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RESUMO

Espécies de microalgas como a Scenedesmus sp. t€ém alto potencial de acumulacao lipidica em
suas células, o que viabiliza estudos voltados a exploragdo desses organismos como matéria
prima para a produc¢do de biodiesel. Entre as varidveis que podem interferir no cultivo, os
fatores bioldgicos, fisicos e quimicos influenciam diretamente no armazenamento metabolico
das reservas nutricionais da microalga. Ao se desenvolver um meio de cultura otimizado para
producdo de bio-0leo extraido de microalgas ¢ importante investigar metodologias que
potencializem os sistemas de cultivo e colheita de biomassa. Este estudo foi desenvolvido com
0 objetivo de avaliar técnicas de cultivo da microalga Scenedesmus sp. que possibilite uma
maior produ¢do de bio-0leo. O cultivo ocorreu em reatores planos horizontais em acrilico,
mantidos em temperatura ambiente a 25°C £ 1°C, com controlador de fotoperiodo em 12 horas
de luz e 12 horas de escuro, utilizando trés lampadas fluorescentes brancas de 40 Volts. O meio
de cultivo, o tempo e a porcentagem de inoculo foram as varidveis otimizadas para o
crescimento das algas e rendimento lipidico. Neste sentido e visando minimizar o nimero de
experimentos realizados € o tempo gasto utilizou-se o planejamento fatorial 2° e o planejamento
composto central. As andlises indicaram que a metodologia experimental para o cultivo de
microalga Scenedesmus sp., apresentou melhores rendimentos no teor lipidico, quando
submetidos ao cultivo em meio Chu com 20% de in6culo inicial. No entanto, observa-se que o
acumulo de lipideos atinge um valor méximo quando a concentracdo inicial de meio Chu ¢ de
aproximadamente 39,5%. Verificou-se ainda que a quantidade de dias (tempo) apresentou um
ponto de maximo, indicando a tendéncia de maior acimulo de lipideos em 20 dias de cultivo.
Para essas condi¢des de concentragao inicial de meio Chu (39,5%) e tempo de cultivo (20 dias),

o modelo prevé um actimulo de teor lipidico de aproximadamente 9,74%.

Palavras-chave: Biodiesel, microalgas; Scenedesmus.; lipideos.



ABSTRACT

Species of microalgae such as Scenedesmus sp. have high potential for lipid accumulation in
their cells, which makes feasible studies aimed at the exploitation of these organisms as raw
material for the production of biodiesel. Among the variables that may interfere with the
cultivation, diverse factors directly influence the metabolic storage of microalga nutritional
reserves. When developing an optimized culture medium for the production of bio-oil extracted
from microalgae it is important to investigate methodologies that increase biomass cropping
and harvesting systems. This study was developed looking for evaluating which techniques of
the microalgae Scenedesmus sp. allows a greater production of bio-oil. The cultivation took
place in horizontal flat acrylic reactors, kept at room temperature to 25 °© C + 1°C, with
photoperiod controller in 12 hours of light and 12 hours of darkness, using three white
fluorescent lamps of 40 Volts. The culture medium, time and inoculum percentage were the
variables optimized for algal growth and lipid yield, in order to minimize the number of
experiments performed and the time spent using factorial design 2° and central composite
desing. The analyzes indicated that the experimental methodology for cultivation of microalgae
Scenedesmus sp., Presented better yields in the lipid content, when submitted to cultivation in
Chu medium with 20% of initial inoculum. However, it is observed that lipid accumulation
reaches a maximum value when the initial concentration of Chu medium is approximately
39.5%. It was also verified that the number of days (time) presented a maximum point,
indicating the tendency of higher lipid accumulation in 20 days of cultivation. For these
conditions of initial concentration of Chu medium (39.5%) and cultivation time (20 days), the

model predicts an accumulation of lipid content of approximately 9.74%.

Keywords: Biodiesel, microalgae, Scenedesmus., lipids.
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1 INTRODUCAO

Uma opc¢ao significativa para a producdo de biodiesel, ¢ a exploracdo de outros
organismos fotossintéticos, em que se destacam as microalgas como alternativa verde e
renovavel, e tém-se estabelecido como matéria prima promissora, capazes de acumular alto teor
lipidico, gerando uma nova extensdo nas industrias de energias (SHI; HANDLER;
SHONNARD, 2019).

Protistas, as microalgas constituem um grupo bem heterogéneo de espécies
fotossintéticas, capazes de produzir proteinas, hidrocarbonetos, polissacarideos e lipideos
empregados como fonte de energia potencial aos biocombustiveis (SVENNING et al., 2019).

Segundo Costa (2018) o meio de cultivo ideal para producdo de energia via microalgas,
refere-se a um processo cuidadosamente direcionado a cada espécie em questdo, para que os
resultados de adaptacdo e retorno de nutrientes sejam satisfatérios, apresentando um perfil
socioeconomico rentavel.

Contudo ¢ importante analisar a viabilidade de produgdo do biodiesel perante ao
rendimento de 6leo por espécies. No que concerne as microalgas, podem chegar a um potencial
lipidico de até 70%. Nesta perspectiva, Ocamoto et al. (2018) relata em seus estudos que a
quantidade de 6leo presentes nas cadeias produtivas agricolas, variam cerca de 47% no 6leo de
mamona, ao passo que, nos graos, a quantidade de oleo concentra-se em torno de 40% na
semente de girassol, 18% na soja e 44% no milho.

Dessa forma, as microalgas sdo oportunas a produtividade do biodiesel, apresentando
alto rendimento em Oleo, crescimento em curto espago de tempo, otimizadas em uma
temperatura de 20°C a 35°C, oportunizando a ndo competicao e auxiliando na captura e uso de
CO; (ESPINOSA et al., 2014).

O cultivo de microalgas em ambientes naturais como as lagoas abertas, ou artificiais
com auxilio de fotobiorreatores (FBR) sdo constantemente utilizados. Porém, apesar da
empregabilidade econdmica no uso de lagoas abertas, os FBR sdo considerados mais favoraveis
devido a nao exploracao do solo, menor gasto de dgua, controle das variaveis climaticas além
de minimizar as probabilidades de contaminagdo (MARIANO, 2011; XU et al., 2019)

De acordo com Guldhe ef al., (2014) o fornecimento de nutrientes advindos da dgua sdo
limitados como meio de crescimento de biomassa, e consequentemente poderiam desencadear
um aumento nos gastos com a producdo, pois exigem essencialmente fontes nutritivas

compostas por macro e micronutrientes (EL SHIMI; MOUSTAFA, 2017).
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Para que conversdo da biomassa em biodiesel seja economicamente viavel, Bibi et al.,
(2016) contextualizam a importancia de ampliar sua produtividade e minimizar os custos com
os insumos utilizados para preparar o meio de cultivo sintético, pois totalizam um gasto de
aproximadamente 35% do valor total da producao.

Vale ressaltar também a importancia de promover as vantagens ambientais, pois o
cultivo desses organismos ndo necessita competir por terras agricultdveis, possuem alta
capacidade de capturar CO> minimizando os danos causados pelo efeito estufa na atmosfera e
ainda, as microalgas despertam grande potencial por ndo serem tendenciosas a causar
problemas como desmatamento, erosao do solo e polui¢do da d4gua quando comparadas a outras
fontes de matéria prima para producao de biocombustiveis (SHI; HANDLER; SHONNARD,
2019; SHUBA; KIFLE, 2018).
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2 JUSTIFICATIVA

A principal justificativa deste trabalho se fundamenta no fato que, atualmente, ha a
necessidade em substituir os combustiveis fosseis, que sdo limitados, por outros que sao
renovaveis, conforme Simionato et al. (2013). A geracao de novos combustiveis, como por
exemplo o biodiesel podera ser feita em um futuro com a utilizagdo de microalgas, pois segundo
Yadala e Cremaschi (2014), elas podem possuir alta concentragao lipidica que pode ser utilizada
para producao de biocombustivel.

O melhoramento das condigdes de crescimento de microalgas para maximizar a
produgdo de biomassa em termos de densidade celular das algas e concentragao lipidica também
¢ uma forte justificativa para a realiza¢do deste trabalho, pois melhorando estas condigdes €
possivel aumentar o potencial de utilizagao desta espécie para produgdo de biocombustiveis

(ESPINOSA et al., 2014).
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3 OBJETIVOS

Otimizar o cultivo de uma espécie de Scenedesmus sp. que possibilite uma maior producao

de teor lipidico.

3.1 OBIJETIVOS ESPECIFICOS:

I - Verificar o crescimento da microalga Scenedesmus sp. quando cultivadas em diferentes
porcentuais de indculo (PI) no meio de cultivo;

IT - Testar o crescimento da microalga em diferentes meios de cultivo para selecionar qual
meio nutricional, Chu ou Guillard, a microalga melhor se adapta visando a producdo de teor
lipidico;

IIT - Otimizar variaveis que afetam a produgao lipidica pelas microalgas, empregando um

planejamento experimental.
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4 FUNDAMENTACAO TEORICA

4.1 BIOCOMBUSTIVEIS

A busca por substituir os combustiveis fosseis pode promover transformacgdes
significativas para a economia, minimizando problemas como, altas cota¢des do barril de oleo
cru, as grandes crises do petroleo, reducao dos estoques internacionais, previsao de esgotamento
das reservas do produto para o futuro e questdes de viés politico e ambiental, assim aumentando
a competitividade por biocombustiveis, fomentando o crescimento regional e o
desenvolvimento do pais, com maior demanda de mao de obra, minimizando a desigualdade
social e contribuindo com a sustentabilidade do ecossistema (SILVA, 2019; SILVA et al.,
2014).

Tecnicamente, os biocombustiveis sdo definidos de acordo com a Lei Federal n°® 9.478,
de 06 de agosto de 1997, como “(...) todo combustivel derivado de biomassa renovavel, tal
como biodiesel e etanol, para uso em motores de combustao interna; ou, conforme regulamento
da Agéncia Nacional de Petréleo, Biocombustiveis e Gas Natural (ANP), para outro tipo de
geragdo de energia, que possa substituir parcial ou totalmente combustiveis de origem fossil”
(ANP, 2019).

Entre os vegetais mais comumente empregados na fabricacdo de biocombustiveis,
principalmente no Brasil, estdo a cana-de-acucar, soja, milho, arroz, a mamona, a palma, o
girassol, o babacu, a canola e outros. Essas fontes sdo consideradas limpas e renovaveis e estdo
abundantemente disponiveis na natureza. A partir delas ¢ possivel produzir combustiveis,
como, etanol, biogas e o biodiesel (LOPES; MARTINS, 2019).

A producdo desses biocombustiveis estd bastante consolidada no Brasil, um dos maiores
exportadores de alcool e suas tecnologias e um dos maiores produtores mundiais de biodiesel,
junto dos Estados Unidos da América (EUA) e da Unido Europeia (SALOMAO, 2013).

Na atual conjuntura, os biocombustiveis como gera¢do de energia, dividem-se em
primarios e secundarios. Os primarios podem ser analisados a partir do aquecimento, cozimento
ou geracao elétrica, como o exemplo da lenha; j& os secundarios, abordam caracteristicas
especificas que acarretam consideragdes diferentes quanto aos tipos de processamento de
biomassa, matéria prima e condi¢do de desenvolvimento para obter como produto final o
bioetanol e o biodiesel, sendo assim subdivididos em trés “geragdes” conforme Figura 1

(TOMAS, 2016).



Figura 1- Classifica¢do dos Biocombustiveis
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de materiais lignocelulésicos

Fonte: Adaptado de Tomas (2016)

4.1.1 Biodiesel

O biodiesel foi inserido como fonte de energia no Brasil no ano de 2005, pela Lei 11.097
de 13 de janeiro de 2005, por meio de sua adi¢do ao diesel mineral consumido no pais; e em
virtude ao desenvolvimento sustentavel, técnico e econdomico ele foi sugerido pelo Programa
Nacional de Producdo e Uso do Biodiesel (PNPB) com intuito de programar uma cadeia
produtiva de biodiesel no pais por meio de processos biotecnoldgicos potencializados em
biomassa, aumentando a diversificacao das oleaginosas utilizadas em sua produ¢do inseridas a
agricultura familiar (PEDROTI, 2013).

Com suas caracteristicas de densidade semelhantes ao diesel de petréleo, o biodiesel ¢
um biocombustivel geralmente constituido por ésteres de acido graxo, derivados a partir de
Oleos organicos, extraidos através da metodologia de transesterificacao (BATISTA et al., 2013;
TAHER, 2013).

Aspectos benéficos sdo apresentados pela empregabilidade do biodiesel como fonte
energética, entre eles destaca-se a isencao de emissao de poluentes, como o enxofre e os gases
sulfidricos contribuindo para minimizar os problemas respiratorios e cancerigenos recorrentes
na sociedade com a queima de combustivel fossil (BATISTA et al., 2014; DE BHOWMICK et
al.,2014).

O biodiesel ¢ subdividido em trés geracdes, onde a primeira abrange espécies vegetais

da agricultura, a segunda geracdo compreende materiais lignocelulosicos e ja terceira geracao
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se destaca espécies ndo comestiveis como pode ser visualizado na Figura 02 (PENA et al.,
2017).
Figura 2- Classifica¢do do Biodiesel
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Fonte: Adaptado de Pena et al., (2017)

A soja representa a cultura mais expressiva dentre as aquisi¢des de biomassa, s
perdendo em volume de produgdo para a cana-de-acucar, porém acredita-se que ela ndo deva
permanecer como matéria prima predominante na fabricacdo de biodiesel, por apresentar menor
rendimento de 6leo por area cultivada e alto custo de produtividade, acima do préprio diesel,
reduzindo portanto sua competitividade, provocando um descompasso entre oferta e demanda

(BRAGA; BRAGA, 2012).

4.1.2 Biodiesel a partir do 6leo de microalgas

Estudos apontam que as algas verdes unicelulares sdo as mais indicadas para conversao
de biomassa em biodiesel, com potencial lipidico e alta densidade de biomassa sdo consideradas
excelentes matérias primas para producdo, o valor de aquecimento do biodiesel derivado de
microalgas, possui um rendimento de 41 MJ / kg, préximo ao diesel de petroleo que é de 42,7
MJ / kg, tornando-o uma alternativa viavel (QIN; WU, 2019).

Cada espécie de microalga apresenta diferentes porcentagens de lipideos no interior de
suas cé€lulas. A Scenedesmus por exemplo apresenta de 19,6 a 21,1% de lipideos em suas

células enquanto a Scenedesmus rubescens pode chegar a valores superiores a 70% (Tabela 1)

(OLIVEIRA et al., 2014).
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Tabela 1 - Teor lipidico encontrado em diferentes espécies da microalga Scenedesmus.

Fonte: Adaptado de Oliveira et al., (2014)

Microalga

Lipideos %

Scenedesmus obliqus
Scenedesmus quadricauda
Scenedesmus sp.
Scenedesmus sp. DM
Scenedesmus dimorphus
Scenedesmus almeriensis
Scenedesmus rubescens

12 -14
1,9-18,4
21,1 -43

21,1
16 —40
12
73

Sob este aspecto, o biodiesel a partir de microalgas apresenta caracteristicas favoraveis

proveniente de microalgas.

e promissoras, onde Pena et al. (2017) destaca vantagens como a ndo competicdo com a
agricultura, o menor consumo de agua e a reutilizacdo de aguas residuais, condigdes de
adaptac¢ao variaveis, produgdo continua e crescimento rapido, nao necessitam de insumos para
combate de pragas, competentes fixadoras de carbono atmosférico, contribuindo assim para
minimizar a emissdo de gases do efeito estufa. A Tabela 2 resume algumas das principais

vantagens e apresenta um perfil com as desvantagens mediante a producdo de biodiesel

Tabela 2 - Perfil das microalgas como fonte de biocombustivel

Fonte: Adaptado de Fontoura (2017)

Vantagens

Desvantagens

Elevada taxa de crescimento das microalgas;

Baixa concentragdo de microalgas na agua da

cultura;

Menor necessidade de agua que as outras
culturas vegetais terrestres;

Elevado custo de capital inicial;

Menor ocupacdo de terrenos;

Adicao de nutrientes potencialmente
contaminantes;

Possibilidade de desenvolvimento em agua
doce, salgada ou salobra;

Custos de manuten¢do dos equipamentos
elevados;

Utilizagao de aguas residuais urbanas ou
industriais como fonte de nutrientes;

Dificuldades técnicas na etapa de recolha da
biomassa;

Custo mais efetivo de cultivo;

Dificuldade de controle das condicdes de
cultivo quando em larga escala;

Possibilidade de obter elevadas concentragoes
de biomassa e conteudo oleico em condi¢des
ideias de cultivo;

Elevada utilizacdo de solventes na etapa de
extragdo e transesterificagio;

Elevada eficiéncia na redugdo de CO2;

Elevado dispéndio energético em todas as
fases de processamento
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Embora as microalgas apresentem uma porcentagem lipidica inferior as demais matérias
primas, seu rendimento de 6leo pode atingir uma importancia significativa diante da alta
produtividade (Tabela 3).

Tabela 3 - Comparagdo do teor de dleo, produtividade de 6leo, area de producdo e produtividade em biodiesel

das matérias-primas de biodiesel tradicionais com microalgas.
Fonte: Adaptado de Erazo (2017)

Matéria Teor de  Produtividade Area de producio Produtividade em biodiesel
Prima éleo de éleo (mz.ano.kg! de (kg.ha'.ano™)
(%) (g) biodiesel)
milho 44 172 66 152
soja 18 636 18 562
pinhio 28 741 15 656
canola 41 1190 12 862
girassol 40 1070 11 946
mamona 48 1307 9 1156
palma 36 5366 2 4747
20 58700 0,2 51927
Microalgas 50 96800 0,1 86515
70 136900 0,1 121104

4.2 CLASSIFICACAO DAS MICROALGAS

As microalgas sdo organismos eucariontes, podem ser unicelulares ou pluricelulares e
vivem em agua doce ou salgada. Se reproduzem basicamente de forma assexuada, por divisao
binaria. Sdo seres produtores dentro da cadeia alimentar, fazem fotossintese e sintetizam
matéria organica (KLEIN, 2015).

Silva (2015) aborda um contexto em que o Reino Protista engloba seres unicelulares
eucariontes como 0s protozodrios e as algas unicelulares e pluricelulares, porém a partir de
novos estudos moleculares, constatou-se que as algas verdes estariam mais proximas
filogeneticamente das plantas (talofitas) do que protistas, e assim determinaram a distingdo de
dois grandes grupos: os protozodrios e as algas (grupo sem valor taxondmico).

As algas sdo estudadas em uma divisdo de seis classes, em que estdo relacionados os
grupos das Euglenofitas, as Bacilaridfitas (Diatomdceas), as Dinoflageladas, Algas pardas ou

feoficeas, Algas verdes ou cloroficeas e as Algas vermelhas ou rodoficeas (BORGES, 2014).
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4.2.1 Microalga Scenedesmus

O género Scenedesmus. ¢ uma microalga eucariotica, pertencente ao grupo das algas
verdes, encontradas em ecossistemas de agua doce. Sem valor taxondmico, fazem parte da
familia Scenedesmaceae, ordem Chlorococcales e classe Clorophyceae (SANT’ANNA et al.,
2012).

Sdo Seres clorofilados, geralmente unicelulares, se agrupam em colOnias com
propagacao estritamente assexuada por auto esporulagdo, formadas em geral com 2, 4, 8 ou até
16 cél (células) (Figura 3) que produzem um niimero geneticamente fixo de células, conhecido

como cendbio (COUGO, 2017).

Figura 3 — Microalga do género Scenedesmus
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Fonte:Cougo (2017)

De facil cultivo, a microalga Scenedesmus tem despertado crescente interesse na
demanda tecnologica limpa e sustentavel, sendo direcionada a linhas de pesquisa que
desenvolvam metodologias para potencializar seu crescimento e adaptagdo ao meio de cultivo

(BENEDITO; PORTO; FREITAS, 2019).

43 COMPOSICAO QUIMICA DAS MICROALGAS

A composic¢do celular das microalgas ¢ ajustada conforme os processos metabdlicos
(Figura 4), podendo ser classificadas como autotroficas durante a conversdao de compostos
inorganicos e energia luminosa em carbono organico; heterotroficos, quando os nutrientes sao
favorecidos na auséncia de luz e mixotréficos quando ambos os metabolismos ocorrem

(SILVA, 2014).
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Figura 4 - Esquema metabdlico das microalgas.
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Fonte: Adaptado de Silva (2014)

O processo de fotossintese fornece estrutura para formac¢do de moléculas mais

complexas por meio da biossintese, como carboidratos, proteinas e lipideos (COUGO, 2017).

4.3.1 Carboidratos

Também chamados de glicidios, os carboidratos podem ser classificados em
monossacarideos (monos, Unico; sdccharon, aglcar), dissacarideos e polissacarideos. A glicose
¢ um carboidrato monossacarideo, muito utilizada pelos seres vivos como fonte de energia,
produzida por meio da fotossintese. Além de desempenhar papel importante como fonte de
energia, os glicidios também atuam na formacdo estrutural dos seres vivos, presentes na
membrana plasmatica, participam do revestimento celular. E considerado um composto
presente nas microalgas de alto valor agregado, devido a sua potencial aplicagdo terapéutica,

nutricional, cosmética, téxtil, energética, entre outras (BORGES, 2014).

4.3.2 Proteinas

Presentes na grande maioria dos processos bioldgicos, as proteinas, sintetizadas a partir
da unido de moléculas menores, de aminoacidos, sdao as moléculas organicas em maior
concentragdo presentes nas células das microalgas, compreendem aproximadamente 50% do
seu peso, € podem variar significativamente entre as espécies conforme pode ser visualizado na

Tabela 4 (SANTOS, 2013).
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Tabela 4- Composi¢do de aminodcidos encontrada nas espécies de microalgas Scenedesmus sp.
Fonte: Adaptado Santos (2013)

Aminoacidos (g -100 g! de proteina)
Arginina 2,1
Asparato 8,4
Histidina 1,1

Lisina 1,5
Prolina 3,9
Triptofano 0,3
Fenilamina 4,8
Metioanina 1,5
Glutamato 11
Treonina 5,1
Leucina 7,3
Alanina 9
Isoleucina 3,6
Valina 6
Cisteina 0,6
Tirosina 3,2
Glicina 7,1
Serina 3,8

4.3.3 Lipideos

Os Lipideos (/ipos=gordura) assim como as proteinas, atuam na formacdo da membrana
celular dos seres vivos. As células das microalgas sdo ricas em acidos graxos com alto teor
lipidico, suas cadeias entre 14-20 carbonos apresentam caracteristicas fisico-quimicas
semelhantes ao d6leo produzido por outros vegetais, sendo promissores para a producdo de
biocombustiveis (biodiesel, bioetanol, biometano). J4 os acidos graxos com cadeias maiores
sao usados como suplementos alimentares e aplicacdes farmacéuticas ou terapéuticas
(COUGO, 2017).

Ainda segundo Cougo (2017), a composi¢ao lipidica da biomassa algal ¢ a base de
glicerol, agucares ou bases esterificadas em 4acidos graxos saturados e insaturados e pode
modificar entre as espécies de acordo com as condigdes ambientais de cada espécie e seu

crescimento celular, atingindo um teor lipidico que pode variar entre 01 a 70 % (Tabela 05).
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Tabela 5- Composigdo de Proteinas, Carboidratos e Lipideos de microalgas.

Fonte: Adaptado de Cougo (2017)

Proteina Carboidrato Lipideo
Espécie (Yomassa seca) (Yomassa seca) (% massa seca)

Anabaena cylindrica 43-56 25-30 4-7
Chlamydomonas rheinhardii 48 17 21

Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22

Dunaliella salina 57 32 6

Porphyridium cruentum 28-39 40-57 9-14

Scenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14
Scenedesmus quadricauda 47 - 18

Scenedesmus 21 15 21-43

O o6leo encontrado nas microalgas apresentam caracteristicas fisico-quimicas similares

ao 6leo produzido por outras plantas. E, assim, pode ser considerado promissor para produgao

de biodiesel (ERAZO, 2017).
4.4 MERCADO PARA PRODUTOS DERIVADOS DE MICROALGAS

Atualmente, os produtos produzidos a partir de algas possuem alto valor agregado
(Figura 5), movimentando no mercado de cosméticos, higiene pessoal, nutricdo humana e
animal, uma economia de bilhdes por ano (BRASIL; GARCIA, 2016).

Todavia, a viabilidade econdmica do cultivo em larga escala de microalgas enfrenta
alguns desafios tecnoldgicos para uma producao competitiva diante de métodos eficientes para
otimizacdo do cultivo e processos de colheita. Assim, embora estudos apontem viabilidade
técnica microalgal de produgdo energética em biocombustiveis, essa integracdo ainda nao
apresenta custos de producdo competitivos com a industria petroquimica (DURVASULA et al.,

2015).
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Figura 5 - Mercado para produtos derivados de algas
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4.5 CULTIVO DE MICROALGAS

O desenvolvimento de técnicas de cultivo para otimizar a producdo de microalgas tem
sido alvo de pesquisas entre os cientistas. Taher (2013) relata em seu artigo que a estrutura
celular das microalgas Scenedesmus pode sofrer alteragdes nos processos ecoldgicos,
fisiologicos e bioquimicos, ocasionando interferéncias nas condi¢des de crescimento e
producdo de lipideos, assim como a composicdo da biomassa para diversas aplicagdes
biotecnologicas.

O cultivo pode ser realizado em sistema fechado FBR ou em sistema aberto ao ar livre
(lagoa). Estratégias de cultivo devem estimular o crescimento celular, entretanto, a producdo
precisa ter algumas precaugdes para evitar a contaminagdo, minimizar a evaporacao de agua,
favorecer a absorcao de luz, intensificar a produtividade desejada, buscando redugao de custos

operacionais. (SANTOS, 2013).
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4.5.1 Temperatura

Dzuman (2013) relata em seus estudos que as microalgas sobrevivem a uma notavel
variabilidade de temperatura (16 a 38°C) conforme as necessidades de cada espécie cultivada.
Essa alternancia de temperatura interfere diretamente no crescimento celular, afetando a
composi¢ao da biomassa frente aos componentes quimicos ¢ seu metabolismo, onde Ramirez
(2013) afirma que a temperatura ambiente constante, mantida em torno de 25°C ¢ desejavel ao

cultivo de microalgas, ocasionando uma maior produtividade.

4.5.2 Sistema aberto

No sistema “outdoor” (ao ar livre), a principal fonte de luz ¢ a solar. Utilizadas desde a
década de 1950, a producao em tanques abertos representa caracteristicas proximas ao habitat
natural de cultivo das microalgas, o sistema ¢ dotado de variados formatos, podendo ser
classificado em aguas naturais (lagoas, lagos e acudes) e aguas artificiais (tanques e containers)

(Figura 6) (TOMAS, 2016).

Figura 6 - Visdo superior esquemdtico de um tanque raceway pond (A). Cultivo de microalgas em lagoa
circular(B).

Retirada Alimentacdo Roda de pas

(——

Hetiedog Fluxo Defletor

Fonte: Adaptado de Santos (2013).

De acordo com a defini¢ao de Oliveira et al., (2014), o mais utilizado ¢ o tanque de
raceway pond, consiste de um ciclo fechado tipo pista circulares, com cerca de 0,3 m de
profundidade, com agitacdo e fluxo promovida através do uso de roda pas, hélices ou bombas,
construidos e explorados a baixo custo, oferecem mais vantagens devido a facilidade de

operacao.
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O sistema esta sujeito a variagdes climaticas, mantendo-se a uma temperatura ambiente
com altas probabilidades de evaporagdo, métodos para minimizar a contaminagdo sao
empregados ao meio de cultivo com adi¢do de grandes concentragdes de sais, o que restringe a

adaptagao de determinadas espécies (KLEIN, 2015; QIN; LEI; WU, 2018).

4.5.3 Sistema Fechado

O sistema “indoor” (espago fechado) empregado para o cultivo de microalga ¢
comumente chamado de fotobiorreator, mais adequados ao controle de variaveis. Apesar do
custo elevado, apresentam vantagens em relacdo ao sistema aberto (FRANCO et al., 2013).
Dentre elas, podemos citar a redu¢do na contamina¢do por microorganismos, evaporagao
moderada, maior reprodutibilidade, viabilizando o controle de temperatura, nutrientes,
iluminagdo e pH, induzindo em um maior rendimento de biomassa (ESPINOSA et al., 2014).

A utilizacdo de FBR ¢ mais adequada para o cultivo de microalgas, porém ¢é necessario
ficar atento a alguns requisitos para maximizar o desempenho, como permitir um maior
aproveitamento da luz, e potencializar as trocas gasosas ao longo dos tubos, para que o processo
de fotossintese possa ocorrer de forma equilibrada sem interferir no crescimento celular (QIN;
WU, 2019).

De acordo com Klein (2015) diferentes tipos de FBR tém sido desenvolvidos para o
cultivo de microalgas, os mesmos podem ser descritos em formato de painel, tubulares,
montado na vertical ou horizontal, transparentes feitos de vidro, acrilico ou plastico,

apresentando vantagens e limita¢des especificas para cada espécie cultivada (Quadro 01).



Quadro 1 - Vantagens e limitagées dos sistemas de cultivo de algas.
Fonte: adaptado de Tomas (2016)

Sistemas de
Cultura

Vantagens

Limitacoes

Sistemas Abertos

Relativamente economicos
Limpeza facil

Facil manutencao

Nao utiliza terras
agriculturaveis

Necessita de pouca energia

Pouco controle das condi¢des da
cultura

Pouca luz, homogeneizagao e
utilizagdo de CO»

Dificuldade de cultivar por longo
periodo

Pouca produtividade

Limitados a algumas espécies
Facilidade na contaminagdo

Fotobiorreatores

Tubulares

Relativamente economicos
Grande parte da superficie
recebe iluminacao

Adequada para culturas ao ar
livre

Boa produtividade em biomassa

Gradientes de pH, oxigénio
dissolvido

e CO; ao longo dos tubos
Incrustagado

Algum grau de crescimento na parede
Requer areas de terra grandes
Fotoinibi¢ao

Fotobiorreatores

Planos

Relativamente economicos
Limpeza facil

Grande parte da superficie
recebe iluminacao

Adequada para culturas ao ar
livre

Baixo consumo de energia

Boa produtividade em biomassa
Baixo acumulo de oxigénio

Dificil de executar em larga escala
Dificil controle de temperatura
Algum grau de crescimento na parede
Estresse hidrodindmico para algumas
espécies

Baixa eficiéncia fotossintética

Fotobiorreatores
de Coluna

-0

Baixo consumo de energia
Alta transferéncia de massa
Boa homogeneizagio
Melhor exposicédo aos ciclos
dia-noite

Baixo nivel de tensdo de
cisalhamento

Facil de esterilizar
Fotoinibi¢do reduzida
Fotoxidagdo reduzida

Pequena area da superficie recebe
iluminagao

Materiais de construcgao sofisticados
Tensao de cisalhamento
Diminuigdo da area de superficie
iluminada em larga escala

Custo alto comparado aos sistemas
abertos

Custos de manuten¢do

Baixo potencial para produgdo em
escala

29
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4.6 CONDICOES DE CULTIVO QUE AFETAM O CRESCIMENTO E A PRODUCAO
DE LIPIDEOS DAS MICROALGAS

Segundo Fontoura (2017) € necessario que ocorra um equilibrio entre os fatores fisicos,
quimicos e biologicos, tais como a temperatura, iluminagdo, aera¢do, pH, concentragdo de
in6culo e dias de cultivo. Essas variaveis influenciam diretamente no crescimento e produgao

lipidica da biomassa algal.

4.6.1 Intensidade Luminosa

Fotoautotrofica, a luz € um fator crucial para o desenvolvimento celular das microalgas
Scenedesmus, a disponibilidade de radiagdo solar estd interligada com a produtividade de
biomassa durante o cultivo fotossintético. Arceo; Aranda e Diaz (2012), relatam em seus
estudos que a intensidade Iuminosa contribui para potencialidade lipidica desses
microrganismos, induzindo a producdo de triacilglicerideos, associados a composi¢ao de
biocombustiveis. Conforme especifica Arceo; Aranda e Diaz (2012) que, em contrapartida, o
excesso de luminosidade induz a fotoinibigao, processo pelo o qual pode-se afetar o crescimento
celular e at¢ mesmo provocar efeitos letais de alta toxicidade para as microalgas.

Em larga escala, uma iluminagdo artificial precisa simular as condi¢des externas do
meio ambiente, onde ¢ satisfatério o uso de lampadas fluorescentes que simulem um
comprimento de onda de 350 a 700 nm, indicado por Vidal (2016), como condig¢do 6tima para
que as microalgas realizem fotossintese, sendo induzido um sistema com exposi¢ao luminosa

de 12 horas luz e 12 horas escuro.

4.6.2 Aeracio e pH

A microalga Scenedesmus se adapta em condi¢des de pH relativamente neutro a
alcalino, embora seja fundamental obedecer limites de varia¢des, pois uma instabilidade do
sistema carbonato-pH pode interferir no metabolismo desses microrganismos, podendo
ocasionar rompimento na membrana celular (FRANCO et al., 2013).

A aeracdo pode ser realizada por compressores industriais, contribuindo assim para
tornar o meio de cultivo estdvel e homogeneizado, equilibrando a concentracao de pH da
solucdo e favorecendo as trocas gasosas entre o ar e a cultura durante os processos de agitagao,
evitando assim o acumulo de matéria organica e, consequentemente permitindo a recepcao de

luz (TOMAS, 2016).
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4.6.3 Concentraciao de Inéculo

Cepas de microalgas cultivadas em agua doce, tem produzido niveis elevados de
lipideos neutros, apresentando um perfil ideal para producdo de biodiesel, sendo assim, ¢
necessario que esse indculo seja devidamente selecionado, optando por amostras que oferecam
maximo teor lipidico extraido de biomassa algal que apresente adaptacao otimizada aos padroes
de cultivo (SILVA et al., 2019).

E importante selecionar a concentragdo ideal de indculo para produgdo de microalgas
Borges (2014), otimizando seu processo de cultivo, utilizou em sua unidade experimental
reatores com volume total de 3 litros, adicionando 10% e 20% de inoculo de Scenedesmus sp.
nos experimentos. Seus resultados mostram concentracao lipidica satisfatéria (54%) ao utilizar
menor concentragdes de indculo, constatando em seus estudos que o teor de lipideos ndo esta
ligado diretamente ao crescimento celular e sim a reserva nutricional do meio.

Os cultivos realizados em escala laboratorial por Taher (2013), a partir de cepas da
microalga Scenedesmus sp., apresentaram uma concentragdo de 25% de inoculo, demonstrando
crescimento de biomassa suficiente para possibilitar a extragao do 6leo e, em seguida, realizar

a sintese de biodiesel.

4.6.4 Tempo de cultivo

A partir de estudos realizados com estirpes da microalga Scenedesmus Tomas (2016)
conclui que entre o segundo e o décimo dia de cultivo as microalgas estdo em fase de adaptacgao
celular com o meio e as condi¢des de cultura, buscando um equilibrio fisioldgico e bioquimico
para potencializar seu desenvolvimento.

A porcentagem de indculo inicial pode exercer influéncia sobre a densidade celular
final. De acordo com os experimentos conduzidos por Ramirez (2013) em um periodo de 16
dias, condicionou uma producao de biomassa de 1,94 g/L, em que observou-se que a microalga
Scenedesmus ap6s a fase de crescimento linear (dias 10-25) pode ocorrer um decaimento na
densidade celular.

Borges (2014) ao finalizar seu 22° dia de cultivo, apresenta 0,244 g/L. de biomassa
microalgal, apontando em seus estudos a importancia de maximizar a fase estacionaria da
cultura entre (dias 10-16) e (dias 22-30) para obter melhor acimulo lipidico das células da alga
Scenedesmus, impedindo que a mesma apos consumir os nutrientes do meio de cultivo, passe a

utilizar suas reservas energéticas para prosseguir seu periodo de crescimento.
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4.6.5 Necessidades nutricionais das microalgas

Sao reconhecidos cerca de 30 elementos tidos como essenciais para o crescimento e
composi¢ao quimica das microalgas, ainda que as quantidades e os elementos variem de acordo
com a espécie cultivada (SANTOS, 2018).

O meio de cultivo de microalgas deve conter nutrientes essenciais para o seu
crescimento. Em sua composi¢ao quimica, hd basicamente o carbono (C), nitrogénio (N),
oxigénio (O), fésforo (P), ferro (Fe), hidrogénio (H), magnésio (Mg), cobre (Cu), zinco (Zn) e
molibdénio (Mo), destacando elementos também importantes porém substituiveis como
enxofre (S), potéassio (K) e célcio (Ca), além de manifestar a necessidade mesmo que em baixas
concentragdes de vitaminas como tiamina, biotina e cianocobalamina (DELGADO, 2019).

Gongalves (2019) relata que sob condigdes adequadas, ainda que as quantidades e os
elementos variem de acordo com a espécie cultivada os principais compostos limitantes frente
ao crescimento celular das microalgas sdo o carbono, nitrogénio, o fésforo e o ferro.

Entre os principais elementos mencionados para o desenvolvimento das microalgas,
Hakalin (2014) aponta o dioxido de carbono como contribui¢do fundamental para os processos
fotossintéticos, mencionando também a importancia das propor¢des de nitrogénio incorporadas
ao cultivo, que irdo contribuir para que a sintese proteica eleve o teor de proteinas presente na
biomassa das microalgas.

Associado as trocas energéticas celulares e acimulo de energia, Rodrigues; Pires e
Batista (2019) apresentam em seus estudos a importancia da presenca de fosforo incorporado
ao meio nutricional das microalgas, assim como as concentragdes de ferro, nitrogénio e
carbono, nutrientes ativos na respiracao celular e fotossintese.

A concentragdo dos nutrientes presentes no cultivo de microalgas, pode sofrer
alteragoes, visto a necessidades especificas exigidas durante os processos metabodlicos. As
categorias primordiais para esse meio nutricional, sdo divididas em micronutrientes, que
participam diretamente da funcionalidade enzimatica, que também estdo envolvidas nas vias
metabolicas algais e macronutrientes que sao fundamentais por atuarem nos processos de troca

de energia e atividades metabolicas (BORGES, 2014).

4.7 FASES DE CRESCIMENTO DAS MICROALGAS

Entre os regimes de cultivos mais utilizados, destaca-se o modo de operacdo por
batelada, mediante sua simplicidade, minimizando as possibilidades de contaminagdo, que

adiciona ao meio, todos os nutrientes necessarios, antes de o cultivo comecar, contudo o
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desenvolvimento das microalgas pode sofrer alteracdes ao longo do processo, devido, as
mudangas nas concentragdes entre o0s nutrientes presentes, causando modificagdes na
constituicdo quimica da biomassa e interferindo nas etapas de crescimento da microalga
(PEREIRA, 2018).

A fase de crescimento (1) lag ¢ um periodo que permite sua aclimatagdo ao meio de
cultivo, garantindo sua sobrevivéncia, também conhecida como a fase de adaptacdo, em seguida
vem a fase exponencial (2) log, em que hda um aumento do crescimento constante e
multiplicagdo das células a fase (3) ¢ marcada pelo periodo de redugdo no crescimento, marcada
geralmente pelo declinio nutritivo a0 meio; na fase estaciondria (4), inicia-se o equilibrio na
taxa de crescimento com percentual de morte celular, e por ultimo, a fase de declinio ou morte

celular(5). Costa (2018) apresenta o grafico da Figura 7 com cada fase.

Figura 7 - Representagdo de uma curva de crescimento de microalgas em regime de batelada. Taxa de crescimento
(linha s6lida), concentracdo de nutrientes (linha tracejada) em fung¢@o de um determinado periodo de tempo.
Numerais romanos representam: I — fase lag ; II — fase log ; III — fase de reducdo do crescimento; IV — fase
estacionaria; e V — fase de declinio ou morte celular

Taxa de crescimento
B

-
Concentracio de nutrientes

Tempo

Fonte: adaptado de Costa (2018).

4.8  MICROALGAS E A BIOTECNOLOGIA

A aplicabilidade das microalgas de maior relevancia para esse estudo, se reflete no perfil
energético, voltado ao ramo do biodiesel derivado de microalgas, pois além do aspecto de
sustentabilidade, esses organismos se destacam frente as culturas tradicionais (oleaginosas),
gerando uma rentabilidade satisfatoria e viabilizando a utilizagdo de terras ndo agriculturaveis
e curto espago de tempo (LIU et al,, 2019).

Por meio da biorrefinaria de microalgas ¢ possivel converter e utilizar sua biomassa para

diversas aplicagdes biotecnologicas, lancando uma série de produtos, que vao desde
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medicamentos, cosméticos, alimentos a base de proteina algal até a fabricagao de combustiveis
(Figura 8), sendo reconhecida por pesquisadores como um potencial estoque energético para

produgdo de biocombustiveis (MCGINN et al.,, 2019; SATI et al., 2019; TOMAS, 2016).

Figura 8- Biorrefinaria de Microalgas

Biocombustiveis
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Alimentares
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Microalgas
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=
o

Ruptuara

Ontros

Fracionamento

Foto: proprio autor

O balanco energético com a utilizacdo de biomassa de algas frente aos biocombustiveis
refletem uma gama favoravel de aplicabilidade, tais como bioetanol, biometano, biohidrogénio,
biogéds e o biodiesel, obtidos por meio de conversdo multidisciplinares, segundo pode ser

analisado na Figura 9 (DIAS, 2017).

Figura 9 - Perfil das microalgas como fonte de energias renovdveis
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Autor: Adaptado de Santos (2013)
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4.9 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

O planejamento de experimentos propde uma otimizacao metodoldgica, gerando um
conjunto de experi€ncias por uma matriz que expde diversas combinagdes dos niveis dos fatores
estudados para avaliar os efeitos e impactos que os fatores possuem em relagdo a resposta
desejada (GOES, 2018).

Para Lopera; Alfaro e Motta (2012), essa metodologia de combinagdes matematicas e
estatisticas, permite descrever a atuacdo e interagdo dos fatores e seus efeitos individuais,
avaliando suas interferéncias frente as respostas e os erros experimentais, executando previsoes
estatisticas.

A utilizagdo de modelos estatisticos e matemadticos experimentais, possibilitou a Goes
(2018) verificar a relagdo entre as resposta, conversdao da reagdo de esterificacdo, de um o6leo
residual simulado a partir da acidificagdo de um 6leo alimentar usado, obtendo um contetido
em FAME de 0.9803, que representou um bom ajuste ao modelo estatistico, para producao de
biodiesel por transesterificagao.

Vieira (2019) executou um planejamento experimental com intuito de avaliar
indicadores quantitativos de rompimento de cé€lulas de Scenedesmus obliquu, objetivando a
extracdo bifasica de lipideos a partir de compostos celulares em biorefinaria. Ao comparar a
variacdo da combinagdo dos niveis de fatores com a variacao dos erros aleatorios associados as
respostas geradas, concluiu-se que as condigdes Otimas para a extracdo bifasica de lipideos a
partir da biomassa coletada, obteve o maior rendimento quando a mesma ocorreu no sistema de
mesa de agitacdo ultrassonica por 60 minutos no teor maximo de 6% (m/m) de biomassa por
batelada.

Borges (2014) também utilizou um PCC para avaliar o crescimento da microalga
Scenedesmus otimizando os nutrientes do meio de cultivo, por meio da técnica de superficie de
resposta, concluindo que a producgdo de lipideos foi favorecida quando se trabalha com 0,06
g/L de ZnSO4-7H>0 e 0,5 g/ de MnCl,-4H>O, 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 concentragdo

de biomassa seca.
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5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

5.1 OBTENCAO DA MICROALGA Scenedesmus sp.

A cepa da microalga Scenedesmus sp. utilizada nesse trabalho ¢ proveniente do
Laboratorio de Quimica, do Instituto Luterano de Ensino Superior (ILES/ULBRA). Isoladas
e mantida no LEMARC, Laboratorio de Energias Renovaveis, Materiais e Catalise, na
Faculdade de Ciéncias Integradas do Pontal (Quimica) - UFU - Universidade Federal de
Uberlandia. A manutengao, repiques ¢ testes experimentais das cepas foram realizados em
condig¢des controladas, os quais os metddos operacionais ¢ de crescimento sdo apresentados

nas proximas secgoes.

5.1.1 Meios de Cultivo

A fim de comparar o comportamento dos cultivos em meios distintos e viabilizar a
melhor condi¢ao de producao para as amostras de biomassa algal, utilizou-se os meios sintéticos
Chu adaptado de Silva (2014) (Tabela 6) e Guillard (1975) modificado (Tabela 7) sem adigao
de vitaminas. Prepararam-se as solugdes respectivas de cada meio, com as concentracdes (g/L)
de cada reagente utilizado para cada litro do meio de cultivo.

Para o preparo da solucdo nutricional Chu a ser adicionado ao meio de cultivo das
microalgas, separou todos os reagentes apresentados na TABELA 6 para pesagem, em seguida
a solugdo foi diluida em 1L de agua destilada em um baldo volumétrico graduado, armazenado
posteriormente em frasco do tipo &mbar. Para iniciar o cultivo, € necessario adicionar 5 mL da
solugdo preparada em um 1 L de 4gua destilada.

Para realizar o cultivo de microalgas em meio nutricional Guillard, foi realizado a
separacao para pesagem em dois grupos, macro € micronutrientes conforme apresentados na
TABELAN 7, em seguida foram diluidos os grupos individualmente em 1L de agua destilada
em baldo volumétrico graduado, separados e armazenados em frasco do tipo ambar.
Posteriormente, no momento de preparo, ¢ necessario montar uma solu¢ao de 4 mL de meio
nutricional Guillard a base de micronutrientes, mais 4 mL a base de macronutrientes e adicionar
essas solugdes em 1 L de dgua destilada.

Ambas as solugdes armazenadas em frascos ambares, foram mantidas na sala de cultivo

por até seis meses em temperatura ambiente de 25°C + 1°C.



Tabela 6 - Meio de cultivo Chu
Fonte: Adaptado de Silva (2014)
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REAGENTE FORMULA QUANTIDADE (g.L1)
Nitrato de sédio NaNO3 0,25
Cloreto de calcio di-hidratado CaCly.2H,0O 0,025
Sulfato de magnésio hepta-hidratado MgS04.7H20 0,075
Fosfato de potassio dibasico K>2HPO4 0,075
Fosfato de potassio monobasico KH>PO4 0,175
Cloreto de sddio NaCl 0,025
Triplex IIIVEDTA Ci10H14N2Na20g 2H20 0,05
Hidroxido de potassio KOH 0,031
Sulfato ferroso hepta-hidratado FeSOq4 0,00498
Acido bérico H3BO:3 0,01142
Sulfato de zinco hepta-hidratado ZnS04.7H20 8,82 10
Cloreto de manganés tetra-hidratado MnCl.4H>0 1,44 10°®
“"Molibdato de sodio NaMo0O4.2H,O 1,19 10°
Sulfato de cobre penta-hidratado CuS04.5H,0 1,57 10°¢
Nitrato de cobalto hexa-hidratado Co(NO3)2.6H, O 0,49 10°®

A partir dessas solugdes preparadas, foram testadas duas fases de experimentos

diferentes com os meios sintéticos, onde foi utilizado o meio Chu na concentragao de 100% e

na outra fase empregou-se o meio Guillard nas mesmas concentragdes, conforme metodologia

empregada por Borges (2014), em ambos os experimentos foram utilizadas a espécies de

microalga Scenedesmus sp.

Tabela 7 — Meio de cultivo Guillard modificado sem adi¢do de vitaminas

Fonte: Adaptado de Borges (2014)

Reagentes Solugdes e suas concentragdes (g/L) Meio de Cultivo
CaCl2.2H20 = 36,76
N MgSO04 - 18,04
Solugdo 1: NaHCO; = 12,6
(macronutrientes) K>HPO4.3H,0 = 11,41 4 mL/L!
NaNOs3 = 85,01
Na;EDTA =4,36
Solucio 2- FeCl3.H,O = 3,15
OHGa0 £ CuS04.5H0 = 0,012
(micronutrientes) ZnS04.7H20 = 0,022
CoCI2.H,O0 = 0,012 4 mL/L!

MnCl.4H,0 = 0,18
NaMo0O4.2H>0 = 0,008
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5.1.2 Condigdes de producao

As condigdes operacionais realizadas em escala experimental laboratorial, ocorreram
em reatores horizontais, do tipo bandeja aberta em acrilico com volume total de 2 L, mas com
volume 1util de 1 Litro, fechados com pléstico filme de pvc com perfuragdes alternadas para
auxiliar na oxigenacdo € minimizar a evapora¢ao, mantidos em temperatura ambiente de 25°C
+ 1°C, com controlador de fotoperiodo em 12 horas de luz e 12 horas de escuro, utilizando 3
lampadas fluorescentes brancas de 40 Volts ( Figura 10), semelhante a unidade experimental

adotada por Ramirez (2013).

Figura 10- Condigées operacionais para o cultivo de Scenedesmus sp.

Fonte: proprio autor

Para verificar se o tempo de cultivo (dias) e a porcentagem de indculo causariam
interferéncias na produtividade de microalga Scenedesmus sp., junto ao meio sintético de
cultivo, as condigdes experimentais de producdo foram otimizadas com base em um
planejamento fatorial 23, no qual cada varidvel (meio de cultivo, tempo e % de indculo) foi
estudada em dois niveis, realizando um total de 8 experimentos a partir da combinacao de todas
as condigoes.

O meio de cultivo, o tempo e a porcentagem de inoculo sdo varidveis importantes para
o crescimento das algas e, portanto, para a quantidade de lipideos formadas por elas, neste
sentido e visando minimizar o nimero de experimentos realizados e o tempo gasto, utilizou-se

o planejamento fatorial 2°.
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A partir das varidveis selecionadas e seus niveis, foi construida a matriz do
planejamento fatorial 2°, que apresenta a combinacio de todas as condi¢des experimentais
para o cultivo das algas visando a producdo de lipideos. A Tabela 8 apresenta a matriz do
planejamento de experimentos, realizada para otimizagao do processo de cultivo das algas

estudadas.

Tabela 8 - Matriz do planejamento experimental fatorial 2°, para varia¢ées no meio de Cultivo. Varidveis: M: Meio de
Cultivo, T: Tempo de cultivo em dias e I: Porcentagem de Inoculo.

Variaveis
Ensaio
M (Meio) T (Tempo I (%]Indculo)
em dias)
1 - (Chu) - (20) - 25
2 + (Guillard) - (20) - 25
3 - (Chu) + (30) - 25
4 + (Guillard) + (30) - 25
5 - (Chu) - (20) + 35
6 + (Guillard) - (20) A 35
7 - (Chu) + (30) + 35
8 + (Guillard) + (30) + 35

5.1.3 Crescimento celular e biomassa seca produzida

Para determinagcdo de biomassa produzida e crescimento celular, foram utilizadas
analise de massa seca e densidade celular. Essa metodologia permite a comparagao dos dados
de densidade 6tica também conhecido como absorbancia, com as quantificagdes de massa seca,
propiciando a criagdo de curva de calibragdo, para identificacdo das fases de crescimento das
microalgas e determinacdo do periodo de acumulo de lipideos pelas células, a mesma
empregada por Sant' Anna et al., (2012).

As leituras de densidade otica foram realizadas a cada cinco dias em triplicata de cada
aliquota de cultivo no comprimento de onda de 570 nm, com auxilio do espectrofotometro
(Shimadzu, modelo UV-1800).

Para colheita de biomassa e determinagio de sua massa seca (gL!), os volumes totais
dos reatores foram submetidos a centrifugacdo (AAKER), a 4000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante composto pelo meio de cultivo, foi descartado para que o sedimento de biomassa

fosse alocado em béquer previamente pesados, levados para secagem em estufa a 80°C por 48
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horas (Figura 11). Para realizar a quantificagdo de biomassa seca final, expressas em g/L, as

amostras foram pesadas de acordo com a metodologia indicada por Ramirez (2013).

Figura 11 - Processo de colheita e secagem de biomassa da microalga Scenedesmus sp.
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Fonte: proprio autor

5.2 EXTRACAO DE LIPIDEOS

Apos a colheita de biomassa seguida de centrifugacao e secagem, o total da amostra de
aproximadamente 1000 mg foi submetida a extracdo de lipideos conforme metodologia descrita
por Folch; Lees; Stanley (1956). Inicialmente macerada em cadinho de porcelana foram
adicionandos 40 mL de cloroférmio e 20 mL de metanol. Em seguida, a mistura foi transferida
pra erlenmeyer de 125 mL submetida a 90 minutos cada, em banho ultrassom (QUIMIS -
Ultrassonic Cleanner 1400, frequéncia de 40 kHz), para auxiliar na ruptura celular. Logo apds,

a amostra foi centrifugada (Figura 12).

Figura 12- Extragdo de oleo da Scenedesmus sp. utilizando, cadinho, banho ultrassonico e centrifuga.

Fonte: proprio autor
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Ao final dos ciclos, em que a amostra foi centrifugada por 8 minutos, a parte solida
sedimentou-se e o sobrenadante contendo os lipideos foi transferido para um béquer de 200
mL, com solugdo de 12 mL de KCl 0,88%. Esse foi submetido a agitagdo e encaminhados para
o funil de separacdo. Apos a formacao de duas fases, reservou-se a fase contendo os lipideos
adicionando 4 mL de mistura metanol/agua 1:1, submetendo o funil com a mistura a nova
agitacdo. A fase superior foi retirada por suc¢ao com auxilio de pipeta graduada e descartada,
e a fase inferior contendo lipideos foi filtrado com sulfato de magnésio. Em seguida, foi
transferida para um baldo volumétrico submetido a uma capela de exaustdo para completa

evaporagao dos solventes (Figura 13).

Figura 13- Processo representativo do sistema de extragdo de dleo da microalga Scenedesmus sp.
utilizando, funil de separagdo, secagem com sulfato de magnésio, filtragem e capela de exaustdo.

= WM

Fonte: proprio autor

Posteriormente, a massa dos frascos contendo o 6leo produzido em cultivo, foi aferida
para que o calculo gravimétrico fosse realizado obtendo a mensuragao do teor lipidico total em
porcentagem de acordo com a Equagdo 1.

Equacao 1

(massa de 6leo produzida)x 100

Teor de Lipideos (%) =

(massa da biomassa)x 1L

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

e Massa de biomassa: expressa em g/L
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53 ESTIMATIVA DE OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE CULTIVO

A partir do planejamento fatorial 2° foi possivel verificar quais varidveis empregadas ao
meio de cultivo proporcionaram melhores resultados para produgdo de biomassa, expressa em
g/L e de 6leo, indicando o teor lipidico em porcentagem massica. Assim, este planejamento esta
sendo realizado com a finalidade de selecionar os parametros qualitativos que apresentarem
melhor desempenho em relagdo as varidveis estudadas para serem usados em um segundo
planejamento quantitativo, o Planejamento Composto Central.

A utilizagdo do planejamento fatorial, requer diferentes combinagdes dos niveis dos
fatores estudados através do planejamento de experimentos 22, tendo assim viabilizado dados
para a produ¢do de uma matriz que apresentou o melhor desempenho das variaveis de resposta,
a Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) e curvas de contorno (GOES, 2018).

O PCC foi realizado com duas varidveis, resultando em 11 experimentos entre os niveis
dos fatores de interesse, composto por 4 pontos cubicos (+1 e -1), 4 pontos axiais (+a e -a) € 3
repeticdes no ponto central. As variaveis analisadas foram a concentracao de nutrientes do meio
Chu (%) e o tempo de cultivo (dias). A variavel resposta dos planejamentos foi o teor de lipideos
determinado pelo método de extracao de Folch; Lees e Stanley (1956).

A Tabela 9 apresenta as varidveis e os niveis que foram avaliados na otimizagdo da

extracdo, enquanto a Tabela 10 representa a matriz de contraste das variaveis codificadas.

Tabela 9. Variaveis e niveis da otimizag¢do do teor lipidico

Nivel
Variavel
-1,41 -1 0 1 14
(1) Concentraciao Meio Chu (%) 40 50 75 100 110

(2) Tempo (dias) 12 15 22 30 33
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Tabela 10 - Matriz de planejamento composto central em 2 variaveis para otimizagdo do teor lipidico (1-
Concentrag¢do Meio Chu em porcentagem (%) e 2 - Tempo em dias)

Codificado Valores Reais
Experimento

1 2 Meio Tempo
1 - - 50 15
2 + - 100 15
3 - + 50 30
4 + + 100 30
5 0 0 75 22
6 0 0 75 22
7 0 0 75 22
8 -1,41 0 40 22
9 +1,41 0 110 22
10 0 -1,41 75 12
11 0 +1,41 75 33

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do Software Statistica 7.1, da
StatSoft, explorando quais varidveis interferem em determinadas respostas, utilizando conceitos
de estatistica descritiva, analise multivariada e metodologia de superficie de resposta. Apds

concluir todas as andlises expostas, a faixa 6tima de cada variavel foi identificado.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

Serdo apresentados abaixo os resultados dos experimentos realizados dentro do
planejamento fatorial 2°, para verificar quais das variaveis estudadas sio significativas ou nio

para producao de biomassa da microalga e teor lipidico.

6.1  AVALIACAO DE CRESCIMENTO DA MICROALGA SCENEDESMUS SP. EM
CULTIVOS COM MEIO CHU E GUILLARD.

Nos ensaios 1 e 3 a microalga Scenedesmus sp. foi cultivada em meio Chu, em periodo
de 20 dias (ensaio 1) e 30 dias (ensaio 3). Com relagdo aos ensaios 2 e 4 o cultivo da microalga
Scenedesmus sp. teve como nutrientes disponiveis o meio Guillard, em periodo de 20 dias
(ensaio 2) e 30 dias (ensaio 4). O crescimento celular de ambos os quatro cultivos foi
monitorado a cada cinco dias por absorbancia a 570 nm, analisando a densidade Optica.
Verifica-se na Figura 14, o perfil de crescimento das algas (Absorbancia) nos respectivos

tempos de cultivo analisados.

Figura 14- Crescimento celular analisado nos ensaios experimentais em meio nutricional Chu e

Guillard.
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Observa-se que a densidade celular da microalga originou uma fase de crescimento
gradativo em todos os ensaios experimentais. Os resultados do ensaio 2 mantiveram-se
superiores ao ensaio 1 cerca de 21% mais eficaz, ao serem submetidos a um tempo de cultivo
de 20 dias. Quando relacionados os ensaios 3 e 4, o percentual de desenvolvimento ¢ ainda mais
satisfatorio, o ensaio 3 apresentou em seus parametros taxa de crescimento elevada na ordem
de 53% a mais que o estimado para o ensaio 4. Ambos foram condicionados ao cultivo de 30
dias.

Esses dados mostram que € possivel desenvolver um cultivo durante um periodo de 30
dias otimizando as taxas de crescimento dos organismos, visto que a evolucdo das microalgas
apresenta desenvolvimento até por volta dos 30 dias de cultivo, quando inicia-se um periodo de
decréscimo celular, indicativo do declinio dos nutrientes com o passar do tempo, apds consumo

dos mesmos pelas microalgas (SANTOS, 2016).

6.2  ENSAIOS REALIZADOS PARA OTIMIZACAO NO CULTIVO DE
MICROALGAS

A biomassa, produzida dos meios de cultivo, foi submetida a centrifugacdo e secagem
para extragdo de 6leo conforme metodologia descrita por Folch, Less e Sloane Stanley (1956).
Posteriormente, a massa dos frascos contendo 6leo produzido foi aferida para que o célculo
gravimétrico fosse realizado obtendo ao final do processo metodoldgico a mensuragdo do teor
lipidico total em porcentagem.

A metodologia de cultivo estudada com intuito de avaliar se as varidveis selecionadas
possuem influéncia na formagdo lipidica da microalga Scenedesmus sp., foi a partir de um
planejamento fatorial 2°. As trés variaveis escolhidas sdo: meio de cultivo, tempo de cultivo em
dias e porcentagem de indculo, empregando dois niveis para cada variavel.

A Tabela 11 apresenta a matriz do planejamento de experimentos e as interagdes entre
as variaveis, a fim de observar a influéncia de uma variével sobre o rendimento lipidico no

cultivo das microalgas.
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Tabela 11 - Matriz do planejamento de experimentos com resultados do teor lipidico obtido das algas de acordo
com o planejamento fatorial 2°.

Variaveis
Ensaio

M T I MxT MxI TxI MxTxI % T.L
1 - - - + + + - 1,70
2 + - - - - + + 0,29
3 - + - - - + 10,87
4 + + - + - - - 0,50
5 - - + + - - + 5,23
6 + = + = + = - 1,94
7 - + + - - + - 11,02
8 + + + + + + + 3,41

Com os resultados obtidos do teor de lipideos calculou-se os efeitos das variaveis em
cada ensaio. Os efeitos foram obtidos a partir da diferenca entre as respostas médias de teor de

lipideos nos niveis superior e inferior para cada variavel, conforme Equacao 2:

Equacao 2:

Ef = %T L(+) - %T L (&)

Em que (Ef) é o efeito da variavel, ( %T.L¢, ) corresponde a porcentagem média
aritmética de teor lipidico das varidveis de nivel altos e ( %T.L -y ) representa a porcentagem
média de teor lipidico que apresentam nivel baixos. A equagdo foi aplicada para cada variavel

estudada, obtendo os valores de efeito apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 - Efeitos das variaveis estudadas e suas interagoes na porcentagem de lipideos obtidas no

cultivo da microalga

Variaveis Efeitos
1 Meio de Cultivo - 5,66
2 Tempo de cultivo (dias) +4,17
3 Porcentagem de indculo (%) +2,07
12 Meio x tempo -3,33
13 Meio x inoculo +0,21
23 Tempo x indculo - 0,54

123 Meio x tempo x indculo +1,17
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De acordo com os valores de efeito, a porcentagem de inoculo, dentro dos niveis
estudados (25 e 35 %), apresentou a menor influéncia no teor de lipideos produzidos. O tempo
de cultivo e o meio apresentaram efeitos proximos, com maior importancia para o meio de
cultivo usado. O sinal negativo do efeito do meio de cultivo indica que o nivel baixo possui
maior influéncia na porcentagem de lipideos, ou seja, 0 meio Chu se mostra mais promissor no
cultivo das algas para obtengdo de lipideos do que o meio Guillard.

Como os experimentos ndo foram realizados em replicatas, o erro dos efeitos nao pdde
ser estimado a partir de variancias individuais dos experimentos. Mas existe outra forma de
estimar o erro dos efeitos sendo realizada pela analise do grafico normal dos efeitos, no qual os
efeitos mais dispersos de um valor padronizado (Z) igual a zero sdo estatisticamente
significativos.

Para construir o grafico normal de efeitos foi realizado o célculo das interagdes entre os
fatores, resultando no total de sete efeitos: trés efeitos principais, trés interagdes de dois fatores
e uma interagdo de trés fatores. Para o calculo dos efeitos de interacao de variaveis multiplicou-
se os sinais dos niveis de eclemento a elemento. Primeiro, as interacdes das variaveis sao
determinadas pela multiplicagdo dos niveis de duas a duas, depois de trés a trés variaveis
(NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001).

A significancia dos efeitos pode ser melhor observada através do grafico normal dos

efeitos, Figura 15.

Figura 15 - Grafico normal de efeitos para o cultivo das algas. Sendo que I corresponde ao meio de cultivo, 2
ao tempo de cultivo e 3 a porcentagem de indculo.
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Os valores de efeitos mais dispersos de um valor padronizado (Z) igual a zero sdo
estatisticamente significativos, e aqueles que se aproximam deste valor ndo possuem influéncia

significativa na resposta.

No gréfico observa-se que os pontos nas extremidades sao os mais dispersos e, por isso,
sdo os dois unicos significativos para o cultivo das algas. Na area azul estdo os valores de efeito

menos significativos, sendo uma varidvel discreta, e as demais interagdes entre as variaveis.

A variavel em questdo, mostrada como o ponto 3 no grafico, se refere a porcentagem de

indculo e como jé havia visto anteriormente, teve pouco influéncia no teor de lipideos.

A interagdo indicada pelo ponto 12 estd fora da area marcada, porque se distancia de
zero, porém como uma interacdo tem forca menor em relevancia para a resposta quando
comparada a uma variavel principal, contudo nos indica que ndo apenas o meio de cultivo
(ponto1) e o tempo (ponto 2) sao importantes, coexiste uma resposta positiva a interacao destas

duas variaveis.

O meio de cultivo (ponto 1), estd na area negativa do grafico, portanto precedido pelo
sinal negativo que nos indica que o nivel baixo (meio Chu) foi o que proporcionou melhor
resultado para a produgdo de lipideo. Com o tempo de cultivo (ponto 2) ocorreu o contrario, ele
esta na regido positiva do grafico e o nivel alto (30 dias) foi mais importante para a producgao

de lipideos.

6.3 AVALIACAO GERAL DE BIOMASSA SECA E TEOR LIPIDICO PRODUZIDO

A Tabela 13 apresenta os resultados obtidos através de um conjunto de varidveis, pelo
qual analisou-se o crescimento da microalga Scenedesmus sp. (SCN) em meio Chu e Guillard,
adicionando 25 e 35% de indculo, a serem cultivados em um prazo entre 20 dias e 30 dias, em

ensaios distintos.
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Tabela 13 - Biomassa seca, quantidade de oleo produzido e Teor Lipidico das microalgas Scenedesmus sp.

Biomassa (g/L) Oleo (g) Teor Lipidico (%)
Ensaio 1 1,32 0,022 1,70
Ensaio 2 1,67 0,004 0,29
Ensaio 3 2,26 0,246 10,87
Ensaio 4 1,08 0,005 0,50
Ensaio 5 1,57 0,082 5,23
Ensaio 6 0,93 0,018 1,94
Ensaio 7 1,76 0,194 11,02
Ensaio 8 1,17 0,039 3,41

* quantidade produzida por reator com capacidade de 1 litro.

No ensaio 1, aplicou-se Meio Chu acondicionando 25% do volume util do reator de
in6éculo, em um prazo de cultivo de 20 dias, foi encontrado uma produtividade de biomassa
final da ordem de 1,3216 g/L. Em um experimento conduzido por Costa (2018), uma microalga
também pertencente a familia Scenedesmaceae, cultivada em meio sintético com temperatura
de 25 + 2°C e luminosidade proveniente de ldmpadas fluorescentes de 40W com fotoperiodo
de 12/12h de luz/escuro, apresentou crescimento méaximo de biomassa equivalente a 1,21 g/L!
ao final do 28° dia de cultivo, apresentando assim maior tempo de cultivo e menor rendimento.

Referente ao teor de lipideos extraido da biomassa seca, o ensaio 1 apresentou
percentual de 1,70%, considerado baixo por Oliveira ef al. (2014) frente a média padrao de 19,6
a 21,1% para Scenedesmus sp. No entanto, ¢ importante ressaltar que o ensaio 1 apresentou
melhor rentabilidade, 1,48% a mais de lipideos em sua extracdo quando comparado ao
experimento realizado por Erazo (2017), que expde em sua pesquisa um cultivo com a
microalga Scenedesmus sp. em FBR de placa plana durante um periodo de 15 dias, ressaltando
assim a necessidade de se investir em otimiza¢des no processo de cultivo para elevar o
rendimento lipidico final.

Mantendo o periodo de 20 dias de cultivo com adi¢do de inoculo referente a 25°%,
apresentando variagdo apenas quanto ao meio quando comparado os pardmetros com o ensaio
1, estabeleceu-se as varidveis do ensaio 2, o qual utilizou Guillard como meio base, resultando
em uma maior quantidade de biomassa seca produzida (1,67 g/L). Desempenho semelhante
obtido por Pena et al., (2017), em seu plano experimental estava sob intensidade luminosa,

utilizando fotoperiodo de 12h luz e 12h escuro, a uma temperatura ambiente (25 °C), durante
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periodo de 20 dias, ressaltou em seus resultados concentracdes maximas equivalentes a 1,75
g.L! para o cultivo da microalga Scenedesmus sp., € 1,64 g.L'! para a Chlorella sp.

Verificou-se baixa concentragao de 6leo produzido no ensaio 2 (0,004 g), mensurando
um teor lipidico de 0,29%. Embora ambos tenham propor¢ao de in6culo inicial (25%) e tempo
em cultivo de 20 dias, o ensaio 2 esta associado a outro meio sintético, o meio Guillard,
determinando uma producao de biomassa de 1,67 g/L, maior que valores encontrados por Erazo
(2017), que alcancou durante um experimento com a microalga Scenedesmus sp. concentragdes
de 1,5 g/L, em ambiente climatizado, iluminado por duas ldmpadas tipo LED tubulares de 12
W cada uma, em fotoperiodo com 24 horas de claridade.

Para o crescimento das microalgas em taxas satisfatorias deve ser observado seu
rendimento lipidico, o que indica produg@o 6leo. No ensaio 2 foi utilizado o meio Guillard, o
qual desempenhou maior rendimento de biomassa quando comparado ao ensaio 1, porém os
dados se diferem frente ao teor de lipideos produzidos por ambos, sendo que o cultivo
submetido ao meio Chu (ensaio 1) indicou 1,3845% a mais de 6leo.

Acredita-se que o processo metabodlico possa estar condicionado a esse resultado, em
que a microalga Scenedesmus sp. estivesse enfrentando dificuldades de se adaptar ao meio de
cultivo Guillard ao longo de seu crescimento e multiplicacdo celular, sendo possivel que ela
esteja consumindo seu 6leo produzido, visto que essa € uma substancias de reserva nutricional
para continuar o crescimento (BORGES, 2014).

Esse resultado obtido no ensaio 2, onde elevada biomassa indicou baixo teor de 6leo
comparado as condi¢des atribuidas ao ensaio 1, foi essencial para constatar que a produgdo
lipidica nao esta diretamente ligada ao crescimento celular. Ha diversas variaveis (temperatura,
luz, pH, aeracdo, nutrientes) que podem interferir no cultivo de microalgas, porém ¢ pertinente
mencionar os fatores biologicos que variam entre as espécie e seus armazenamentos
metabolicos de reservas nutricionais (BORGES, 2014; SILVA, 2014).

Oliveira et al., (2014) otimizando seu meio de cultivo Chu adicionando porcentagem de
efluente de bovinocultura biodigerido, para a microalga Scenedesmus sp., empregou parametros
de temperatura controlada a 22° + 2 °C, luminosidade com fotoperiodo 12:12, e bombas de
aerac¢do constante, quantificou uma extracao lipidica de 14,91% para 10% efluente utilizado
como meio nutricional adicional.

Para avaliar o perfil do 6leo da microalga Scenedesmus sp., como fonte de nutrientes
para o cultivo de microalgas, Dzuman (2013) utilizou meio concentrado Chu, com controle de

temperatura de 20 = 2°C, aerag¢do, iluminagdo fluorescente branca de 40 Volts, 12 horas de luz
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e 12 horas de escuro, obtendo produtividade de biomassa seca equivalente a 677 mg. L' e 16%
de bio-dleo.

Seguindo essa linha de raciocinio onde o meio Chu vem se destacando, os ensaios 1 e 3
cultivados nas mesmas condi¢des de meio e variagao de indculo, quando submetido ao cultivo
por 30 dias (ensaio 3), o experimento apresentou maior concentracao de teor lipidico (10,87%).
Indica-se que o tempo de 30 dias, aparentemente ¢ mais promissor do que a variavel do ensaio
1 (20 dias). Segundo estudos apontados por Ramirez (2013), a microalga Scenedesmus sp., entra
e fase exponencial de crescimento a partir do décimo dia de cultivo, onde se faz necessario
avaliar o ciclo de operagdo para que o cultivo em fotobiorreatores obtenha a concentragdo
maxima de biomassa em tempo de cultivo favordvel com a presenca de nutrientes para uma
colheita satisfatoria.

De acordo com os resultados obtidos por Vidal (2016), a biomassa seca e o teor de
lipideos dessas microalgas foram melhorados quando cultivadas em meio com adi¢do de
nutrientes residuais presentes no efluente; apresentando um ter de lipideos de 10,42%, resultado
ainda inferior ao desempenho obtido pelo cultivo em ensaio 3.

E possivel observar que o meio de cultivo Chu vem sempre apresentando melhores
resultados, inclusive quando comparados os ensaios 1 e 2, onde ambos apresentavam em seus
parametros, o mesmo tempo de cultivo (30 dias) e presenca de indculo inicial (25%), variando
apenas o meio. O ensaio 2 cultivado em meio Guillard demonstrou baixo teor lipidico quando
comparado ao percentual obtido no ensaio 1, com cerca de rendimento 83% menor.

Embora o fator tempo, tenha sido promissor ao rendimento de biomassa quando
analisado os ensaios 1 e 3 cultivados em meio Chu, ao serem submetidos a variacao de meio,
as estirpes que apresentaram crescimento exponencial em meio Guillard, foram cultivadas em
20 dias. Borges (2014), relata em seus resultados, que a microalga Scenedesmus sp., cultivada
no meio Guillard em unidade experimental com controle de varidveis de iluminagdo,
temperatura e aeragdo, entra em estabilidade de crescimento entre o décimo e décimo sexto dia,
passando para fase de declinio e morte celular.

A variagdo em porcentagem de indculo inicial (35%) no meio Chu, também foi
analisada. No ensaios 5, a biomassa seca quantificada foi superior quando comparada com a
biomassa do cultivo desenvolvido nos ensaios 1, onde ambos estavam em meio Chu, e 0 mesmo
comportamento pode ser observado para o teor lipideos. Esses resultados sugerem a
possibilidade de aumentar a porcentagem de indculo inicial para 35%, aumentando assim de

68% a produtividade de teor lipidico e de 16% a produtividade em biomassa.
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A concentragdo de teor lipidico produzida durante o cultivo do ensaio 8 variou
significativamente comparado ao ensaio 6, as condi¢des em que as microalgas sdo submetidas
ao meio de cultivo podem afetar seu rendimento metabdlico e, assim, consequentemente o
acumulo de lipideos na célula. Visto que o ensaio 8 apesar de manter os parametros de meio e
porcentagem de in6culo, ao alterar o tempo de cultivo os resultados indicaram um aumento de
43% no teor lipidico.

Na Tabela 13 pode se observar uma relacao de otimizagao nos estudos direcionados ao
cultivo da microalga Scenedesmus sp., e seus respectivos rendimentos de teor lipidico. De
acordo com os valores observados no ensaio 3 e¢ 7, percebe-se que os rendimentos variam,
dependendo da porcentagem de indculo. Nota-se que Gouveia et al., (2016) ao cultivar a
Scenedesmus em fotobiorreatores com luz continua e temperatura de 25°C obteve teor lipidico
de 8,1%, em um periodo de 10 dias.

Levando-se em conta que no ensaio 7 o rendimento em teor lipidico foi de 11,02%, a
altera¢do na porcentagem de indculo ndo apresentou dados significativos, ficando sugestivo a
aplicacdo de novas variaveis frente ao tempo de cultivo ¢ ao meio Chu, para tentar obter um
rendimento maior de teor lipidico, a medida que os parametros relacionados ao meio Chu e ao

tempo se destacaram entre as variaveis.

6.4 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE CULTIVO

Para otimizacao do teor lipidico extraido das microalgas foram realizados experimentos
embasados em um planejamento estatistico do tipo planejamento composto central (PCCR),
analisando as varidveis, concentragdo de nutrientes do meio Chu (%) e o tempo de cultivo
(dias), conforme disposto na Tabela 14. Como resposta dos experimentos, a partir desse modelo
estatistico, foram obtidas como respostas o teor de lipideos, expresso em %, a quantidade de
0leo produzidos, em gramas e biomassa seca (g/L). Todos os ensaios experimentais foram

realizados em duplicatas, e os resultados apresentados sdo a média dos valores obtidos.
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Tabela 14 — Biomassa seca, quantidade de dleo produzido e Teor Lipidico das microalgas Scenedesmus sp. em
processo de otimizagdo de cultivo

Biomassa (g/L) Oleo (g) Teor Lipidico (%)
Ensaio 1 1,0255 0,0258 2,5
Ensaio 2 0,9992 0,0243 2,6
Ensaio 3 0,936 0,0092 9,9
Ensaio 4 0,9682 0,0124 1,2
Ensaio 5 0,873 0,0738 8,4
Ensaio 6 1,0602 0,0956 9,0
Ensaio 7 1,1157 0,0963 8,6
Ensaio 8 0,8957 0,1336 14,9
Ensaio 9 0,987 0,0347 1,5
Ensaio 10 0,9797 0,0394 4,0
Ensaio 11 1,0887 0,0689 6,3

* quantidade produzida por reator com capacidade de 1 litro.

A estrutura matematica realizada a partir do planejamento composto central com 2
niveis, gerou uma superficie de resposta e curva de contorno (Figura 16), onde possibilitou
observar que a maxima porcentagem de lipideos alcancada indica uma menor concentragao de
meio Chu em um tempo estimado dentro das condi¢des experimentais intermediario.

Na superficie de resposta, quando se tem uma regido de maximo ou de minimo, para se
realizar um otimizagao ¢ importante aplicar a derivada nesse modelo matematico em fungao de
X ey, igualando a zero, encontrando assim a regido de maximo da superficie de respostas, ou
seja, a condi¢cdo de tempo e meio de cultura que proporciona maiores porcentagens de lipideos
no experimento:

Para se obter uma determinada porcentagem de lipideos, ¢ necessario considerar as
condig¢des de x (meio Chu) e y (tempo-dias). Julgando os valores de x e y, através desse modelo
matematico, foi possivel construir o grafico, que prediz como se comportou o experimento

apresentando todas essas previsoes.
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Cada valor desse coeficiente que antecede x e y tem um significado, onde, quanto menor
esse valor, menor a importancia desse termo na equagdo. O meio Chu (-3,44) ¢ mais importante
que o tempo (+1,17), assim € possivel prever como esse coeficiente influencia no teor de
lipideos. O sinal também tem importancia, porque dependendo do meio nutricional, quanto
maior for o percentual de Chu, menor vai ser o teor de lipideos, por que equacdo apresentou um
sinal negativo, o sinal positivo indica que quanto mais dias ficar maior € o teor de lipideos.

Figura 16 — Superficie de resposta sendo influéncida pela variagdo de porcentagem nutricional em Meio Chu e
tempo em dias

-
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Fonte: préprio autor

Na Figura 16, ¢ apresentado o grafico de superficie de resposta que descreve o
comportamento do acimulo de lipideos frente a influéncia das variaveis, concentracdo de meio
Chu e tempo de cultivo em dias. Foi verificado que a concentracao de nutrientes apresentou um
eixo sobre a resposta, pois o acumulo de lipideos atinge um valor maximo quando a
concentrac¢do inicial de meio Chu ¢ de aproximadamente 39,5%. Verificou-se ainda que para
valores inferiores ou superiores a este, 0 modelo prevé uma redugdo no acumulo de lipideos.

Foi verificado também que a quantidade de dias (tempo) apresentou um ponto de maximo,
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indicando a tendéncia de maior acimulo de lipideos em 20 dias de cultivo. Para essas condigdes
de concentragdo inicial de meio Chu (39,5%) e tempo de cultivo (20 dias), o modelo prevé um
acimulo de teor lipidico de aproximadamente 9,74%.

Ao longo da fase de crescimento constante ¢ multiplicacao celular o processo nutritivo
das microalgas reflete diretamente na constitui¢do bioquimica, assim, porcentagens inferiores
do meio nutricional disponiveis, possibilitam taxas mais elevadas de teor lipidico, devido a
perda da multiplica¢dao celular a qual concede o lugar ao acimulo energético em forma de
lipideos (TREVISAN, 2019).

Logo, os ensaios que apresentaram concentragdes inferiores de nutrientes disponiveis
ao meio de cultivo, proporcionam maiores resultados no teor de lipideos totais, devido ao
decréscimo da multiplicag@o celular que possibilita o acimulo de energia na forma de lipideos,
conforme mencionado por Trevisan (2019), o qual avalia a influéncia da concentracao dos
nutrientes, nitrogénio e fosforo, em suas condigdes experimentais, obtendo um rendimento de
12,7% a 17,9% de teor lipidico, demonstrando assim que a porcentagem lipidica ¢ elevada, a
medida que ocorre restri¢ao nutricional.

Considerando que o custo com o meio nutricional de cultivo para microalgas ¢
dispendioso, sendo um dos fatores limitantes sua producdo e conversdo em biodiesel,
Baumgirtner (2011) realizou um experimento variando a concentragdo de meio nutricional,
com o objetivo de obter uma relacdo 6tima entre a dilui¢do do meio e a produtividade da
microalga, onde optou por seguir a metodologia de extragdo adaptada do método de Folch; Lees
e Stanley (1956), obtendo 8,3% de lipideos totais.

No que refere-se a producao de biodiesel por meio da utilizagdo de biomassa microalgal,
¢ indispensavel que o cultivo apresente um alto rendimento lipidico, assim Guarieiro (2019),
desenvolveu um metodologia com variacdo na concentragdo de nutrientes adicionando um
efluente oriundo da producdo de 6leo de palma, com duragdo de 21 dias, alcancando uma
producdo 11,21% com 2,12 g L' de contetido lipidico.

Ao variar a concentracdo do meio nutricional, com base em adi¢ao de um efluente
oriundo de vinhaga, Guarieiro (2019), ndo registrou um teor de lipideos totais expressivo
(5,74%), sendo significativamente inferior ao obtido no presente estudo de 9,74%.

Microalgas associadas a trés classes distintas (Chlorophyceae, Bacillariophyceae e
Cyanophyceae), cultivadas em meio Chu padrao com adi¢ao de nitrogénio satisfatério para seu
crescimento, demonstrou rendimentos de lipideos totais variados (na faixa de 3 a 32%), onde o
autor abordou a necessidade de relacionar os fatores fisico-quimicos e nutricionais frente ao

comportamento metabélico (CONCEICAO et al., 2012).
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A porcentagem lipidica extraida dos experimentos em questdo, se mostrou inferior (de
1,2 a 14,9), quando correlacionada com a literatura, onde a microalga Scenedesmus, por
exemplo apresenta de 19,6 a 21,1% de lipideos (OLIVEIRA ef al., 2014). Sendo necessario
maior otimizacao das condigdes de cultivo empregadas, acredita-se que a auséncia de aeragao
tenha sido um fator limitante, podendo evitar a sedimentacdo celular, mantendo o meio

homogeéneo, contribuindo para um rendimento mais promissor (BORGES, 2014).
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7 CONCLUSOES

Os processos biologicos a partir do cultivo de microalgas para produgdo de biodiesel,
apresentam vantagens por serem competentes fixadoras de carbono atmosférico, controlando e
prevenindo a polui¢do; no entanto, para uma producao competitiva € relevante baixar os custos
com o meio de cultivo assim como otimizar os processos de colheita e extracao lipidica.

Neste trabalho, varidveis foram avaliadas para estimar a melhor combinagao
metodoldgica, entre tempo de cultivo, porcentagem inicial de in6culo e meio nutricional.

Entre os resultados, de forma geral todos os experimentos apresentaram melhores
rendimentos no teor lipidico, quando submetidos ao cultivo em meio Chu. No entanto, observa-
se que o acumulo de lipideos atinge um valor maximo quando a concentracao inicial de meio
Chu ¢ de aproximadamente 39,5%. Verificou-se ainda que a quantidade de dias (tempo)
apresentou um ponto de maximo, indicando a tendéncia de maior acimulo de lipideos em 20
dias de cultivo. Para essas condi¢des de concentracdo inicial de meio Chu (39,5%) e tempo de
cultivo (20 dias), o modelo prevé um actimulo de teor lipidico de aproximadamente 9,74%.

O processo adaptativo de microalgas, assim como o estudo das melhores interacoes
entre as variaveis analisadas tem grande importancia tecnologica, apresentando possibilidades
de aumentar esse percentual lipidico através de metodologias que altere os padrdes de cultivo,

além de outras frentes de trabalhos.
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