cultivadas com doses de vinhaca de até 40% do meio.

Gris et al. (2013) também utilizou um PCC para avaliar o crescimento da microalga
Nannocloropsis oculata, otimizando as variaveis temperatura e intensidade luminosa ao longo
de 11 dias de experimentos, em que os experimentos foram cultivados em reatores com
volume util 3 litros e aeracdo 0,23 vvm, e a temperatura variando de 19 a 29 °C e intensidade
luminosa 40 a 140 uE.m?.s. A otimizacio das variaveis por meio da técnica de superficie de
resposta mostrou que 221,9 mg/L de células da microalga foram obtidas na temperatura 21 °C

e intensidade luminosa 137 uE.m2.s™.



CAPITULO 4
MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo apresentadas as microalgas, a unidade experimental, o material e
métodos experimentais utilizados neste trabalho.

As etapas do trabalho estdo ilustradas resumidamente no fluxograma da Figura 4.1.

Aquisicdo das
microalgas

Construcdo da
unidade

Manutencio das

microalgas )
8 experimental
Selecdo da
microalga para
producdo de bio-
oleo
Tempo de
Idade do Inéculo —— realizacdo dos

experimentos

Otimizacdo dos
nutrientes do meio
de cultivo

Fig. 4.1 — Fluxograma etapas do trabalho

4.1 - MICROALGAS

Para a producdo de bio-Oleo a partir de microalgas, utilizou-se as cepas das
microalgas: Nannochloropsis oculata, Scenedesmus sp., Chlorella sp. e Spirulina platensis.

As cepas da Nannochloropsis oculata e Scenedesmus sp. foram gentilmente cedidas
pelo Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
em Porto Alegre RS. A microalga Scenedesmus sp. foi coletada na “Lagoa de Cota Cota”, em
La Paz (Bolivia) e isolada no laboratério de IDEPROQ - UMSA (Instituto de Investigacion y

Desarrollo de Procesos Quimicos) da Universidad Mayor de San Andres. A cepa Chlorella
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sp. foi cedida pelo Instituto Nacional de Tecnologia. J& a cepa Spirulina platensis foi obtida
da Fundacdo Andre Tosello, Campinas — SP.

As microalgas foram mantidas em incubadora dotada de fotoperiodo de 12 hluz e 12 h
escuro, com temperatura de 22,5 C° + 0,5 e repiques de manutencdo feitos a cada 15 dias,

sendo posteriormente armazenadas até utilizacdo nos experimentos (Figura 4.2).

Fig.4.2 — Incubadora: Banco de algas
(Foto tirada pelo autor)

4.2 - UNIDADE EXPERIMENTAL E MEIO DE CULTIVO

As microalgas foram mantidas em ambiente climatizado a 23 £ 1°C com iluminagdo
artificial com 3 lampadas fluorescentes de 20 W, submetidas a fotoperiodo de 12 horas,
cultivadas em reatores verticais em acrilico e reatores abertos em formato de bandejas, com
volume util de 3 litros. Os fotobiorreatores foram construidos seguindo os critérios basicos de

cultivo de microalgas de Mufioz et al. (2004): elevada eficiéncia na utilizacdo da energia
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luminosa, facilidade no controle de aeracdo, adequado sistema de mistura, facilidade em
aumento de escala e reduzido estresse hidrodindmico das células.

A unidade experimental foi dotada de sistema de controle de iluminacédo, temperatura e
aeracdo (Figura 4.3), semelhante a unidade experimental adotada por Gris et al. (2013). A
unidade experimental foi construida pela equipe do projeto da Faculdade de Engenharia
Quimica da Universidade Federal de Uberlandia (FEQUI/UFU) e foi baseada em uma
montagem experimental do laboratério de pesquisa do Departamento de Engenharia Quimica
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, que trabalha na area de intensificacéo,
modelagem, simulagéo, controle e otimizagdo de processos (GIMSCOP). Os cultivos foram
realizados em um volume total de 3 litros em cada reator, sendo 10% do volume como
indculo nos experimentos e aeracdo de 0,7 vvm. A produtividade de biomassa e lipideos esta
ligada a luminosidade e composicdo do meio de cultivo. Diariamente, a variacdo do volume
do meio de cultivo foi corrigida devido a evaporacdo com a adi¢do de agua destilada. Este
procedimento também foi adotado por Moraes et al. (2012) quando do cultivo de microalgas

para biofixacdo de CO. em diferentes reatores.

(a) Unidade completa; (b) reatores em triplicata; (¢) Representagio esquemitica

Fig. 4.3 —Unidade experimental de producédo de bio-6leo por microalgas
(Foto tirada pelo autor)
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4.2.1 - Meio de cultivo para Scenedesmus sp.

Utilizou-se 0 meio Guillard modificado (1975), sem a adi¢do de vitaminas, conforme

composicao apresentada na Tabela 4.1.

Tab. 4.1 - Composi¢do do meio Guillard modificado (1975).

Reagentes Solucgbes — estoque (g/L) Meio de cultivo
CaCl,-2H.0 = 36,76
. MgSO4 = 18,04
smgg?: L NaHCOs3= 12,6 aimL
KoHPO4-3H,0 = 11,41
NaNOs; = 85,01
Na,EDTA = 4,36
FeClz -H,0 = 3,15
Solucio 2: CuS04-5H.0 = 0,012
e ZnS04-7H,0 = 0,022 AL
micronutrientes CoClz-Hz0 = 0,012
MnCl;-4H,0 = 0,18
Na:Mo0O4-2H20 = 0,008
Agua destilada 1000 mL

N&o ocorreu correcdo do pH neste meio de cultivo.

4.2.2 - Meio de cultivo para Spirulina platensis e Chlorella sp.
Utilizou-se 0 meio de cultivo W.C. de Guillard e Lorenzen (1972), apresentado na
Tabela 4.2.
Tabela 4.2 - Composi¢do do meio de cultivo W.C. (GUILLARD e LORENZEN, 1972)

Reagentes Solucgbes — estoque (g/L) Meio de cultivo
CaCl,- 2H20 36,8 1mL
MgSOg4- 7H.0 37,0 1mL

Na;HCO3 12,6 1mL

K2HPOy4 -.3H,0 11,4 1mL
NaNO3 85,0 1mL
Na.SiO3 -.5H,0 21,2 1 mL
« Na,EDTA = 4,36
Solucdo de Ferro FeCls -H,0 = 3.15 1mL
CuS0O4-5H.0 = 0,01
ZnS0O4 -7H20 = 0,022
Solucdo de CoClz2-H20 =0,01 1mL
micronutrientes MnCl; -4H,0 = 0,18
Na;MoO;4 -2H>0 = 0,006
H3BO3s=1,0

Solucdo de Tiamina=0,1 1mL

vitaminas Biotina= 0,0005
Agua destilada 1000 mL

Correcdo do pH para 6,5 com solucao HCI.
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4.2.3 - Meio de cultivo para Nannochloropsis oculata.

Foi utilizado o meio de cultivo f/2 (GUILLARD, 1975 apud LOURENCO, 2006),
conforme descrito na Tabela 4.3

Tabela 4.3 - Composi¢do do meio de cultivo f/2 (LOURENCO, 2006)

Reagentes Solucgdes — estoque (g/L) | Meio de cultivo
Sal Marinho 33,3 1000 mL
NaNOs 75 1mL
NapHPO4-.3H.0 5,0 1mL
NazSiOs3 -.9H,0 30 1mL
CuSO4 -5H,0 = 0,0098
ZnS04 -7H,0 = 0,022
Solucio de CoCl;-6H,0 =0,01
Metais-traco MnCl; -4H,0 = 0,18 1mL
NazMoOQ4 -2H,0 = 0,0063
FeClz -6H20 = 0,00315
Na2EDTA = 0,00436
Solugzo de Tiamina =01
vitaminas _ Biotina= _0,0005 1mL
Cianocobalamina = 0,0005

N&o ocorreu correcdo do pH neste meio de cultivo.

Meio e esterilizado a 121°C/15min.

4.3 - TESTES PRELIMINARES

4.3.1 - Comportamento de diferentes espécies de microalgas em relagdo ao teor de lipideos e

biomassa

Foram testadas todas as microalgas - Scenedesmus sp., Spirulina platensis,
Nannochloropsis oculata e Chlorella sp. - para verificar como estas se comportavam em
relacdo a producdo de bio-0leo, expresso em teor de lipideos e biomassa seca produzida.

As microalgas cresceram em seus respectivos meios de cultivo por 30 dias, em
reatores verticais em acrilico com volume util de 3 litros, temperatura 23 °C, aeracao de 0,7
vvm e fotoperiodo 12h claro e 12 h escuro. Os dados de volume, temperatura, aeracao e

fotoperiodo mencionados, foram adotados em todos os testes.
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4.3.2 - Producdo de lipideos e biomassa pela microalga Scenedesmus sp. em reatores
abertos — tipo bandeja.

A microalga Scenedesmus sp. foi cultivada em reatores abertos (Figura 4.4) — tipo
bandeja — para verificar o seu comportamento neste tipo de biorreator para a producéo lipidica
e biomassa produzida. Junto com este novo tipo de reator, foi avaliado qual a melhor
concentracdo de indculo para o cultivo das microalgas, utilizando inéculos com 10% e 20%
da Scenedesmus sp. Foram utilizados 12 dias de cultivo, visando reducdo de tempo nos

experimentos.

Fig. 4.4 - reator aberto (tipo bandeja) com cultivo da

microalga Scenedesmus sp.

4.3.3 - Avaliacdo do teor lipidico e biomassa em reatores tipo bandeja aberto e coberto com

filme PVC em diferentes tempos de cultivo

Devido a perda de agua por evaporagdo durante o cultivo da Scenedesmus sp., foi
realizado um teste para verificar a producdo de 6leo e biomassa no mesmo reator, mas
utilizando filme pléstico em PVC para fechar o reator, transformando este em um reator de
bandeja do tipo coberto.

Para verificar se o fechamento do reator também influenciaria no tempo de cultivo

necessario para a microalga, estes experimentos foram realizados nos tempos de 12 dias
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(tempo ja utilizado em estudos anteriores) e também um tempo maior, de 24 dias, com 10%

de volume do meio de in6culo.

4.3.4 — Idade do Indculo

Com o intuito de trabalhar com as melhores condicdes de cultivo da Scenedesmus sp.
para maximizar a producdo lipidica e melhorar o crescimento, verificou-se o tempo de
crescimento do indculo e também o tempo que o ensaio experimental deve ficar em
funcionamento para a maxima producéo de 6leo.

Para analisar qual a melhor idade do in6culo a ser utilizada em experimentos, testou-se
o cultivo da microalga utilizando inéculos com 6, 12, 15, 18 e 24 dias de crescimento. O
tempo compreendido de 6 a 24 dias foi adotado devido a fase de adaptagdo das microalgas
(em torno de 6 dias) ate a fase estacionéria de crescimento das microalgas, 24 dias (GRIS,
2010; YUAN-KUN E HUI, 2004). Os experimentos também foram realizados utilizando 10%
do volume de meio de cultivo como indculo, intensidade luminosa de 5000 lux, medidos por
um luximetro e aeragdo de 0,7 vvm nos reatores, de volume util 3 litros, cultivados no meio

Guillard modificado. Apds o término foram analisadas a biomassa seca e o teor de lipideos.

4.3.5 - Perfil do tempo de realizacdo dos experimentos e perfis do teor de lipideos, oxigénio
dissolvido e demanda quimica de oxigénio durante o crescimento da microalga

Scenedesmus sp.

O tempo de realizagdo de cada experimento também foi investigado novamente junto
com o teor de lipideos, oxigénio dissolvido, demanda quimica de oxigénio (DQO) e biomassa
seca apos o cultivo, visando um menor tempo de realizagdo dos testes para obter o0 maximo de
teor de lipideos. Em relagdo as questdes operacionais, adotou-se 0s mesmos procedimentos
descritos anteriormente, em reatores em acrilicos, pois também sdo cobertos, proporcionam
maior controle de temperatura e menor evaporacdo do meio de cultivo. Os experimentos
foram realizados em batelada nos intervalos de tempo de 5 a 23 dias, buscando verificar os

diferentes perfis das respostas analisadas durante todo o periodo de crescimento da microalga.
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4.3.6 - Insercdo de vitaminas no meio de cultivo da microalga Scenedesmus sp. em reatores

verticais em acrilico

Visando verificar a influéncia da insercdo de vitaminas no meio de cultivo da
Scenedesmus sp. para producdo de maiores teores de lipideos, foram adicionadas vitaminas
segundo a composi¢do original do meio Guilard (1975), conforme Tabela 4.4. Apés a
preparacdo da solucdo-estoque de vitaminas, adicionou-se 1 mL desta solucéo para cada 1000
mL de meio de cultivo. Os experimentos foram realizados nas mesmas condi¢fes
operacionais trabalhadas anteriormente em reatores verticais em acrilico, e as analises feitas

entre o periodo de 9 a 14 dias.

Tab. 4.4 - Composicao da solucdo de vitaminas inseridas no meio de cultivo da Scenedesmus

sp.

Concentracéo da solugéo estoque

Solugéo Reagente utilizado
(mg/L)
- Tiamina (B1) 100
Vitaminas ) ]
_ Cianocobalamina (B12) 0,5
(ImL/L de meio) o
Biotina (B7) 0,5

4.4-ESTUDO DA VARIACAO DAS CONCENTRACOES DOS MACRONUTRIENTES
NO MEIO DE CULTIVO

Diferentes concentragfes foram testadas dos macronutrientes de forma a buscar
performance para a maior producgéo lipidica. As condi¢des operacionais foram semelhantes as
adotas nos testes anteriores.

Nos testes com o0s macronutrientes, foram alteradas as concentracbes de cada
macronutriente, mantendo as concentracGes normais dos micronutrientes conforme o meio
Guillard, com o intuito de verificar se algum macronutriente quando alterado a sua
concentragdo poderia apresentar melhora na producdo lipidica.

Foram realizados 15 experimentos e ocorreu a variagdo de um macronutriente, nas
seguintes condicOes: sem a adi¢do do determinado macronutriente; metade da concentragéo; e

0 dobro da concentracdo citada na literatura do meio de cultivo referente a solucdo-estoque
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para preparacdo do meio de cultivo. A realizacdo dos experimentos, com a concentracdo de
cada macronutriente esta descrita na Tabela 4.5.

Tab. 4.5 — Concentra¢des dos macronutrientes testadas

Nova concentracéo na

Macronutriente Condicao
solucéo-estoque (g/L)
Sem adicgéo 0
CaCl2-2H20 Metade 18,38
Dobro 73,52
Sem adicgéo 0
MgSQO4 Metade 9,02
Dobro 36,08
Sem adigéo 0
NaHCOs Metade 6,3
Dobro 25,2
Sem adigéo 0
K2HPO4-3H20 Metade 5,705
Dobro 22,82
Sem adigéo 0
NaNO3 Metade 42,55
Dobro 170,02

N&o ocorreu corregdo do pH neste meio de cultivo. As novas concentracdes dos macronutrientes foram
calculadas com base na concentracdo da solucdo-estoque proposta no meio de cultivo original (CaCl,-2H,0 -
36,76 g/L; MgSO;4 - 18,04 g/L; NaHCOs3, - 12,6 g/L; KoHPO4-3H20 — 11,41 g/L; NaNOs- 85,01 g/L).

4.5- ESTUDO DA VARIACAO DAS CONCENTRACOES DOS MICRONUTRIENTES
NA PRODUCAO DE LIPIDEOS

Foram testadas diferentes concentracdes dos seguintes micronutrientes no meio de
cultivo da Scenedesmus sp.: acido etilenodinitrilo tetracético (Na2EDTA), cloreto de ferro
hidratado (FeClsz-H20), sulfato de cobre pentahidratado (CuSOa4-5H,0) e cloreto de cobalto
hidratado (CoCl2-H20). As concentragdes dos macronutrientes ndo foram alteradas neste

teste.
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Para cada experimento, todas as solugdes-estoque para a preparacdo do meio de
cultivo foram utilizadas, conforme apresentada na Tabela 4.1. Quando ocorreu a variagéo de
um deles, por exemplo no Na,EDTA (Tabela 4.6), a concentragdo dos demais manteve-se a
mesma ja adotada na literatura. Os experimentos também foram realizados utilizando 10% do
volume de meio de cultivo como indculo, intensidade luminosa de 5000 lux, medida por um
luximetro, aeragdo de 0,7 vvm nos reatores e volume util 3 litros, analisando a quantidade de

6leo produzido, o teor de lipideos e biomassa produzida.

Tab. 4.6 - Composicdo do meio para teste dos micronutrientes
Reagentes Solucgdes — estoque (g/L) Meio de cultivo
CaCl2-2H20 = 36,76
MgSO, = 18,04
Solucdo 1 - Sais NaHCO3=12,6
KoHPO4-3H,0 = 11,41
NaNO3 = 85,01

4 mL

Na,EDTA =*

FeClz-H,O = *
CuS0O4-5H0 =*
Solucéo 2 — Ferro ZnS04-7H20 = 0,022

e micronutrientes CoCl-H,O0 =* 4mL
MnCl; -4H,0 = 0,18
Na;MoO;, -2H,0 = 0,008
Agua destilada 1000 mL

*concentragdes variadas de acordo com a concentracdo testada em cada
experimento.

As concentracdes testadas para Na,EDTA, FeCls-H2O, CuSO4-5H20 e CoClz-H20
estdo descritas na Tabela 4.7.

Os micronutrientes que apresentaram algum comportamento relevante na alteracao
de teor de lipideos e biomassa foram testados novamente para reproduzir os resultados.

As concentracdes dos micronutrientes ZnSO4-7H20 e MnCl2-4H.O ndo foram
alteradas, pois segundo a literatura, zinco e manganés participam da rota metabolica para
producdo de lipideos, segundo Lourenco (2006), ndo sendo necessario investigar o

comportamento deles nesta etapa de testes.
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Tab. 4.7 — ConcentracGes dos micronutrientes testadas

Nova concentracéo na

Micronutriente Condicao 5
solucéo-estoque (g/L)
Sem adigéo 0
Metade 2,18
Na,EDTA
Dobro 8,72
Quintuplo 21,8
Sem adigéo 0
Metade 1,575
FeCls3-H.0
Dobro 6,3
Quintuplo 15,75
Sem adigéo 0
Metade 0,006
CuS04-5H20
Dobro 0,024
Quintuplo 0,06
Sem adigéo 0
Metade 0,006
CoCl2-H20
Dobro 0,024
Quintuplo 0,06

As novas concentracdes dos micronutrientes foram calculadas com base na concentracdo da solucao-estoque
proposta no meio de cultivo original: Na,;EDTA - 4,36 g/L; FeCls-H,0 - 3,15 g/L; CuSQO4-5H,0 - 0,012¢/L;

CoCl3-H20 0,012 - g/L

As melhores condigdes da concentracdo dos micronutrientes foram utilizadas para

prosseguir os testes.

4.6- OTIMIZACAO DA CONCENTRACAO DE DE SULFATO DE ZINCO E

CLORETO DE MANGANES

Para otimizar a concentragdo de ZnSQO4-7H20 e concentragdo de MnCl2-4H20 na

producdo de bio-0leo e concentracdo de biomassa seca, foram realizados testes experimentais

baseado em um planejamento estatistico denominado Planejamento Composto Central (PCC).
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O Planejamento Composto Central (PCC foi realizado com 11 experimentos (22) mais
3 réplicas no ponto central e 4 experimentos no ponto axial. O a de rotabilidade foi de 1,415,

resultando em 11 experimentos (Tabela 4.8).

Tab. 4.8 - Matriz do planejamento composto central

_ ZnS04-7H20 MnClz-4H20
Experimento

(9/L) (g/L)
1 -1 -1
2 -1 1
3 1 -1
4 1 1
5 -1,415 0
6 1,415 0
7 0 -1,415
8 0 1,415
9 0 0
10 0 0
11 0 0

Todos os niveis das varidveis estudadas foram adimensionalizados (codificados)

conforme utilizagdo da Equacéo 4.1.

X, = X=Xy) (Eq.4.1)

" X+1_x71
2

e X, =valor codificado da variavel (n=1,2...)

e X =valor davariavel a ser calculada;

e X, =valor da variavel no ponto central;
e X, =valor da variavel no nivel superior;

e X, =valor da variavel no nivel inferior.
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Para o PCC adotou-se as seguintes faixas para a concentracdo de ZnSO4-7H20 e de
MnCl,-4H>0, respectivamente, definidos por testes preliminares: 0,00374 a 0,1283g/L e de
0,0300 a 1,0495 g/L. Neste planejamento foi estabelecido o nivel superior com o sinal +1 das
varidveis escolhidas para o planejamento, sendo a concentracdo ZnSOs-7H>O no meio de
cultivo com microalgas de 0,110 g/L e a concentracdo de MnCl2-4H>0 0,900 g/L. O nivel
inferior das variaveis escolhidas foi representado por -1 sendo a concentragdo de
ZnS04-7H20 0,022 g/L e concentragdo de MnClz-4H,O 0,180 g/L. Estes valores foram
definidos em testes preliminares. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. O
PCC foi feito para as variaveis ZnSOs4-7H,0 e MnCl,-4H,0O pelo fato de que zinco e
manganés participam da rota metabdlica para producéo de lipideos (LOURENCO, 2006).

As Equac6es codificadas (Eg. 4.2 e 4.3) para cada variavel estudada no experimento

foram:
i (concentragdo ZnSO: -7H:0—0,066) _ (concentragdo ZnSO. -7H.0—0,066 ) (Eq.4.2)
[osto-ogz2 [0.044] h
2
", (concentragio MnCl.-4H.0 —0,540) _ (concentragio MnCl.-4H.0 —0,540) (Eq.4.3)
B [0:360] -
2

A Tabela 4.9 mostra as variaveis em suas grandezas reais. As respostas para o
planejamento realizado foram: teor de lipideos (%), quantidade de 6leo produzido por reator

(9) e biomassa seca (g/L).
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Tab. 4.9 - Matriz do planejamento composto central com valores reais
para concentragdes de ZnSO4-7H.0 e MnClz-4H,0
Experimento ZnS04-7H20 (g/L) MnCl2-4H20 (g/L)

1 0,022 0,18
2 0,022 0,9
3 0,11 0,18
4 0,11 0,9
5 0,00374 0,54
6 0,1283 0,54
7 0,066 0,03
8 0,066 1,0495
9 0,066 0,54
10 0,066 0,54
11 0,066 0,54

Abaixo encontra-se descrito a equacdo empirica de 22 ordem (Eg. 4.4) que representa

cada uma das respostas estudadas.

Resposta = o + aX1 + bXo+ dXi2 + eXo?+ gX1 X2 (Eq.4.4)

Sendo:
e o =valor médio da resposta;
e a,b,c,...i=pardmetro da equacao;
e X3 = Concentracdo de ZnSO4-7H>0;
e Xz = Concentra¢do de MnCl2-4H0.

Os calculos estatisticos foram realizados com auxilio do Software Statistica 7.1, da
StatSoft., verificando quais variaveis influenciam em determinada respostas pelos valores de t
de Student, sendo eliminados os efeitos com nivel de significancia maior que 5% e a
otimizacdo foi realizada utilizando a técnica de superficie de respostas.

Ap06s a maximizacdo dos resultados no PCC, foi realizada a reprodugdo experimental
das melhores condicGes para a producdo de lipideos em relacdo as respostas concentragdo de
ZnS04-7H20 e MnCl3-4H,0.
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4.7 - METODOS ANALITICOS

4.7.1 — Determinacédo de biomassa atraves de espectroscopia.

Adotou-se 0 método de espectrofotometria visivel para acompanhamento da producéao
de biomassa a partir do crescimento em relacdo ao tempo de cultivo. Uma aliquota de 4 mL
da amostra foi coletada diariamente para a realizacdo da leitura no espectrofotémetro,
verificando o crescimento das microalgas. Utilizou-se como branco o meio de cultivo sem
microalgas. Foram adotadas as medi¢des no comprimento de 510 nm, para a Nannochloropsis
oculata e 570 nm para das demais, de acordo com Lourenco (2006). O valor da leitura da
absorbancia foi relacionado com uma curva de calibracéo e equacéo previamente construidos,

em que foi possivel determinar a concentracdo de biomassa em g/L (Gris, 2010).

4.7.2 - Intensidade Luminosa

Foi determinada a partir de um luximetro digital Modelo 401025, marca Extech
Instruments. A medicdo da intensidade Luminosa foi feita de modo a caracterizar a

quantidade de luz emitida nos reatores.

4.7.3 — Determinacéo do peso seco da biomassa

Apbs os cultivos, a amostra foi centrifugada em um equipamento modelo Heraeus
Megafuge 16, marca Thermo Fischer Scientific, em um campo centrifugo relativo de 7808 g
por 5 minutos. O sedimento obtido da centrifugagdo foi colocado em béquer previamente
pesado e levado para secagem em estufa a 80°C por 48 horas. Posteriormente as amostras
foram colocadas em um dessecador por 30 minutos e estas foram pesadas, determinando a
biomassa seca final, sendo a concentracdo de células expressas em g/L (LOURENCO, 2006;
GRIS, 2010).

4.7.4 — Quantidade de 06leo e Teor lipideos
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Para a determinacdo da quantidade de 6leo e teor de lipideo, utilizou-se 0 método de
Folch et al. (1957) com banho ultrassonico (Figura 4.5). Aproximadamente 500 mg da
amostra foi macerada em cadinho de porcelana com 20 mL de cloroformio e 10 mL de
metanol (a). Posteriormente a mistura obtida foi colocada um tubo plastico de 50 mL e
mantida em banho ultrassénico a 40 kHz por 90 minutos. Apés este tempo, a amostra foi
submetida a centrifugacdo a 4800 rpm (campo centrifugo relativo de 7808 g) por 8 minutos a
temperatura ambiente. O sobrenadante contendo os lipideos extraidos foi transferido para
outro tubo pléastico de 50 mL e foram adicionados 6 mL de solucdo KCI 0,88%. Apds
agitacdo, houve a formagdo de duas fases, uma hidrofilica e a inferior com lipideos. A fase
superior foi removida e foi adicionado 4 mL de mistura metanol/agua 1:1, seguido de nova
agitacdo. O novo sobrenadante foi retirado e a fase remanescente, contendo lipideos foi
filtrada com sulfato de sodio anidro, recolhida em baldo previamente pesado e o solvente foi
extraido desta fase por meio de evaporador rotativo. O contetdo remanescente no baldo ap6s
a evaporacao dos solventes no processo de extracdo de lipideos foi contabilizado como éleo
produzido pela microalga (b). A quantidade de 6leo produzido é referente ao volume de
cultivo de cada reator (3 litros), que representa a constante da Equacgéo 4.7.

O teor de lipideos em porcentagem massica foi obtido conforme Equacéo 4.7:

(massa de 6leo produzido) x 100 _
(concentragédo dabiomassa) x 3

Teor delipideos (%) = (Eq.4.7)

Sendo:
e Massa de 6leo produzido: expressa em gramas.

e Concentracdo da biomassa: expressa em g/L
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Fig.4.5 — Extracdo de lipideos em evaporador rotativo
(Foto tirada pelo autor)

4.7.5 — Oxigénio dissolvido (OD) e Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

A analise de demanda quimica de oxigénio foi realizada pelo método de oxidacdo por
dicromato de potassio em meio &cido, empregando o procedimento descrito por Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 1998). J& o oxigénio
dissolvido foi medido diretamente no experimento realizado por meio de um sensor

polarogréafico, marca Metler Toledo, previamente calibrado.



CAPITULO 5
RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos o0s resultados obtidos no
desenvolvimento deste trabalho.

51 - PRODUCAO DE BIOMASSA A PARTIR DO CRESCIMENTO DAS
MICROALGAS

A avaliacdo do crescimento de microalgas pela utilizacdo de medidas de densidade
Optica baseia-se na obstrucéo fisica da passagem da luz pelas células, em que quanto maior a
concentracdo celular, maior serd a absorbancia. Segundo os principios da Lei de Lambert-
Beer, a intensidade da luz emitida decresce exponencialmente a medida que a espessura do
meio absorvente aumenta aritmeticamente (HARRIS, 2005).

Apo6s monitoramento diario dos valores de absorbancia para verificar a producdo de
biomassa em funcdo do tempo, foram feitas as relagfes entre absorbancia e peso seco
(APENDICE 1). Com a leitura no espectrofotdmetro da amostra cultivada para a Scenedesmus
sp. foi possivel obter a concentracdo de biomassa em funcdo do tempo na preparacdo do
inéculo, conforme a Figura 5.1.
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Fig. 5.1 — Curva de indculo para crescimento da microalga Scenedesmus sp.
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A Figura 5.1 mostra que entre 0 10° e 0 16° dia ocorreu a estabilidade de crescimento da
Scenedesmus sp. (no 12° dia tem-se 0,168 g/L) e que outra estabilidade do crescimento
ocorreu no 22° e 30° dias. O resultado mostra que para a alga Scenedesmus sp. 0 crescimento
das células foi finalizado no 22° dia, com 0,244 g/L de biomassa. Segundo Sheng-Yi et al.
(2009) e Brown et al. (1997) o acumulo de lipideos em células de microalgas ocorre
principalmente durante a fase estacionéria, o que foi verificado entre 0 10° e 16° dia e também
entre 22° e 30° dia.

Na curva de crescimento apresentada ha a existéncia de etapas de crescimento bem
definidas: a fase de adaptacdo, também chamada de lag, que ocorre até o 2° dia de cultivo
devido a presenca de possiveis células inviaveis e também ao periodo de adaptacdo fisioldgica
das células diante das condicBes de cultivo; uma fase exponencial, também chamada
logaritmica, que variou do 2° ao 10° dia e depois do 16° ao 22° dia, que segundo Gris (2010)
indica o inicio do crescimento e multiplicacdo das células e ocorre porque a microalga vai
consumindo nutrientes e ao término, utiliza alguma substancia de reserva para continuar o
crescimento; a fase estacionaria ocorreu entre 0 10° e 16° dia e ap06s o0 22° dia de cultivo.

As Figuras 5.2, 5.3 e 5.4 mostram, respectivamente, as curvas de crescimento para das
Nannochloropsis oculata, Chlorella sp. e Spirulina platensis, de acordo com as leituras em

absorbéancias apresentadas nos Apéndices 2 a 4.
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Fig. 5.2 — Curva de para crescimento da Nannochloropsis oculata



Resultados e Discussao

0,363+
0,330-.
0,297-.
0,264—.

0,231~

o

Biomassa (g/L)
o o
[ = [
w [o)] [(e]
A A

0,066

0,033+

0,000

0,090 ® ™

™
2 4

L
6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Tempo (Dias)

Fig. 5.3 — Curva para crescimento da Chlorella sp.
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Fig. 5.4 — Curva de para crescimento da Spirulina platensis

44



45
Resultados e Discussao

5.2 - COMPORTAMENTO DE DIFERENTES ESPECIES DE MICROALGAS EM
RELACAO AO TEOR DE LIPIDEOS E BIOMASSA

Nos primeiros testes experimentais, todas as espécies de microalgas disponiveis pelo
grupo de pesquisa foram analisadas de forma a buscar qual delas apresentavam melhores
resultados, principalmente em relacéo ao teor de lipideos (A concentracdo inicial de biomassa
do in6culo, com 12 dias foi de 0,102 g/L).

A Tabela 5.1, apresenta os resultados do teor de lipideos, quantidade de éleo produzido e
biomassa seca para Scenedesmus sp., Spirulina platensis, Nannochloropsis oculata e
Chlorella sp. durante o tempo de 30 dias, nos fotobiorreatores planos verticais em acrilico,

utilizando 10% de volume da microalga como indculo.

Tab. 5.1 — Teor de lipideos, quantidade de O6leo produzido e biomassa seca das
microalgas Scenedesmus sp., Spirulina platensis, Nannochloropsis oculata e Chlorella

sp. durante 30 dias de cultivo em fotobiorreatores planos verticais em acrilico

Teor de lipideos extraido Quantidade de  Biomassa

Microalgas das células 6leo produzido* seca

(%) (9) (9/L)

Scenedesmus sp. 36,70 0,292 0,265
Spirulina platensis 14,22 0,010 0,023
Nannochloropsis oculata 49,49 0,652 0,439
Chlorella sp. 35,09 0,045 0,043

* quantidade produzida por reator com capacidade de 3 litros.

Verifica-se na Tabela 5.1 que a Nannochloropsis oculata apresentou maior teor de
lipideos extraido de suas células, com maior quantidade de biomassa seca produzida, o que
representa uma maior producdo de dleo (0,652 g). Porém, esta microalga é de dificil cultivo
na regido de Uberlandia-MG por ser de dgua salgada. Nesse aspecto, a outra microalga que
apresentou maior quantidade de 6leo produzido foi a Scenedesmus sp., que apresentou teor
lipidico de 36,70%, sendo 0,292 g de 0Oleo, sendo uma microalga de agua doce e de facil
cultivo, ndo necessitando de se trabalhar em meio salino, que é dificil de se conseguir na
regido de Uberlandia — MG e a preparagéo deste com sais marinhos torna o processo com

elevados custos. Além disso, esta microalga nao requer adicdo de vitaminas em seu meio de



46
Resultados e Discussao

crescimento, 0 que também representa uma economia nos custos relacionados a producdo do
meio de cultivo. Assim, adotou-se esta espécie de microalga para prosseguir nos testes,
visando melhorar a extracdo lipidica e aspectos econdmicos com relagdo a custos com

nutrientes.

5.3 - PRODUCAO DE LIPIDEOS E BIOMASSA PELA MICROALGA Scenedesmus sp.
EM REATORES ABERTOS - TIPO BANDEJA - COM MENOR TEMPO DE
CULTIVO E DIFERENTES CONCENTRACOES DE INOCULO

Como a Scenedesmus sp. foi selecionada pelo teste anterior, devido sua producao lipidica
e facilidade no cultivo, esta espécie foi submetida a teste utilizando diferentes concentracdes

de in6culo e tempo de cultivo menor, 12 dias, conforme Tabela 5.2.

Tab. 5.2 — Teor de lipideos, quantidade de 6leo produzido e biomassa da microalga
Scenedesmus sp. com diferentes concentracfes de inoculo e 12 dias de cultivo em

reator tipo bandeja aberto.

Teor de lipideos extraido Quantidade de  Biomassa

In6culo (%) viv das células 6leo produzido* seca
(%) (9) (9/L)

10% Scenedesmus sp. 7,71 0,099 0,432
20% Scenedesmus sp. 4,17 0,099 0,799

10% de inoculo significa que utilizou-se um volume de inéculo de 300 mL e este apresentou concentragdo de
0,102 g/L de microalgas e 20% utilizou volume de in6culo 600 mL com concentracdo de 0,204 g/L de
microalgas.

* quantidade produzida por reator com capacidade de 3 litros.

Ao longo dos 12 dias de cultivos, nota-se na Tabela 5.2 que quando se utilizou uma
menor concentragdo de inoculo (10%), o teor de lipideos extraido das células foi maior do que
quando se utilizou 20% de indculo e ainda obteve-se uma menor concentragdo de biomassa,
gerando menor quantidade de residuos. Os resultados mostram também que a producdo de

lipideo para ambos os casos foi igual (0,099 g de 6leo). Esse resultado foi fundamental para
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verificar que a producdo de bio-6leo ndo estd associada ao crescimento celular e sim
relacionada ao armazenamento de reservas nutricionais (LEMOS et al., 2012).

Fazendo comparacdo dos resultados apresentados na Tabela 5.1 com a Tabela 5.2,
verifica-se que nesta ultima obteve-se menor teor lipidico, porém foi utilizado somente 12
dias de cultivo. Mesmo sendo menor o teor de lipideos, este experimento foi importante para
verificar que reduzindo o tempo de cultivo também é possivel a obtencdo de bio-6leo, sendo
possivel efetuar estudos em tempos menores para maximizar o teor de lipideos.

Nos reatores do tipo bandeja aberto verificou-se perda de dgua durante o processo a
qual precisou ser reposta. Este fato deve estar relacionado com a evaporacdo do meio de
cultivo ao longo dos dias. Este comportamento mostrou que havia a necessidade de se realizar
experimentos em reatores abertos e cobertos para melhor avaliar esse comportamento.

Como um dos objetivos deste estudo foi maximizar a producdo lipidica, adotou-se o
uso de inéculo com 10% (v/v) da microalga como padrdo para a realizacdo dos proximos

testes experimentais.

5.4 - AVALIACAO DO TEOR LIPIDICO E BIOMASSA EM REATORES TIPO
BANDEJA ABERTO E COBERTO COM FILME PVC EM DIFERENTES TEMPOS
DE CULTIVO

A Tabela 5.3 apresenta os resultados para os experimentos realizados nos reatores de
bandeja (aberto e coberto) para os tempos de 12 e 24 dias de cultivo, utilizando 10% de

volume de indculo.

Tab. 5.3 — Resultados para teor de lipideos, quantidade de 6leo produzido e biomassa em

reatores de bandeja (aberto e coberto) com 12 e 24 dias de cultivo.

o Quantidade )
) Teor de lipideos ; Biomassa
) ) Tipo do reator de ] ) de dleo
Dias de Cultivo ) extraido das celulas _ seca
bandeja produzido
(%) (9/L)
(@)
1 Aberto 7,11 0,047 0,221
Coberto c/ filme PVC 13,76 0,059 0,143
04 Aberto 1,04 0,007 0,236

Coberto c/ filme PVC 2,13 0,007 0,116
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Na Tabela 5.3 é possivel verificar que o maior teor de lipideos realmente continua
sendo quando as microalgas sdo cultivadas em 12 dias de experimentos. Foi observado que
qguando se trabalhou com os reatores em formato de bandeja, os melhores resultados
ocorreram quando estes foram cobertos com filme de PVC (Figura 5.5), chegando a 13,76%
de lipideos em relacdo a massa seca de biomassa final produzida com uma producdo de 0,059
g de 6leo no reator. Este resultado mostra que a producdo de bio-6leo foi maior quando se
trabalhou com reatores cobertos, evitando perdas relacionadas a evaporacdo. Ao se trabalhar
com reatores abertos, as microalgas sao cultivas com exposi¢cdo ao ambiente, ocorrendo
variacdo do volume do meio de cultivo devido evaporacdo. Este inconveniente foi corrigido

com a adicdo de agua destilada, procedimento este também adotado por Moraes et al. (2012).

I

Fig. 5.5 — reatores de bandeja coberto com filme PVC
(Foto tirada pelo autor)

Além do experimento com reator de bandeja coberto com filme PVC apresentar
melhor resultado em 12 dias, houve uma menor producéo de biomassa nos reatores cobertos.

Durante os experimentos realizados em 24 dias de cultivo, também foi acompanhado a
concentracdo de oxigénio dissolvido, com intuito de verificar possiveis interferéncias e
variagcOes deste parametro ao longo do tempo de experimento. As Figuras 5.6 e 5.7 mostram,
respectivamente, a concentracdo de oxigénio dissolvido para os experimentos realizados em
reatores do tipo de bandeja aberto e coberto com filme PVC.



49
Resultados e Discussao

0, dissolvido (mg/L)
= P = =
oL L R B SRR R
[ ]
[ ]
[ ]
[

o

¥ 17
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (Dias)
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Fig. 5.7 — Perfil do O2 dissolvido em reator de bandeja coberto com filme de PVC em funcéo

do tempo.

Nas Figuras 5.6 e 5.7, verifica-se que houve varia¢des das concentracdes de oxigénio
dissolvido ao longo do tempo de realizacdo dos experimentos. Verifica-se que até
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aproximadamente até o 14° dia houve um aumento na concentracdo de oxigénio dissolvido em
ambos 0s casos, e depois houve uma queda. Contudo, nos experimentos em que 0s reatores de
bandeja foram cobertos, ou seja, sem a evaporacdo do meio e reposi¢do de agua ocorreu maior
estabilidade da concentracdo de oxigénio do que no reator aberto. Logo, verifica-se uma
maior eficiéncia dos reatores cobertos.

Ap0s verificar que houve variagfes na concentracdo de oxigénio dissolvido ao longo
do tempo nos experimentos, constatou-se a necessidade de se verificar a existéncia de alguma
relacdo entre o oxigénio e a producado de lipideos. Logo, foi efetuado um estudo do perfil do
tempo para verificar se o tempo ideal de cultivo nos reatores era de 12 dias ou néo, e o teor de
lipideos e biomassa em diferentes dias, dentro do prazo total de 24 dias. Como foi verificado
que o melhor reator foi o coberto, ou seja, fechado, utilizou-se os reatores em acrilicos na
forma retangular vertical, pois estes também sdo cobertos (fechados) e foram construidos
especificamente para este fim, proporcionando melhor controle interno da temperatura para as

microalgas e tornando-se nula a evaporagéo do meio (Figura 5.8).

-

Fig. 5.8 - Reatores em acrilicos na forma retangular vertical

(Foto tirada pelo autor)
5.5 - IDADE DO INOCULO
Como resultados dos testes preliminares para biomassa seca, teor de lipideos e

guantidade de 6leo produzido nos experimentos cultivados ao longo de 12 dias de
fermentacdo com 10% de indculo de diferentes idades, tem-se os resultados apresentados na
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Tabela 5.4 para os experimentos cultivados com inoculo com 6, 12, 15, 18 e 24 dias de

crescimento.

Tab 5.4- Resultados para teor de lipideos, quantidade de 6leo produzido e biomassa para

indculos de diferentes idades para Scenedesmus sp.

Idade do Teor de Lipideos Quantidade de
o Biomassa seca extraido das 6leo produzido por
Exp. inoculo @) células reator
(dias) (%) (9)
1 6 0,127 8,39 0,032
2 12 0,211 18,95 0.120
3 15 0,234 12,96 0,001
4 18 0,178 16,85 0,090
5 24 0,266 4,00 0,032

Na Tabela 5.4, verifica-se que no experimento 2 onde utilizou indculo com idade de
12 dias, obteve-se 18,95% de teor de lipideos, e 0,120 g de dleo produzido, sendo os valores
maximos alcancados. Comparando o experimento 2 com os demais, verificou-se que a maior
concentracdo de biomassa ndo representava maiores valores no teor de lipideos como mostra
0 experimento 3 e 5. Logo, objetivando a producdo lipidica, adotou-se 12 dias como o0 tempo
de crescimento das microalgas no inoculo. Segundo Lemos et al. (2012), as microalgas
quando reduzem sua multiplicacdo celular podem armazenar reservas nutricionais, e 0S

lipideos podem se incluir neste caso.

5.6 - PERFIL DO TEMPO DE REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS E PERFIS DO
TEOR DE LIPIDEOS, OXIGENIO DISSOLVIDO E DEMANDA QUIMICA DE
OXIGENIO DURANTE O CRESCIMENTO DA MICROALGA Scenedesmus sp.

Visando definir o tempo de processo mais adequado para producéo de bio-6leo nos
biorreatores, foi avaliado os perfis de concentracdo de biomassa seca, teor de lipideos,
concentracdo de oxigénio dissolvido e a concentragdo de demanda quimica de oxigénio
(DQO) no meio fermentativo em funcdo do tempo de processo nos biorreatores em acrilico

na forma retangular vertical (Figura 5.9).
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O perfil de crescimento apresentado na Figura 5.9 mostra que o acimulo de lipideos
ndo esta associado ao crescimento da microalga, expresso pela concentracdo de biomassa.
Observa-se que quando ocorreu a maior producédo de lipideos, ente os dias 11° (11,40%) e
13° (18,15%), a concentracdo da biomassa era de 0,200 g/L e 0,221 g/L respectivamente. A
maior producdo de biomassa ocorreu no 21° dia de crescimento, com 0,301 g/L. Essa
méaxima producdo condiz com o crescimento das microalgas de acordo com Yuan-Kun e Hui
(2004), em que ap0s este periodo a microalga entra em uma fase de declinio, como ocorreu
no 23° dia de crescimento, em que a producdo da microalga esteve em 0,213 g/L.

A concentragdo de oxigénio dissolvido € um parametro dificil de analisar devido a
agitacdo fornecida pela corrente de ar e do oxigénio gerado fotossinteticamente pelas
reacOes de Hill, em que ocorre a liberagdo de O; (FAY, 1983). Os resultados apresentados
mostram que maiores teores de lipideos foram obtidos no periodo em que as concentracdes
de oxigénio dissolvido foram maiores. Este resultado indica que o metabolismo
fotossintetizante da Scenedesmus sp. pode estar relacionado ao de producdo de lipideos.
Portanto, buscando otimizar condi¢Ges operacionais, adotou-se que a melhor producéo de
6leo ocorreu no 12° dia de crescimento da microalga.

A Figura 5.9 mostra que a diminuigdo de DQO coincide com a redugéo do teor de
lipideos (13° dia). Este fato pode estar relacionado ao consumo de carga organica do meio

com a reducdo da reserva de 6leo nas microalgas.

5.7 - INSERCAO DE VITAMINAS NO MEIO DE CULTIVO DA MICROALGA
Scenedesmus sp. EM REATORES VERTICAIS EM ACRILICO

A Figura 5.10 apresenta os resultados obtidos para o teor de lipideos, biomassa seca,
oxigénio dissolvido e DQO para os experimentos realizados com a inserc¢do de vitaminas nos

reatores verticais em acrilico.
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Fig. 5.10 - Perfis do teor de lipideos (%) concentracdo da biomassa (g/L), DQO (mgO2/L) e
oxigénio dissolvido (mgO-/L) em funcdo do tempo de processo para reatores verticais em
acrilico com vitaminas

A Figura 5.10 mostra que quando s&o inseridas vitaminas no meio de cultivo da
Scenedesmus sp. o valor do teor de lipideo e o0 seu comportamento foi semelhante ao processo
sem adicdo de vitaminas, mas a quantidade de 6leo foi menor (processo sem vitaminas 0,120
g de 6leo, com teor de lipideos em 18,15% e com vitaminas 0,112 g 6leo e 18,00% para teor
de lipideos). Observa-se também que ocorreu uma queda na DQO préximo de 12 dias, quando
houve maior producdo de lipideos e neste tempo também ha um aumento na concentragdo de
oxigénio dissolvido. Portanto optou-se por ndo adicionar vitaminas a0 meio para a

Scenedesmus sp., 0 que representa uma economia no processo de producéo do bio-0leo.

5.8- VARIACAO DAS CONCENTRACOES DOS MACRONUTRIENTES NO MEIO
DE CULTIVO.

Os resultados para o0s experimentos com diferentes concentragdes dos

macronutrientes séo apresentados na Tabela 5.5.



55
Resultados e Discussao

Tab. 5.5 — Resultado para o teor de lipideos, quantidade de 6leo produzido e biomassa para
cada experimento em funcéo das concentra¢des dos macronutrientes

Concentragao Teor de Quantidade
] ) na solucéo- Biomassa lipideos de 6leo
Macronutriente Condicéo extraido das produzido
estoque @/L) células por reator
(g/L) (%0) )
Sem adicdo 0 0,075 6,78 0,015
CaClz-2H:0 Metade 18,38 0,194 16,79 0,098
Dobro 73,52 0,225 7,41 0,050
Sem adicio 0 0,057 8,72 0,015
MgSO, Metade 9,02 0,185 16,31 0,091
Dobro 36,08 0,138 6,22 0,026
Sem adicao 0 0,064 9.47 0,018
NaHCOs Metade 6,3 0,110 9,21 0,030
Dobro 25,2 0,064 6,01 0,012
Sem adigéo 0 0,001 0,00 0,000
KzHPO4-3H.0 Metade 5,705 0,010 7,25 0,002
Dobro 22,82 0,230 4,34 0,030
Sem adicio 0 0,127 9,37 0,036
NaNO; Metade 42,55 0,155 2,17 0,010
Dobro 170,02 0,150 6,68 0,030

As novas concentra¢fes dos macronutrientes foram calculadas com base na concentracdo da solucéo-estoque
proposta no meio de cultivo original (CaCl,-2H,0O - 36,76 ¢g/L; MgSQO,4 - 18,04 g/L; NaHCOs, - 12,6 g/L;
K2HPO4-3H,0 — 11,41 g/L; NaNOs- 85,01 g/L).

Com base nos resultados apresentados na Tabela 5.5, verifica-se que a alteragéo das
concentracdes dos macronutrientes ndo apresentou nenhum perfil que melhorasse os teores de
lipideos e nem a quantidade de lipideos produzida, quando comparado aos resultados
apresentados na Figura 5.9, onde se obteve teor de lipideos de 18,15%, uma quantidade de
6leo de 0,120 g e concentragdo de biomassa 0,221 g/L. Este fato mostra que ndo ha uma
interferéncia positiva para a producdo de lipideos quando as concentragfes dos
macronutrientes s&o alteradas.

Assim, como individualmente os experimentos que foram realizados com a metade da
concentracdo de CaClz-2H>0 e MgSO4 foram os que apresentaram maiores teores de lipideos,
estes foram reproduzidos novamente, em duplicatas, e também feito experimento combinando
as metades das concentragdes de CaCl,-2H.O e de MgSO4 do meio tradicional, conforme os

resultados da Tabela 5.6, feitos em duplicata:



56
Resultados e Discussao

Tabela 5.6 - Teste com alteragdo simultaneamente em CaClz:2H,0 e MgSOs .

Teor de

- Biomassa  Lipideos nginéllggde
Exp. Condicéo extraido das :
(g/L) . produzido
células @
(%) ;
Metade CaClz-2H,0 e Normal MgSO, 0.191 15,87 0.091
1 1 1
Metade CaCl,-2H,0 e Normal MgSO, 0,182 16,78 0,092
Metade MgSO4 e Normal CaClz-2H.0 0.190 17,75 0.101
2 ! )
Metade MgSO. e Normal CaCl,-2H,0 0,184 17,87 0,099
Metade MgSO, e Metade CaCl,-2H,0 0.193 14,61 0.085
3 1 1
Metade MgSO4 e Metade CaCl,-2H20 0,190 14,57 0,083

As novas concentra¢fes dos macronutrientes foram calculadas com base na concentracdo da solucdo-estoque
proposta no meio de cultivo original (CaCl;-2H,O - 36,76 g/L; MgSO, - 18,04 g/L; NaHCOs;, - 12,6 g/L;
K,HPO,-3H,0 — 11,41 g/L; NaNOs- 85,01 g/L).

Os resultados apresentados na Tabela 5.6 mostram que quando se combinam as
diferentes concentracBes de CaCl,-2H,0 e MgSO4 ndo se conseguiu superar a quantidade de
oleo lipideos de 0,121 g e de seu teor de 18,15%. Assim, ndo é viavel proceder com nenhuma
alteracdo nos macronutrientes. Os resultados das Tabelas 5.5 e 5.6, mostram também que
houve uma boa reprodutibilidade dos experimentos. As microalgas s&o uma matéria-prima
promissora para a producdo de biodiesel devido a sua alta taxa de crescimento, além de
possuir altos rendimentos em lipideos e capacidade para crescer em diferentes ambientes. A
elevada producédo de lipideos muitas vezes sO é alcancada sob determinadas condicdes de
estresse, que impedem o crescimento destas, proporcionando uma producao ideal de lipideos
(BLATTI et al., 2013).

5.9 -ESTUDO DA VARIACAO DAS CONCENTRACOES DOS MICRONUTRIENTES
NA PRODUCAO DE LIPIDEOS.

A Tabela 5.7 apresenta os resultados obtidos para biomassa seca, teor de lipideos
extraido das células e quantidade de o6leo produzido pela Scenedesmus sp. para 0s
experimentos em funcdo das concentracbes dos micronutrientes Na,EDTA, FeClz-H20,
CuS04-5H20 e CoCl,-H20.
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Tab. 5.7 — Resultados para o teor de lipideos e biomassa para cada experimento em funcgéo
concentragdes dos micronutrientes.

Concentracdo

Teor de
) ) . na solugao- Biomassa Lipideos Quantidade de
Micronutriente  Condicéo extraido das 6leo produzido
estoque (9/L) 4
células (9)

(9/L) (%)
Sem adicdo 0 0,077 4,35 0,010

Metade 2,18 411
Na,EDTA 0,081 0,010
Dobro 8,72 0,053 13,75 0,022
Quintuplo 21,8 0,065 5,10 0,010
Sem adicdo 0 0,079 8,12 0,019

Metade 1,575 15,83
FeCls-H.0 M 0,080
Dobro 6,3 0,103 10,92 0,034
Quintuplo 15,75 0,074 7,99 0,018
Sem adicio 0 0,071 9,36 0,020

Metade 0,006 8,11
CuS04-5H,0 0.074 0,018
Dobro 0,024 0,086 3,90 0,010
Quintuplo 0,06 0,051 6,56 0,010
Sem adicdo 0 0,063 10,78 0,020

Metade 0,006 16,27
CoCly-H,0 0174 0,085
Dobro 0,024 0,079 12,36 0,029
Quintuplo 0,06 0,047 7,06 0,010

As novas concentracBes dos micronutrientes foram calculadas com base na concentragdo da solucdo-estoque
proposta no meio de cultivo original: Na;EDTA - 4,36 ¢g/L; FeCls-H,O - 3,15 g/L; CuSO4-5H,0 - 0,012g/L;
CoCl»-H,0 0,012 - g/L

Nos resultados apresentados na Tabela 5.7 verifica-se que nos experimentos em que
ocorreu alteragdo nas concentragdes dos micronutrientes ndo ocorreu elevacdo no teor de
lipideos e na quantidade de Oleo produzida comparativamente em relagdo as condigdes
definidas anteriormente.

Visando avaliar mais detalnadamente o efeito das concentragbes de FeCls-H20 e
CoCl,-H-0 foi efetuado experimentos com diferentes concentragdes destes compostos e com

a repeticdo da metade da concentracdo destes, conforme mostra a Tabela 5.8
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Tab. 5.8 — Reprodutibilidade dos experimentos em funcdo da concentracdo de FeClz-H20 e
CoCl2-H0

Concentragéo Teor de Quan'gldade
N : i de oleo
_ ) L na solugéo- Biomassa  Lipideos duzid
Micronutriente Condigdo extraido das ~ Preauzido
estoque (g/L) células (9)
(g/L) (%)
Ya 0,788 0,143 15,38 0,066
Metade 1,575 16,01
FeClHL0 0,172 0,083
3 2,363 0,183 13,48 0,074
Dobro 6,3 0,079 12,78 0,030
Y, 0,003 0,164 14,88 0,073
Metade 0,006 16,67
CoClz-H20 0.173 0,087
3 0,009 0,125 14,04 0,053
Dobro 0,024 0,107 11,72 0,038

As novas concentragcBes dos micronutrientes foram calculadas com base na concentragdo da solucdo-estoque
proposta no meio de cultivo original: Na,EDTA - 4,36 g/L; FeCls-H,0 - 3,15 g/L; CuSO4-5H,0 - 0,012g/L;
CoClz-H,0 0,012 - g/L

Os resultados obtidos na Tabela 5.8, mostram que a utilizacdo de concentracdes de
FeClz-H20 e CoCl,-H20 diferentes das empregadas na Tabela 5.7 e da utilizada inicialmente
(Tabela 4.1) ndo proporcionaram aumento na producdo de 6leo e no teor de lipideos em
relacdo aos testes iniciais. Nesse aspecto, conclui-se que dentre os micronutrientes estudados,
ndo é viavel a alteracdo de suas concentracdes, pois ndo ha melhora na producao de lipideos.

A alteracdo individual da concentragdo dos micronutrientes ZnSO4-7H.O e
MnCl,-4H>O ndo foi investigada neste teste, assim como feito com os demais
micronutrientes, pois a literatura informa que estes apresentam papéis metabodlicos ja
definidos na producéo de lipideos, em que estes atuam como co-fator de enzimas e no Ciclo
de Krebs (LOURENCO, 2006).

5.10 - OTIMIZACAO DA CONCENTRACAO DE ZnSOs E MnCl2

Para otimizacgdo da concentracdo de zinco e cloreto de manganés foram experimentos

realizados baseados em um planejamento estatistico denominado Planejamento Composto
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Central (PCC) obtido para as varidveis concentracdo de ZnSO4-7H.0 (X1) e concentracdo de
MnCl,-4H>0 (X2), conforme disposto na Tabela 5.9. Como resposta dos experimentos, foram
obtidas como respostas o teor de lipideos, expresso em %, quantidade de lipideos produzidos,
em gramas e biomassa seca (g/L). Todos os experimentos foram feitos em triplicatas nos
reatores dispostos na Unidade Experimental e os resultados apresentados sdo a média dos
valores obtidos.

Tab. 5.9 - Resultados do planejamento composto central em relacdo a concentracdo de
ZnS04-7H20 e MnCl,-4H20.

Teor de Lipideos  Quantidade

Biomassa
Exp. ZnS04-7H,O0  MnCl;-4H,0 seca extraido das de c')lelo
(9/L) (o/L) @) células produzido
(%0) 9
1 0,022 (-1) 0,18 (-1) 0,074 30,41 0,067
2 0,022 (-1) 0,9 (+1) 0,109 26,12 0,086
3 0,11 (+1) 0,18 (-1) 0,111 25,98 0,087
4 0,11 (+1) 0,9 (+1) 0,045 19,25 0,026
5 0,00374 (-0) 0,54 (0) 0,106 31,96 0,102
6 0,1283 (+a) 0,54 (0) 0,086 17,58 0,045
7 0,066 (0) 0,03 (-a) 0,067 39,16 0,079
8 0,066 (0)  1,0495 (+a) 0,044 19,14 0,025
9 0,066 (0) 0,54 (0) 0,103 47,32 0,146
10 0,066 (0) 0,54 (0) 0,095 50,01 0,143
11 0,066 (0) 0,54 (0) 0,097 48,32 0,141

5.10.1 - Analise estatistica a resposta Teor de Lipideos, quantidade de dleo produzido e

biomassa seca

Para analise dos dados apresentados na Tabela 5.9, foi adotada uma area de rejeigéo de
5% em um teste de hipoteses t de Student e relacionando as varidveis independentes com a
resposta teor de lipideos e biomassa seca. As Equacgdes 5.1, 5.2 e 5.3 descrevem os modelos

empiricos ajustados para o teor de lipideos, quantidade de 6leo produzido e concentracdo de
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biomassa seca, respectivamente, em funcdo das variaveis significativas. Os valores dos
coeficientes determinacio (R?) foram de 0,961, 0,980 e 0,965 para as respostas teor de
lipideos, quantidade de 6leo produzido e biomassa, respectivamente. Estes resultados indicam
que 96,1%, 98,0% e 96,5% dos dados experimentais ajustam aos modelos de suas respectivas

equacoes.

Teor de Lipideos (%) = 48,55 — 3,95X1—4,91X, —12,26X1X1— 10,08X2X> (Eq.5.1)

Qtd. de 6leo (g) = 0,1432 — 0,0150X1— 0,0148X> — 0,0338X1X1— 0,0447X2X2— 0,0197X1X>
(Eq. 5.2).

Biomassa (g/L) = 0,0995 — 0,0070X1 — 0,0079Xz — 0,0195X2Xz — 0,0253X1X2 (Eq.5.3)

Para a Equacdo 5.1 (teor de lipideos) e Equacéo 5.2 (quantidade de 6leo produzido) os
valores negativos para X1 e X indicam que menores concentragdes de ZnSOs-7H.0 e
MnCl2-4H>0 conduzem a maiores teores de lipideos e maior produgdo de 6leo, conforme
comparacao entre 0s experimentos: 5 e 6, 7 e 8. J& para a resposta concentracdo de biomassa
(Equacdo 5.3), os sinais negativos de Xi e Xz mostram que menores concentragoes
ZnS04-7H20 e MnCl2-4H20 levam a uma maior producdo de biomassa, o que pode ser
comprovado comparando os resultados obtidos nos experimentos 1 e 4 (Tabela 5.9).

A Figura 5.11 mostra a distribuicdo dos residuos em torno de zero para a resposta teor
de lipideos. A distribuicdo dos residuos foi aleatéria em torno de zero, sem nenhuma
tendéncia. A Figura 5.12 mostra os valores preditos em fungdo dos observados, em que 0s

valores observados ficaram proximos dos preditos.
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A Figura 5.13 mostra a distribuicdo dos residuos em torno de zero relativos a

bioamassa, sendo aleatoria e sem nenhuma tendéncia. A Figura 5.14 mostra os valores

preditos em funcdo dos observados para a resposta biomassa, em que os observados ficaram

préximos dos preditos.
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Os valores reais de concentragdo de ZnSO4-7H20 e de MnCl,-4H,0 que maximizaram a

resposta foram respectivamente 0,058 g/L e 0,467 g/L. Utilizando a Equacédo 5.1 tem-se que

nesta condic¢do foi produzido teor de lipideos de 43,79%, com valores codificados, e na

Equacdo 5.2, houve 0,125 g de 6leo produzido, sendo proximo dos resultados de teor de

lipideos e quantidade de 6leo produzido apresentado nos experimentos 9, 10 e 11, que sdo 0s
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pontos centrais (47,32, 50,01, e 48,32 % respectivamente). Este fato mostra a importancia de
se analisar as respostas utilizando as curvas de contorno, visando obter a situagcdo de maior
viabilidade econémica. Segundo Becker (2004), o contetdo de lipideos de biomassa de
microalgas pode variar de 1 a 40% do peso seco e em determinadas condi¢des de cultivo
podendo alcangar até 85%. Gris (2010) encontrou 36,3% de lipideos para a Nannochloropsis
oculada em cultivo de 11 dias em reator “airlift”, também utilizando o método de extracdo de
Folch et al (1957) com banho ultrassonico.

Lemos et al (2012) obtiveram de 24 a 30% de teor de lipideos totais durante o cultivo da
Scenedesmus sp. durante 9 dias, sem otimizagdo da concentracdo dos nutrientes presentes no
meio de producéo.

Utilizando na Equacdo 5.3 o valor calculado no ponto de otimizacdo (0,058 g/L de
ZnS04-7H20 e 0,467 g/L MnCl,-4H,0) para a biomassa, encontra-se 0,091 g/L, sendo
préximo ao valor da biomassa apresentada nos experimentos 9, 10 e 11 (0,103, 0,095 e 0,097
g/L, respectivamente), que foram as concentracbes da biomassa seca no ponto central do
PCC. Lemos et al. (2012), ap6s 12 dias de cultivo da Scenedesmus sp, obtiveram em média
0,44 g/L de biomassa seca. Neste trabalho utilizou-se 10% de volume de indculo em galdes de
10 litros. O formato do reator e 0 seu volume, pode justificar uma maior concentragcdo de
biomassa.

Os valores de biomassa da Tabela 5.9 foram menores do que a concentracdo de
biomassa encontrada por Gris (2010), que encontrou de 0,2 a 0,4 g/L de biomassa seca
guando do cultivo da Nannochloropsis oculata em fotobioreator do tipo “airlift”, sem a
entrada de CO», durante 11 dias de experimentos.

O efeito das variaveis concentragdo de ZnSO4-7H20 e concentragdo de MnCl,-4H,0
para a resposta teor de lipideos também pode ser visualizado nos graficos de superficies de

resposta, conforme Figura 5.15 e sua curva de contorno (Figura 5.16).
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Fig. 5.15 - Superficie de resposta para o teor de lipideos em relagdo a concentragdo
ZnS04-7H20 e concentra¢do de MnCl2-4H20
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Fig. 5.16 - Curvas de contorno para o teor de lipideos em relagdo a concentracdo ZnSO4-7H20
e concentracgdo de MnCl»-4H,O
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Com a superficie de resposta e a curva de contorno, respectivamente apresentados nas
Figuras 5.15 e 5.16 tem-se que a faixa para os melhores resultados para a maiores teores de
lipideos esta aproximadamente entre 0,04 a 0,08 g/L de ZnSO4-7H20 e 0,3 a 0,6 ¢g/L de
MnCl2-4H,0. Estas faixas também sdo visualizadas na curva de contorno para a quantidade

de 6leo produzido, que apresentou comportamento semelhante, conforme Figura 5.17.
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Fig. 5.17 - Curvas de contorno para a quantidade de 6leo produzido em relacdo a
concentragdo ZnS0O4-7H20 e concentracdo de MnClz-4H.0

Schroeder et al. (2012) obtiveram um rendimento de 12,3% de teor de lipideos (acidos
graxos) apds processo de hidrdlise da microalga, em relagdo a massa seca utilizando a
Scenedesmus sp. Este baixo valor pode estar relacionado a utilizacdo de esterificacdo acida
para a retirada dos lipideos e ndo otimizagdo de melhores condi¢Ges experimentais dos
nutrientes.

O efeito das variaveis concentracdo de ZnSO4-7H20 e concentragdo de MnCl,-4H,0
para a biomassa pode ser visualizado nas superficies de resposta mostrado nas Figuras 5.18 e
5.19.
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Fig. 5.18 - Superficie de resposta para a biomassa em rela¢do a concentracao
ZnS04-7H>0 e concentracdo de MnCl2-4H,0
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Fig. 5.19 - Curvas de contorno para a biomassa em relagcdo a concentracdo ZnSO4-7H.0
e concentracao de MnClz-4H,0
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Nas Figuras 5.18 e 5.19, para a resposta concentragdo de biomassa seca, observou-se
que a ha duas regibes em que ha maior concentracdo de biomassa. Observou-se que o0 ponto
onde se encontra as concentracfes de 0,058 g/L de ZnSO4-7H20 e 0,467 g/L MnCl2-4H,0
estd localizado proximo a estas duas regides. Este resultado mostra que maiores teores de
lipideos foram obtidos com uma quantidade de residuo que ndo foram as maximas
apresentadas na Tabela 5.9.

A maior producao de 6leo ocorreu quando se obteve uma menor producdo da biomassa.
Segundo Lemos et al. (2012), isso pode ocorrer porque houve limitacdo de nutrientes no
meio, assim as microalgas reduziram sua multiplicacdo celular e passaram a armazenar
reservas nutricionais.

Na avaliacdo conjunta das variaveis, foi possivel observar que quando se obteve maior
quantidade de dleo produzido nos experimentos obteve-se também maior crescimento da
biomassa, embora isso ndo aconteca necessariamente em todos 0s experimentos, como no
experimento 6, em que a quantidade de 6leo produzida foi pequena (teor de lipideos 17,58% e
0,045 g de 6leo produzido) se comparada com as demais onde houve crescimento celular
significativo (0,086 g/L).

Analisando a regido de otimizacdo (obtida por meio das superficies de resposta), e 0s
resultados determinados na condicdo central do PCC, foi considerado como sendo as
melhores condi¢des em relacdo a resposta teor de lipideos: concentracdo de ZnSOa4-7H20 0,06
g/L e concentragdo de MnCl-4H>0 de 0,5 g/L.

5.10.2 - Reprodutibilidade nas melhores condic¢des experimentais do PCC

A reprodutibilidade do processo foi feita objetivando confirmar os resultados obtidos
nos pontos centrais do PCC (experimentos 9, 10 e 11 da Tabela 5.9) e a condicao selecionada
(0,06 g/L de ZnSO4-7H20 e 0,5 g/L de MnCl2-4H,0). A Tabela 5.10 mostra os resultados em

um comparativo com os pontos centrais do PCC.
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Tab. 5.10 - Comparativo entre os resultados dos pontos centrais do PCC e reproducdo do

melhor ponto na condi¢do otimizada.

ZnSOs7H:0  MnCl-4H,O Biomassa | oor 9€ Quantidade de
EXp. Lipideos 6leo produzido
(g/L) (g/L) (/L) extraido das por reator
células (%) (9)
Melhor
0,06 0,5 0,099 47,50 0,141
ponto
9 0,066 0,54 0,103 47,32 0,146
10 0,066 0,54 0,095 50,01 0,143
11 0,066 0,54 0,097 48,32 0,141

De acordo com as respostas obtidas na condicdo selecionada pode-se dizer que a

escolha da condicdo foi satisfatoria. Os resultados mostraram que a andlise conjunta das

variaveis empregando planejamento de experimentos e utilizando uma faixa adequada para as

variaveis de processo proporcionaram uma melhora de 161,7% no teor de lipideos e de 16,9%

na quantidade de 6leo produzida e reducdo de 55,32% na concentracdo de biomassa seca.

Segundo Oliveira (2013), o teor de lipidios da Scenedesmus sp. pode variar de 11 a 20 %, em

cultivos padrdes, quando ndo ha otimizacdo das varidveis de processo. Verifica-se que o teor

de lipideos obtido neste trabalho foi superior a faixa definida pelo autor supracitado.



CAPITULO 6
CONCLUSOES

A partir dos resultados, foi possivel concluir que:

Entre as microalgas Scenedesmus sp., Spirulina platensis, Nannochoropsis oculata e
Chlorella sp, a microalga mais vidvel para a producdo de bio-6leo na regido de
Uberlandia foi a Scenedesmus sp., em reatores verticais em acrilico, com12 dias de

experimento.

A otimizacdo dos nutrientes do meio de cultivo da Scenedesmus sp, mostrou que a
producéo de lipideos é favorecida quando se trabalha com 0,06 g/L de ZnSO4-7H20 e
0,5 g/L de MnCl2-4H>0, representando uma melhora de 161,7% no teor de lipideos e
de 16,9% na quantidade de 6leo produzida e reducdo de 55,32% na concentracdo de

bhiomassa seca.

O aprimoramento do processo de producdo de lipideos e utilizacdo da microalga para
tratamento de efluentes industriais, torna-se uma questdo tecnolégica e de engenharia,
buscando reduzir custos dos sistemas heterotroficos e sendo uma alternativa

interessante na producdo de bio-6leo a partir da biomassa de microalgas.
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CAPITULO 7
SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Cultivar as microalgas Spirulina platensis, Nannochoropsis oculata e Chlorella
sp, em meio com efluentes industriais, verificando crescimento celular e

lipideos produzidos;

Analisar a producdo de lipideos pelas Spirulina platensis, Nannochoropsis

oculata e Chlorella sp, utilizando 20% de volume de in6culo;

Verificar a remocdo de carga orgéanica da Nannochoropsis oculata quando

cultivada em soro de leite ou algum outro efluente;

Analisar o perfil de absorcdo e desor¢do de CO2 pelas Spirulina platensis e

Nannochoropsis oculata;
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CAPITULO 9
APENDICES

APENDICE 1
ESPECTROSCOPIA VISIVEL - RELA(}AO ENTRE ABSORBANCIA E PESO
SECO — CURVA DE CALIBRACAO Scenedesmus sp

A Figura 9.1 apresenta a relacdo entre valores de absorbancia em monitoramento das
amostras e peso seco. Com a equacdo de reta obtida, a leitura em absorbancia pode ser

transformada em concentracdo de biomassa, em g/L.
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Fig. 9.1 — Relacdo entre a absorbancia e peso seco para a alga Scenedesmus sp.

Pela Figura 9.1 obtém-se as curva de calibracdo para concentra¢do de biomassa. Assim,
a Equacdo 9.1 apresenta a concentracdo de biomassa (g/L) em funcdo da absorbéncia, com
coeficiente de determinacdo (R?) de 0,941.

Biomassa. (g/L) = 2,158-X + 0,037 (Eqg.9.1)

Em que:

X = valor da leitura em Absorbancia no comprimento de onda adotado
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APENDICE 2
ESPECTROSCOPIA VISIVEL - RELA(;AO ENTRE ABSORBANCIA E PESO
SECO - CURVA DE CALIBRACAO Nannochloropsis oculata

A Figura 9.2 apresenta a relagéo entre valores de absorbancia em monitoramento das
amostras e peso seco da microalga Nannochloropsis oculata. Com a Equacéo de reta obtida, a

leitura em absorbancia pode ser transformada em concentracao de biomassa, em g/L.
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Fig. 9.2 — Relacdo entre a absorbancia e peso seco para a alga Nannochloropsis oculata

Pela Figura 20 obtem-se as curva de calibracdo para concentracdo de biomassa. Assim,
a Equacéo 9.2 apresenta a concentracdo de biomassa (g/L) em funcédo da absorbancia, com
coeficiente de determinacdo (R?) de 0,988.

Biomassa. (g/L) = 0,402-X — 0,008 (Eq.9.2)

Em que:

X = valor da leitura em Absorbancia no comprimento de onda adotado
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APENDICE 3
ESPECTROSCOPIA VISIVEL - RELACAO ENTRE ABSORBANCIA E PESO
SECO - CURVA DE CALIBRACAO Chlorella sp.

A Figura 9.3 apresenta a relagéo entre valores de absorbancia em monitoramento das

amostras e peso seco da microalga Chlorella sp. Com a equacéo de reta obtida, a leitura em

absorbancia pode ser transformada em concentracdo de biomassa, em g/L.
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Fig. 9.3 — Relacdo entre a absorbancia e peso seco para a alga Chlorella sp.

Pela Figura 9.3 obtem-se a curva de calibracdo para concentracdo de biomassa. Assim, a
Equacdo 9.3 apresenta a concentracdo de biomassa (g/L) em funcdo da absorbancia, com

coeficiente de determinacdo (R?) de 0,992.

Biomassa. (g/L) = 1,047-X — 0,027 (Eq.9.3)

Em que:
X = valor da leitura em Absorbancia no comprimento de onda adotado
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APENDICE 4
ESPECTROSCOPIA VISIVEL - RELA(;AO ENTRE ABSORBANDIA E PESO
SECO - CURVA DE CALIBRACAO Spirulina platensis

A Figura 9.4 apresenta a relagéo entre valores de absorbancia em monitoramento das
amostras e peso seco da microalga Spirulina platensis. Com a equacao de reta obtida, a leitura

em absorbancia pode ser transformada em concentracao de biomassa, em g/L.
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Fig. 9.4 — Relacdo entre a absorbéncia e peso seco para a alga Spirulina platensis

Pela Figura 9.4 obtem-se a curva de calibracdo para concentracdo de biomassa. Assim, a
Equacdo 9.4 apresenta a concentragdo de biomassa (g/L) em fungdo da absorbancia, com
coeficiente de determinacdo (R?) de 0,996.

Biomassa. (g/L) = 0,712-X + 0,004 (Eq. 9.4)

Em que:

X = valor da leitura em Absorbancia no comprimento de onda adotado



