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RESUMO

O uso de fontes renovaveis para a produgao de biocombustiveis vem crescendo a cada
dia no mundo, essa intensa busca se deve principalmente aos problemas ambientais,
associadas a queima de combustiveis fosseis. O esgotamento destas fontes como o
petrdleo e o carvao, tem impulsionado novas pesquisas por combustiveis derivados de
fontes renovaveis. Muitas microalgas podem ser utilizadas como matéria prima
promissora para a produgdo de biodiesel devido a sua taxa elevada de crescimento e
também por possuir altos rendimentos de lipidios, além de uma grande capacidade de
crescer em diferentes ambientes. Desta forma o trabalho visa cultivar a microalga
Scenedesmus sp., em diferentes regimes de cultivo e otimizar as melhores condi¢des
operacionais para producio de bio-6leo deste tipo especifico de microalga. E relevante
analisar estes dados que serdao pesquisados, pois as microalgas tem um grande potencial
na producdo de biocombustiveis. Dessa forma, submeter as colonias de Scenedesmus
sp. a ter uma aumento na producao de lipideos otimizando os reatores ¢ meios de
cultivo podem aumentar o potencial de microalgas na producdo de biodiesel. As
microalgas foram cultivas com diferentes regimes de cultivo como meio, luminosidade,
reator, aeracdo e tempo de cultivo em batelada. Apos o cultivo foram realizadas as
extracdes de Oleo de cada reator utizando o método de Folch. Apds a realizacao do
planejamento fatorial 2°' e do planejamento composto central as melhores respostas
foram obtidas a partir da defini¢do das varidveis mais importantes no processo: reator
horizontal, com meio de cultivo Chu, intensidade luminosa maxima, ou seja, trés
lampadas do tipo “luz do dia”, com 30 dias de cultivo, dotado de aeracao, sem adicao
de vitaminas e controle de temperatura. A partir das ferramentas estatisticas os efeitos
aera¢do, luminosidade e tempo, meio e luminosidade, apresentaram uma maior
influéncia na producdo de lipideos em relacdo aos outros efeitos do planejamento
fatorial. Em relagdo a otimizagdo de Zn e Mn, utilizou-se ZnSO4.7H,O como fonte de
zinco ¢ MnCl,.4H,O como fonte de mangnésio visto que ambos atuam na rota
metabolica dos lipideos. Apds a otimizagdo os valores de 130% de ZnSO4.7H,0 foi o

mais eficaz resultando em 10,19% de teor de lipideos.

Palavras-chave: Microalgas. Otimizagdo. Producao.



ABSTRACT

The use of renewable sources for biofuel production has been growing every day in the world,
this intense search is mainly in environmental problems associated with the burning of fossil
fuels. The depletion of these sources, such as oil and coal, has spurred new research into fuels
derived from renewable sources. Many microalgae can be used as promising raw material for
biodiesel production due to their high growth rates and also high lipid levels, as well as their
high growth capacity in different environments. Thus, the work aims to cultivate a microalgae
Scenedesmus sp., In different cultivation regimes and optimize as the best conditions for the
production of bio-oil of this specific type of microalgae. It is relevant to analyze these data
that will be researched, because microalgae is a great potential for biofuel production. Thus,
submitted as colonies of Scenedesmus sp. an increase in lipid production that optimizes or
recovers and culture media may increase the potential of microalgae in biodiesel production.
As microalgae they were cultivated with different cultivation regimes as medium, luminosity,
reactor, aeration and batch cultivation time. After cultivation they were performed as oil
extractions from each reactor or Folch method. After performing the 25-1 factorial design and
the central composite design, the best responses were initiated by changing the most
important variables in the process: horizontal reactor, with Chu culture medium, maximum
light intensity, ie, three measurements of the “Daylight” type, with 30 days of cultivation,
endowed with aeration, without added vitamins and temperature control. From the statistical
tools of the effects aeration, luminosity and tempo, medium and luminosity, it was detected a
greater influence on the production of lipids in relation to the other effects of the factorial
design. Regarding the optimization of Zn and Mn, use ZnSO4.7H20 as a source of zinc and
MnCI2.4H20 as a diagnostic source since both act on the lipid metabolic pathway. After
optimizing 130% ZnSO4.7H20 values, it was the most effective resulting in 10.19% lipid

content.

Keywords: Microalgae. Optimization. Production.
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1 -INTRODUCAO

Atualmente pesquisadores tém se preocupado com as questdes ambientais devido a
alguns fatores de grande importancia, um deles se refere ao imenso consumo de
combustiveis fosseis para alimentar a necessidade de energia que tem gerado grandes
problemas ambientais (PERIN et al., 2015).

Com o acelerado consumo de energia, a necessidade de outras formas de energia se
torna necessaria, sendo assim, fontes alternativas de energia tem sido pesquisadas em todo o
mundo para que dessa forma possa se encontrar uma solugao para tal problema.

A busca por fontes que podem ser consideradas renovaveis para a produgdo de
biocombustiveis vem crescendo a cada dia no mundo, essa busca da sociedade se deve
principalmente a problemas ambientais, como as emissdes de gases que sdo oriundos da
queima de combustiveis fosseis. Além disso o fornecimento limitado de combustiveis nao
renovaveis como o petréleo exigem novas descobertas de fontes alternativas que devem ser
renovaveis e sustentaveis (HU et al., 2008).

Dessa forma, os biocombustiveis a partir de algas (ou microalgas) surgem como uma
nova alternativa, ganhando espagco no mercado, por questdes benéficas como:
sustentabilidade, facil reprodutibilidade e natureza favoravel ao cultivo. A partir da
biotecnologia, a producao e metodologias eficazes ajudardao os biocombustiveis a provar sua
maturidade como fonte sustentavel, onde a cultura de algas depende da eficiéncia com que
convertem a luz solar em biomassa e lipideos (CARDOSO; VIEIRA; MARQUES, 2011).

Visando esse excedente, o presente trabalho visa cultivar uma espécie de microalga
Scenedesmus sp. objetivando-se a producdo de lipideos empregando diferentes regimes de
cultivo. Seria, dessa forma uma das alternativas para que se possam reduzir a dependéncia dos
combustiveis fosseis a utilizagdo dos oleo de microalgas e sua biomassa para diversas
utilidades.

E relevante analisar estes dados que foram pesquisados, pois as microalgas tem um
grande potencial na produ¢do de biocombustiveis. Dessa forma, submeter as colonias de
Scenedesmus sp. a um aumento na atividade metabdlica de lipideos pode aumentar o
potencial de microalgas na producao de biodiesel.

Acredita-se que submeter as colonias de Scenedesmus sp. a diferentes meios de cultivo
possam trazer resultados positivos como o aumento no metabolismo de lipideos e biomassa,
testando diferentes meios de cultivo, reatores, tempo, luminosidade e aeracdo afim de

analisar, comparar e¢ otimizar as melhores condi¢des de cultivo para Scenedesmus sp.



visando aumentar o teor de lipideos produzido.



2 - OBJETIVOS
2.1 — Objetivo geral

Otimizar a produgao de biomassa e lipideos da microalga Scenedesmus sp. em diferentes

regimes de cultivo.

2.2 — Objetivos especificos

- Definir os melhores parametros de cultivo para a Scenedesmus sp. Como tipo de
reator, meio, aeracao, luminosidade e tempo de cultivo para rendimento de biomassa
e lipideos.

- Identificar o melhor tempo de cultivo para rendimento de biomassa e lipideos.

- Avaliar se a microalga Scenesdesmus sp. E capaz de sintetizar maior quantidade de
lipideos.

- Verificar a viabilidade da produ¢do de biodiesel a partir do 6leo da Scenedesmus sp.

- Avaliar os principais fatores que afetam a produgdo de lipideos pela Scenedesmus sp. a
partir de um planejamento fatorial fracionario.

- Otimizar a produc¢ao de lipideos, empregando um planejamento estatistico controlando

os fatores selecionados.



3 — REFERENCIAL TEORICO

3.1 - Combustiveis fosseis

Os combustiveis fosseis sdo combustiveis derivados de origem mineral, sdo
considerados materiais ndo renovaveis, ou seja, demoram anos para serem produzidos. Desta
forma, muitos pesquisadores tentam encontrar formas para substituir os combustiveis fosseis
por outros tipos de combustiveis (GOLDENSTEIN; AZEVEDO, 2006).

Villela (2014) e Batista et al. (2014) afirmam que de acordo com algumas previsdes
em um futuro muito préximo as reservas de pétroleo acabardo completamente isso porque,
desde o final deste século o petroleo tem sido a principal fonte de energia no mundo, porém o
esgotamento das reservas e a preocupagdo com a intensificagdo de problemas ambientais
ocasionados pela queima de combustiveis fosseis, tem evidenciado a necessidade da busca por
fontes de energias limpas e renovaveis.

Atualmente ha uma grande demanda mundial de energia e a maior parte desta
producdo provém do petroleo, do carvdo e do gas natural. No entanto, estas fontes sdo
limitadas e com previsdo de se esgotarem em um futuro muito proximo, desta forma vé-se a
necessidade da busca por fontes alternativas de energia, onde o biodiesel aparece como uma
boa alternativa para esta demanda mundial de energia renovavel (FERRARI; OLIVEIRA;
SCABIO, 2005). Islam, Heimann, Brown, (2017) afirmam, que com o elevado crescimento
populacional e industrial a demanda energética deve aumentar gradativamente chegando a
50% ou mais até 2030.

O esgotamento destas fontes como petroéleo e o carvao, tem impulsionado novas
pesquisas por combustiveis derivados de fontes renovaveis. Como exemplo tem-se o
biodiesel, um combustivel ndo fossil, o qual pode substituir total ou parcialmente o diesel de
petréleo em motores de ciclo diesel, sem a necessidade de qualquer adaptagao (GAMA; GIL;
LACHTER, 2010).

Segundo projecdes da Energy (U.S. EIA, 2019) o consumo mundial total de energia
deverd aumentar até 49% em 2035. Este cendrio mostra que ¢ necessdrio a busca e
diversificacao da matriz energética do mundo por meio e uso de fontes renovaveis de geragao
de energia limpa, através de processos que possam ter um desenvolvimento econdmico €
sustentavel.

Suprir a demanda energética mundial tem sido um grande desafio para nossa

sociedade. A continua elevacdo do preco do barril de petrdleo e as questdes ambientais



associadas a queima de combustiveis fosseis também tém contribuido para colocar a
humanidade frente a necessidade de novas fontes energéticas (RUSCHEL, 2010). Portanto, ha
vigorosas iniciativas de pesquisa voltadas para o desenvolvimento de biocombustiveis
alternativos renovaveis, potencialmente neutros, sélidos, liquidos e gasosos como recursos

energéticos alternativos (BRENNAN; OWENDE, 2010).

3.2 — Biocombustiveis

Os biocombustiveis sdo uma boa alternativa para resolver os problemas sobre a
deficiéncia energética mundial que pode ocorrer futuramente, pois eles sdo produzidos a partir
da biomassa. Sendo assim pode se considerar também como uma boa alternativa pois
diminuem problemas ambientais e energéticos, evitando assim a reducdo da emissdo de
poluentes por serem considerados fontes renovaveis (SALOMAO, 2013).

Biocombustiveis sdo combustiveis, produzidos a partir de material orginico para
motores de explosdo, estes tipos de combustiveis estdo ganhando um grande espaco no Brasil
e no mundo, ja que os alcoois e ésteres sdo substitutos diretos aos combustiveis fosseis que
podem ser facilmente produzidos em escala significativa. Os biocombustiveis mais comuns
utilizados regularmente no mundo sdo o etanol da cana-de-actcar, milho e beterrada, e o
biodiesel advindo de 6leos vegetais (SALOMAO, 2013).

A preocupagdo com as questdes ambientais tem se tornado cada vez mais frequentes,
essa preocupacgdo se da porque os processos produtivos atuais exploram incansavelmente os
recursos naturais, provocando danos ao meio ambiente e levando a escassez desses recursos
(VILLELA, 2014).

Elrayies (2018) e Doshi et al., (2016) afirmam que os biocombustiveis sdo uma 6tima
alternativa para substituir os combustiveis, onde estes podem ser categorizados em trés
diferentes geracdes que dependem exclusivamente da tecnologia que foi empregada para a sua
producdo. A geracdo 1G (Primeira geracao) ¢ definida como a geragdo a partir de produgdo de
culturas como milho, cana-acucar e soja. A gera¢do 2G (segunda geracdo) ¢ aquela que utiliza
matérias-primas lignoceluldsicas ou residuos do petrdleo e do d6leo de cozinha residual. A
geragdo 3G (Terceira geracdo) € descrita como aquelas que ndo utilizam o solo, € mesmo
assim produzem matérias-primas, compreende a 3° geracdo a utilizagdo de microrganismos
fotossintetizantes, como as microalgas.

Diversas culturas atualmente vem sendo utilizadas para a produgdo de

biocombustiveis (Tabela 1) como a soja, mamona, milho, girassol, dentre outras. Todavia com



o aumento da demanda por produtos para produgdo de biocombustiveis e sua competicdo com
os alimentos (humano ou animal), os pregos tendem a subir o que evidencia a presente busca

por fontes renovaveis ndo alimenticias de combustiveis renovaveis (LEITE; LEAL, 2007).

Tabela 2: Biocombustiveis e as principais fontes de matérias-primas. Fonte: Banco Nacional
de Desenvolvimento Economico e Social (2008).

Bioetanol Grios Moderado Moderado Moderado Terras férteis
(trigo, milho) a baixo

Bicetanol Cana-de-aglOcar Alto Baixo Alto Terras ferteis

Biodiesel Oleos de se- Moderado Moderado Baixo Terras férteis
mentes (canola,
soja, etc.)

Biodiesel Oleo de palma Moderado  Moderado Moderado Terras
a baixo litordneas e

amidas
Desde entdo tem se despendido uma grande quantidade de recursos e estudos para o
desenvolvimento de técnicas que busquem a redugdo de gases do efeito estufa. Umas das
alternativas abordadas pelos pesquisadores seria a obten¢dao de energia através de plantas ou
seres que fixam CO,, assim gerando outros produtos de auto valor agregado. Um destes
produtos € o bio-6leo, que através de um processo bioquimico, pode ser convertido em

biodiesel (FERNANDES et al., 2008).

3.2.1 — Biodiesel

O biodiesel ¢ produzido a partir de fontes renovaveis, como 6leos vegetais e gorduras
animais, para serem utilizados em motores de igni¢do por compressdo, também conhecidos
como motores diesel (BATISTA et al., 2014).

Nessa perspectiva, Osaki, Batalha, (2008), definem biodiesel como um combustivel
renovavel, biodegradavel e ambientalmente correto, onde sua constitui¢do se baseia em uma
mistura de ésteres etilicos ou metilicos de acidos graxos obtidos pela transesterificagao de
quaisquer triglicerideos com éalcool de cadeia curta, metanol ou etanol. Os tipos de Oleos para
sua producdo podem ser de fonte animal ou vegetal. De fonte animal sdo as gorduras animais,
residuos industriais e domésticos, enquanto as principais fontes vegetais sdo os 6leos de soja,

girasol, amendoim, colza, canola, algodao, entre outros.



A utilizagdo do biodiesel ja tem atualmente aplicagdo de biomassa para produgdo de
energia, pois apresenta vantagens sobre o diesel de petrdleo, pois ndo € toxico e é proveniente
de fontes renovaveis, além de uma menor quantidade em taxa de emissao durante o processo
de combustdo. O biodiesel apresenta uma quantidade de energia cerca de 10% menor que o
diesel de petroleo e seu desempenho no motor ¢ praticamente o mesmo no que diz respeito a
poténcia e ao torque (LOBO; FERREIRA, 2009).

A producgdo agrondmica brasileira se baseia em algumas culturas principais de soja,
algoddo, palma, mamona, amendoim e milho, sendo o ultimo utilizado cem por cento para
alimentagdo. A destinacdo das demais oleaginosas citadas foram cotadas como elegiveis para
a producao de biodiesel (OSAKI; BATALHA, 2008).

A principal matéria prima para produ¢do de biodiesel atualmente ¢ a soja, mas ela
apresenta baixa produtividade de 6leo em torno de 20% o que demonstra que futuramente esta
matéria prima deva ser substituida por outra mais viavél e que dé um maior retorno financeiro
e quimico. Pesquisas no Brasil ainda demonstram que o 6leo de dendé e o 6leo de palma
apresentam um rendimento muito maior em produtividade oleaginosa do que a soja. O que
ainda impede essa producdo ¢ a falta de conhecimento agrondomico destas espécies e longo
prazo para a sua producao (OSAKI; BATALHA, 2008).

Atualmente, o custo de producdo do Biodiesel, a partir de 6leos vegetais, supera o
preco do diesel mineral ou diesel fossil, ja que no mercado houve uma explosao de precos dos
oleos vegetais, o que inviabiliza a sua producdo. Segundo a Agéncia Nacional do Petroleo,
Gas Natural e Biocombustiveis (ANP, 2018), com uma matéria prima como a soja no Brasil
ainda € inviavél a producdo em escala industrial de biodiesel.

A poluicao causada pelos combustiveis € um asssunto que vem preocupando a todos
durante muitos anos, € como o consumo dos mesmos também vem nesta mesma crescente, o
aumento dos gases poluentes na atmosfera se tornam preocupantes. Dessa forma, o Programa
Nacional de Producao e Uso de Biodiesel (PNPB) determinou que a partir de 2005 iria se
formar uma mistura de 2% de biodiesel no diesel. Neste sentido, Batista, Pereira e Vieira
(2012), afirmam que os combustiveis que sao utilizados em motores diesel podem ser parcial
ou totalmente substituidos por biocombustivel. O combustivel diesel contendo 2%, 5% e 10%
de biodiesel ¢ chamado B2, B5 e B10, respectivamente, e o biodiesel puro ¢ chamado B100.

O PNPB indicou um projeto que se tornou a lei 11097/ 2005 em que a mistura de
biodiesel ao diesel se faz necessaria na matriz energética brasileira. O PNPB ainda definiu as
responsabilidades de licenciamento e fiscalizagdo para a ANP. Em janeiro de 2005, a medida

se tornou autorizativa e, a partir de 2006, ela se tornou obrigatoria.



Atualmente, o preco do biodiesel ¢ muito superior ao do diesel fossil, ou seja, sua
producdo ainda necessita de melhores metodologias além de matéria prima barata e altamente
produtiva. O preco do biodiesel ¢ definido pelos leildes de biodiesel, que acontecem mais de
uma vez ao ano, ¢ definem a partir de lances e ofertas os valores e estratégias de compra para
biodiesel. A compra deve ser realizada para que as empresas possam incluir a porcentagem
ideal e legal, e posteriormente, a ANP fiscalizard as empresas que estdo credenciadas a

comprar biodiesel (ANP, 2018).

3.3 — Microalgas

As microalgas sdo microorganimos microscopicos que podem medir 5-50 um, sdo
seres fotossintetizantes que utilizam a luz e compostos inorganicos como, fosfato e nitrogénio,
além do CO,, para a produ¢do de metabolitos de interesse (YU; CHEN; ZHANG, 2015).

Lubiana (2014) estabelece, que as algas tem algumas caracteriticas especificas como
ndo apresentar diferenciacdo quanto a caule, folhas e raizes, ou seja, sdo talofitas, além de ter
a ausénsia de orgdos reprodutores com excecao aos multicelulares. Em relagdo ao habitat elas
podem ser encontradas em locais de 4gua doce, salgada ou at¢é mesmo no solo em associa¢ao
com fungos. Sdo organismos fotossintetizantes e que, em geral, possuem o pigmento clorofila
A.

Ja Hu et al., (2008) e Brennan; Owende (2010) definem as algas como um grupo
extremamente diverso de organismos simples, uni ou pluricelulares, autotroficos,
fotossintetizantes e que ocorrem em diferentes habitats, predominando em ambientes de 4gua
doce ou salgada. Sdo conhecidas como uma das mais antigas formas de vida do planeta,
definindo-se como microrganismos fotossintetizantes que crescem rapidamente em diferentes
condi¢des ambientais devido a sua estrutura celular simples.

Porém, Santos (2018) e Oliveira (2013) apresentam algumas caracteristicas que
também podem definir as microalgas como o habitat em solos, fisiologicamente podem ser
procaridticos ou eucarioticos, podendo variar seu tamanho e forma.

Ainda, Oliveira (2013) comenta que as microalgas sdo compostas basicamente de
proteinas, carboidratos, vitaminas e lipideos.

Dentre os organismos fotossintetizantes encontrados hoje no meio ambiente, aqueles
que apresentam caracteristicas como crescimento celular radpido sdo as algas, que podem
chegar a consumir cerca de duas toneladas de CO; para produzir at¢ uma tonelada de

biomassa (MALLICK et al., 2012)



Juarez et al. (2016), afirma que a biomassa das microalgas ¢ composta por 7%-23% de
carboidratos, 5%-23% de lipideos e 6-52% de proteinas. A alteracdo desses valores pode
sofrer variacao devido a espécie analisada e as condi¢des de cultivo como, a privagao de
nutrientes.

Lubiana (2014) afirma que as algas (e microalgas) sdo classificadas no dominio
Procariota e dividem-se em Glaucophyta, Rhodophyta, Chlorophyta, Charophyta,
Ochrophyta, Dinophyta/ Pyrrophyta, Cercozoa, Cryptophyta, Haptophyta, Euglenozoa. Tendo
mais de 50 Classes diferentes e mais de 4 milhdes espécies hoje conhecidas.

As microalgas estdo presentes em um grupo muito distinto com caracteristicas que as
favorecem para a producdo de muitos produtos em seu proprio metabolismo como o bio-6leo.
Porém, vale resaltar que ha muitas espécies diferentes, e que essa variagdo fisioldgica e
morfoldgica vai interferir diretamente nas aplicacdes de cada espécie diferente de microalga

(MENEZES et al., 2013).

3.3.1 — Classificag@o das microalgas

Atualmente as algas sdo divididas em trés grupos principais: microalgas,
cianobactérias e macroalgas (PIRES, 2017), porém ndo existe um sistema de classificacao
totalmente claro pois a taxonomia estd sob constante revisao em todos os niveis seguindo
novas evidéncias genéticas e estruturais (CARTAS, 2018).

Virios biologos vem a alguns anos categorizar as microalgas em uma grande
variedade de classes, eles fazem essa classificacao de acordo com a sua pigmentacao, ciclo de
vida, reproducdo, tecidos verdadeiros e estrutura celular basicas. Dentre os trés grupos
estudados as microalgas se destacam como o grupo mais estudado para a produgdo de

biocombustiveis (PIRES, 2017).

3.4 — O cultivo de microalgas

Nesta secao serdo apresentadas as principais formas de cultivo para microalgas, suas

vantagens e desvantagens.

3.4.1 — Sistemas de cultivo

Qin, Lei, Wu (2018) afirmam que os sistemas de cultivo de microalgas sao baseados
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em lagoas abertas (Figura 2—A/B) em fotobiorreatores fechados (Figura 3) e a viabilidade de
cada sistema ¢ baseado na espécie escolhida a ser cultivada. As microalgas geralmente sao
cultivadas em fotobiorreatores/ reatores que sdo sistemas fechados que proporcionam um
ambiente mais protegido de contaminacdes do que as lagoas abertas e, assim, podem
possibilitar um maior rendimento por area e volume, além de obter cultivos com maior grau

de pureza.

3.4.1.1 — Sistema de cultivo aberto

O sistema de cultivo aberto pode ser feito de varias formas, em lagoas abertas,
raceways, em tanques entres outros. O grande desafio para este tipo de sistema ¢ a baixa
produtividade, contaminacdo e pouco controle das variavéis ambientais. Entre as vantagens, o
baixo custo, a facilidade de limpeza e a baixa demanda de energia (BRENNAN; OWENDE,
2010).

Figura 1: Sistema laminar de cultivo: superficie de cultivo, (A) represa (B) reservatério
(VENANCIO, 2016).

3.4.1.2 — Sistema de cultivo fechado

Como grande desafio para os pesquisadores que utilizam os sistemas de cultivo
fechados estdo a exposicao de todas as células igualmente a iluminagdo artificial, ou seja, €
necessdria a movimentacdo desse meio para que todas as células sejam iluminadas

uniformemente (VENANCIO, 2016).
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Figura 2: Frascos com 5L de cultura de Scenedesmus obliquus (VENANCIO, 2016)

Entre as vantagens estdo o controle das atividades, boa passagem de luz e baixa taxa
de contaminacdo. Entre as desvantagens deste tipo de cultivo estdo, acimulo de biomassa nas
paredes, sistema ainda muito caro e exigéncia de equipamentos sofisticados (BRENNAN;

OWENDE, 2010).

3.5 — Fatores de crescimento das microalgas

Alguns fatores podem influenciar no crescimento de microalgas entre eles estdo a
temperatura, luz, aeracdo, pH e os nutrientes. Uma temperatura 6tima para a fotossintese
cresce com aumento da intensidade luminosa. Se os fatores estiverem satisfatorios, as
microalgas podem ter sua atividade metabodlica e produgdao méaximas alcancada (OLIVEIRA,

2013).

3.5.1 — Temperatura

A temperatura ¢ um fator que tem grande influéncia no crescimento das microalgas,
ela se refere na velocidade de algumas reagdes quimicas como fotossintese e respiragdao
celular. Ohse, Derner, Ozorio (2008) afirmam que a temperatura 6tima para o crescimento de
microalgas ¢ em torno de 20°C-35°C e que, com as condi¢des especificas de nutrientes e luz,
elas podem ter uma taxa otima de crescimento. Nesse sentido, Su et al., (2017), afirma que o
aumento da temperatura acarreta 0 aumento no teor de proteinas e uma diminui¢ao no teor de
lipidios e carboidratos celular.

A temperatura pode também alterar a morfologia das células em algumas espécies

como do género Chlorella que podem suportar uma temperatura de até¢ 42°C (CARTAS,
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2018).

352-Luz

Uma das condi¢des que podem influenciar no desenvolvimento das microalgas ¢ a
luminosidade ou intensidade luminosa, em especial, o comprimento de onda e a duracdo do
mesmo. Em cultivos laboratoriais, a intensidade luminosa ¢ controlada e as lampadas
fluorescentes do tipo “luz do dia”, que sdo as mais indicas, pois tem comprimento de onda de
350 a 700 nm (OLIVEIRA, 2013).

A quantidade de energia luminosa, em cultivo laboratorial de microalgas pode ser um
fator limitante na produgdo de biomassa e crescimento celular, visto que, a alta incidéncia
luminosa causa a fotoinibicdo, que reduz o crescimento celular em fungdo da exposigdo
execessiva da luz, que dessa forma cessa a taxa fotossintética (FRANCO et al., 2013).

Oliveira (2013) e Borges (2014) afirmam que o sistema de iluminacdo em ambientes

controlados normalmente é dotado de 12 horas de luz e 12 horas de escuro.

3.5.3 — Aeragao

A escolha dos sistemas de cultivo € outro aspecto-chave que afeta significativamente a
eficiéncia e o custo-beneficio do processo de producdo de biocombustivel a partir de
microalgas (LI et al., 2008).

Em um sistema de cultivo de microalgas, a aeracdo € um processo importante para
homogeneizar o meio de cultivo com as microalgas. Ela ajuda no controle de temperatura,
transferéncia de gases, incidéncia luminosa e ainda pode ser considerada como Otimo

parametro para se contrololar a atividade fotossintética (CARTAS, 2018).

3.5.4 - pH

O pH pode interferir diretamente no metabolismo das microalgas, afirma
Wojciechowski et al. (2013), pois a maior parte dos ambientes aquaticos apresentam um pH
entre 6 ¢ 9, e as variacOes de pH em um sistema de cultivo de microalgas podem modificar o
estado quimico de vérias substancias importantes para as microalgas. Além disso, outros
fatores podem atuar negativamente com a alteragdo do pH como, permeabilidade da

membrana, transporte i0nico e velocidade das reagdes quimicas.
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A brusca alteracdo de pH, abaixo de 6 ou acima de 9, torna o meio de cultivo
improprio para as microalgas, causando a indisponibilidade de nutrientes (DERNER et al.,

2006).

3.5.5 — Nutrientes

Os nutrientes sdo de grande importancia para o cultivo de microalgas e algas em
diferentes tipos de reatores. Salama et al., (2017), afirma que cada um dos componentes que
fazem parte do meio de cultivo tem uma fungao especifica para o metabolismo destes seres
vivos. Desta forma, os nutrientes sdo de vital importancia para sua cultura. Alguns elementos
sao considerados como fundamentais em praticamente todos os sistemas de cultivo com
microalgas, sdo eles: carbono, nitrogénio, oxigénio, fosforo, magnésio, cobre, zinco e

molibdénio.

3.5.5.1 — Macronutrientes

Os macronutrientes sdo aqueles nutrientes necessarios para as biomoléculas, no meio
intra e extracelar. Os principais macronutrientes utilizados em culturas de microalgas sdo, o
oxigénio que atua nas atividades respitarorias, o fosforo que € envolvido nas trocas gasosas, o
silicio que atua no esqueleto externo, entre outros como carbono, nitrogénio, hidrogénio,

oxigénio, enxofre, sodio, potassio e célcio (SALAMA et al., 2017).

3.5.5.2 — Micronutrientes

Salama et al., (2017), afirmam que alguns nutrientes sdo de grande importancia para o
seu crescimento, sdo eles: o ferro, cobre, manganés, zinco, cloro, vanadio, molibdénio,
boro,cobalto e silicio

Borges (2014) fez um estudo detalhado sobre as importidncia de determinados
micronutrientes e sua relagdo com o rendimento de bio-6leo em reatores fechados do tipo
bandeja. Dentre os micronutrientes de fundamental importancia para o cultivo de microalgas o

manganés, zinco, cobre, molibdénio, calcio e selénio mereceram destaque em seu estudo.
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3.6. — Scenesdesmus sp.

O género Scenedesmus ¢ muito utilizado quando o assunto € bioenergia. Esta
microalga vive em 4gua doce mas também pode ser encontrada em aguas salobras, de forma
menos frequente. Sao individuos clorofilados e unicelulares e podem formar colonias com um
agrupamento de células de 4-8 raramente mais do que essa quantidade (OLIVEIRA, 2013).
Atualmente ¢ muito utilizada pela sua grande quantidade de bio-0leo produzida e pela sua

biomassa.

Figura 3: Microscopia optica com aumento de 40 vezes da microalga Scenedesmus sp.
(OLIVEIRA, 2013).

Segundo Oliveira (2013) e Borges (2014) o género Scenedesmus tem como grande
caracteristica o teor de lipideos que pode variar de 10% a 20% quando cultivada em condi¢des
apropriadas, mas quando ha uma otimizagdo dos padrdes de cultivo esse teor de lipideos pode
ser superior a 30%.

A caracteristica do alto teor de lipideos na Scenedesmus sp. deixa esta microalga como
uma das elegiveis para a producdo em grande escala de biodiesel. Para isso, ¢ necessario que
o cultivo seja em tanques, de preferéncia como sistemas fechados para que ndo haja

contaminagdo (BORGES, 2014) ¢ (VENDRUSCOLO, 2009).

3.2.3 - Biocombustiveis a partir de microalgas

O petréleo vem se tornando cada vez mais ultrapassado, quando se pensa em geragdo
de energia e depois de ser usado o milho, cana-de-aglicar, mamonas entre outros, para a

producdo de biocombustiveis, os cientistas indicam que o futuro das fontes energéticas podem



15

estar em mares e rios. Algumas algas tem a capacidade de fabricar, naturalmente, a matéria-
prima de combustiveis fosseis como o 6leo e a gasolina (ANGELO, 2016).

Entre as possibilidades atuais para a produgdao de biocombustiveis, o uso de
microalgas ¢ visto como fonte viavel de biomassa e tem causado grandes expectativas no
setor energético. As algas atualmente sdo utilizadas para producao de suplemento alimentar e
também para extragdo de compostos de alto valor agregado. Elas podem ser utilizadas para
fazer biorremediagao, biofertilizagdo, bem como para a produgdo de variados biocombustiveis
como o metano, biodiesel, bioetanol e o bio-hidrogénio (CARDOSO; VIEIRA; MARQUES,
2011).

Segundo Santos (2018), as microalgas tém sido usadas em todo mundo para diferentes
propositos. Além do alto conteudo de lipidios e carboidratos, elas podem ser consideradas
como uma matéria prima excelente por ter rapido crescimento e alta eficiéncia na fixacao de
CO,. Elas podem ser usadas para producao de biocombustiveis, obtengdo de pigmentos,
tratamento de efluentes industriais e esgoto.

Muitas vantagens podem ser citadas pela utilizacdo de microalgas para a producao de
biocombustiveis como a ndo competicdo com os alimentos e a possibilidade de cultivo em
diferentes locais. Como desvantagem, ainda hoje esta produg¢do ¢ vista como pouco
competitiva e tecnologicamente cara. Desta forma, muitas pesquisas ainda sdo necessarias
para que se aprimore os processos envolvidos na produgdo de biocombustiveis de microalgas
para que esta nova biotecnologia possa ser consolidada (CARDOSO; VIEIRA; MARQUES,
2011).

A Figura 4 mostra em quais processos a biomassa das microalgas pode ser submetida

para produgdo de bioenergia e quais produtos podem ser formados.
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Figura 4: Formacao de produtos a partir da biomassa de algas. Fonte: Gris, 2011. Adaptado.

Quanto ao metabolismo, algumas espécies sao capazes de altera-lo de acordo com as
mudangas ambientais. O cultivo das algas pode ser: fotoautotréfico, quando tem como tnica
fonte de energia a luz; heterotro6fico, quando sdo usados compostos organicos como fonte de
carbono e energia e; mixotropicos, quando tanto o metabolismo autotroéfico e heterotréfico
podem ser utilizados (ANGELO; ANDRADE; COLOZZI-FILHO, 2014). Segundo
(BORGES, 2014), cada espécie precisa de condi¢des especificas para o cultivo. As condig¢des
Otimas como temperatura, quantidade de luz, macro e micronutrientes tem que ser otimizadas
para que se tenham boas condi¢des para o cultivo. Dentre os géneros mais utilizados para o
cultivo e producao de bio-6leo estdo: Scenedesmus, Chlorela, Spirulina e Nannochloropsis.

Além de todas essas aplicagdes na indlstria as microalgas ganharam um grande
espaco quando se refere a bioenergia, elas sdo consideradas como os biocombustiveis de
terceira geracdo, pois tem um grande potencial para a produ¢do de muitos biocombustiveis

como biodiesel, bioetanol e bio-hidrogénio (SANTOS, 2016).

A partir deste excedente, o presente trabalho tem como finalidade submeter as
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coldnias de Scenedesmus sp. a um aumento na atividade metabolica de lipideos, otimizando as
condi¢des operacionais de cultivo afim de aumentar o potencial desta microalga na producao

de biodiesel.
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4 -METODOLOGIA

Nesta se¢do serd apresentada a espécie de microalga utilizada para os experimentos, a

unidade experimental, o material e os métodos experimentais utilizados.

4.1 - Microalgas

Para a producdo de lipideos a partir de microalgas foi utilizada uma espécie de
Scenedesmus. Todos os testes com as culturas foram realizados no laboratério de Energias
renovaveis materiais e catalise (LEMARC), da Universidade Federal de Uberlandia — Campus
Pontal em Ituiutaba—MG. As amostras de Scenedesmus sp. foram gentilmente cedidas pelo
Instituto Luterano de Ensino Superior de Itumbiara — ILES/ ULBRA, curso de Quimica —
[tumbiara — GO.

As microalgas foram mantidas em um sistema de cultivo dotadas de um fotoperiodo

de 12/12: Luz/ Escuro a uma temperatura ambiente proxima a 25°C, Figura 5 (A e B).

Figura 5: Unidade de cultivo. A — Sistema de cultivo desligado. B — Sistema de cultivo ligado. De
acordo com o fotoperiodo 12/12 Luz/ Escuro.
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4.2 — Planejamento estatistico

Para determinar as condigdes Otimas de producao de biomassa e crescimento das
microalgas, foi empregado um planejamento fatorial fracionério (PFF), que é uma ferramenta
estatistica que possibilita a determinagdo das varidveis experimentais que afetam, de forma
importante e significativa, o rendimento de lipideos no crescimento das microalgas. A Tabela

2 apresenta as varidveis e os niveis estudados no PFF 2”7,

Tabela 2: Varidveis e niveis estudadas no crescimento de microalgas (Scenedesmus sp.)

Variaveis Niveis
(+) (-)
A Meio de cultivo Guillard Chu
B Quantidades de lampadas 3 2
C Tipos de reatores Horizontal Vertical
D Quantidade de dias de cultivo 30 dias 15 dias
E Aeracao Nao Sim

Barros-Neto, Scaminio e Bruns (2001) afirmam que a organizagdao do planejamento
fatorial deve obedecer as relagdes geradoras que, por sua vez, deverd apresentar o nimero de
fatores que compdem o termo mais curto presente nessas relacdes que €, por defini¢do, a
resolucdo do planejamento. Dessa maneira o planejamento fatorial fracionario foi definido
como 2. Realizando 16 experimentos, com a relagio geradora E=AxBxC ou I= ABCE, ou
seja, a varidvel teve sua geracdo baseada na interagdo AxBxC. A matriz de planejamento ¢

apresentada na Tabela 3.
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Tabela 3: Matriz de planejamento fatorial fracionario 2°~!

A B C D E

Ensaios
1 - - - - -
2 + - - -+
3 - + - -+
4 + + - - -
5 - - + -+
6 + - - -
7 - + + - -
8 + + + -+
9 - - - + -
10 + - - +  +
11 - + -+ -
12 + + -+ -
13 - - +  + o+
14 + - + o+ -
15 - + + o+ -
16 + + + o+ o+

Os ensaios foram realizados aleatoriamente e de maneira organizada, mantento a
conformagdo do planejamento fracionario 2>, apresentado na Tabela 3. O arranjo do
primeiro ensaio ficou da seguinte forma:

e Meio de cultivo: Chu (A)

e Quantidades de lampadas: 2 (B)

e Tipo de reator: Vertical (C)

e Quantidade de dias de cultivo: 15 (D)
e Aecracdo: Sim (E)

Os arranjos a seguintes (2, 3, 4, 5... 16), apresentaram a mesma ordem, tendo dessa
forma 16 respostas diferentes para rendimento de biomassa, porcentagem de oOleo e
crescimento celular, assim finalizando a primeira etapa dos ensaios, cuja finalidade foi
selecionar as varidveis que mais afetam a porcentagem de lipideos na producao das

microalgas.
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4.2.1 — Planejamento composto central (PCC)

A partir das variaveis mais importantes no PFF, os seus niveis foram otimizados
empregando um planejamento composto central. As variaveis selecionadas foram os
micronutrientes do meio CHU: concentragdo de zinco (A) e concentracdo de manganés (B).
Estas condi¢des foram definidas, pois a maioria das variaveis estudadas inicialmente eram
discretas (sim ou ndo) e foram fixadas em seu nivel de maior rendimento de porcentagem de
lipideo.

Foi realizado um planejamento composto central para duas variaveis, com rotacdo e

triplicate no ponto central, totalizando 11 experimentos apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Matriz do planejamento composto central

Valor codificado Valor percentual
A B A B
Ensaios % Zn %Mn
1 - - 50% 50%
2 + - 150% 50%
3 - + 50% 150%
4 + + 150% 150%
5 0 0 100% 100%
6 0 0 100% 100%
7 0 0 100% 100%
8 -14 0 30% 100%
9 +1,4 0 170% 100%
10 0 -1,4 100% 30%
11 0 +1,4 100% 170%

Para a realizacdo do PCC, inicialmente realizou-se um estudo sobre quais macro ou
micronutrintes poderiam inflenciar no rendimento de oléo dentro de um sistema de cultivo.
Borges (2014), afirma em seus estudos que a otimizacdo de nutrientes especificos em
Scenedesmus sp. € favorecida quando existe uma adi¢do de 0,06 g/L. de ZnSO4.7H20 e 0,5
g/L. de MnCI2.4H20, o que representa uma melhora de 161,7% no teor de lipideos e uma

redugdo de 55,32% na concentracao de biomassa.
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Lourengo (2006) e Teixeira et al. (2015) afimam que zinco (Zn) e o manganés (Mn)
participam da rota metabdlica na produgdo de lipideos e que o estudo destes nutrientes em um
sistema de cultivo se faz necessaria.

A partir do meio de cultivo com a melhor resposta de acordo com o planejamento
experimental, ficou definido que o PCC seria realizado para obter uma maior producdo de
lipideos a partir de uma otimizag@o para a concentragdo de zinco (Zn) e manganés (Mn). Para
realizagdo dos experimentos foi utilizado como fonte de zinco, o sulfato de zinco hepta-
hidratado (ZnS0O,4.7H,0) na concentracdo de 0,0000882 g/L, o que equilavale 100% do valor
real. Como fonte de manganés, foi utilizado o cloreto de manganés tetra-hidratado com
(MnCl,.4H,0) na concentracao de 0,0000144 g/L, que ¢ 100% do valor real. Os valores de

concentragdo de Zn e Mn estudados sao apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Valores de concentragdes de sulfato de zinco hepta-hidratado e cloreto de
manganés tetra hidratado do planejamento composto central

Niveis -1.4 -1,0 0 +1,0 +1,4

codificados
ZnS04.7H,0 0,00002646 0,0000441 0,0000882  0,0001323 0,0001499
MnCl,.4H,0 0,00000432 0,0000072  0,0000144  0,0000216  0,00002448

O tratamento dos dados foi realizado pelo software Statistica 7,0 ®.

4.3 — Unidade experimental para o cultivo de Scenedesmus sp.

As microalgas foram dispostas em cinco prateleiras, distribuidas uniformemente e
iluminadas com 3 lampadas do tipo “luz do dia”, com fotoperiodo de 12/12 h.

Os reatores horizontais estavam dispostos nas prateiras A, B, D e E, onde as lampadas
se situavam na parte superior de cada um dos suportes. Os reatores verticais estavam
dispostos na prateleira C e as lampadas matinham-se na parte posterior dos reatores. Como

mostra a Figura 6.



23

1 2
- t. Limpadas
A A - > Reatores horizontais sem aeracio
e e T——— o

B -— -wv ~.‘—-‘-"Timer

cC | E I I
i 1

& = Sistema de aeracio

b | | g

= Lampadas

: = Reatores verticais sem aeracio
t %

——> Reatores horizontais com aeracio

o ¥
1 .

N =1

-

E

Figura 6: Esquema da unidade experimental de cultivo.

O ajuste de tempo para exposi¢ao luminosa foi adequado em um “Timer”, que se
situava na prateleira B da unidade de cultivo, o fotoperiodo foi de 12/12h Luz/Escuro de
acordo com Cartas (2018). O sistema de aeragdo tinha como objetivo fazer a homogeneizacao
do meio com as microalgas mediante a uma agitagdo constante.

Para realizar o crescimento das microalgas em condigdes Otimas, um planejamento
experimental foi realizado, visando, inicialmente, verificar quais as variaveis experimentais
mais afetam o crescimento das algas e, em seguida, estabelecer os niveis 6timos dessas
variavéis. As condi¢des experimentais estudadas foram definidas de acordo com o disposto na
literatura, onde foram realizadas comparagdes entre as variaveis que sao discorridas a seguir:

e Utilizava-se o meio de cultivo Guillard (1975) ou o meio Chu (SANTOS, 2016).

e A unidade experimental era dotada de 3 lampadas fluorescentes do tipo “luz do dia”
em todas as prateleiras, utilizava-se de acordo com o modelo experimental 3 ou 2
lampadas com fotoperiodo de 12/12 h luz/escuro.

e Os modelos de reatores escolhidos, foram adotados de acordo com Borges (2014),
utilizando os reatores horizontais do tipo bandeja (Prateleiras A, B, D e E) e reatores

verticais (Prateleira C) de acordo com a Figura 6.
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e A quantidade de dias de cultivo foram 15 dias ou 30 dias.

e A areacdo foi disposta com reatores com aeragao ou reatores sem areacao.

Os reatores horizontais e verticais eram fechados com filme pléastico de PVC para
diminuir a evaporacdo da agua dos meios de cultivo. Sendo assim, os reatores sdo do tipo
coberto. O volume total dos reatores horizontais era de 1,5L e o dos reatores verticais era de

2,5L porém foram utilizados em ambos o volume qutil total de 1L.

4.3.1 — Meio de cultivo Guillard (1975) para Scenedesmus sp.

Nos primeiros testes realizados com as microalgas e os primeiros repiques, foi
utilizado o meio Guillard (1975), sem a adicdo de vitaminas e sem a corre¢do de pH, sendo
assim o meio Guillard modificado, para diminuicdo de custo conforme a composi¢ao

apresentada na Tabela 6.

Tabela 6: Composi¢ao do meio Guillard modificado (1975)

Reagentes Solugoes (g/L) Meio de
cultivo

CaCl,.2H,0 = 36,76 — Cloreto de Calcio
MgSO4 - 18,04 — Sulfato de Magnésio
Solugdo 1: Sais NaHCO; = 12,6
macronutrientes K,HPO4.3H,0 =11,41 4 mL
NaNOs = 85,01 — Nitrato de Sodio
Na,EDTA =436
FeCl5.H,0O = 3,15 — Cloreto de Ferro III
Solucao 2: Sais CuS0,4.5H,0 = 0,012 — Sulfato de Cobre
micronutrientes ZnS04.7H,0 = 0,022 — Sulfato de Zinco 4 mL
CoCI2.H,0 =0,012 — Cloreto de Cobalto
MnCl,.4H,0 = 0,18 — Cloreto de Manganés
NaMo0O4.2H,0 = 0,008 — Molibidato de Sodio
Agua destilada 1000 mL

Para a preparagdo do meio Guillard foi necessario primeiramente fazer duas solugdes,
a primeira com os macronutrientes, € a segunda com os micronutrientes. A solu¢do com sais
(macronutrientes) foi preparada utilizando todos os reagentes apresentados na Tabela 6 com
volume de 1L em agua destilada. A solugdao de micronutrientes foi preparada da mesma forma
com 1L de dgua destilada.

Ap0s a preparagdo de ambos meios, eles foram alocados em frascos do tipo ambar
previamente lavados e esterilizados.

Para a preparacdo do meio Guillard para o cultivo de microalgas, foram feitas a
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medi¢des com 4 mL de macronutrients (SMA) e 4 mL de micronutrients (SMI) em 1L de

agua destilada, conforme a Figura 7.

Solugdo SMA  Solugdo SMI  Agua destilada (1L)
(4 mL) (4mL)

Figura 7: Esquema da unidade experimental de cultivo.

Posteriormente, foi preparado o meio e a medi¢ao do indculo de acordo com as
propostas por Borges (2014), tanto para reatores horizontais quanto para reatores verticais,
foram utilizados as proporcdes de:

e 80 % de meio.
e 20 % de inoculo (Microalgas).

As proporcdes foram estimadas para 1L, como mostra a Figura 8.

80% de meio 20% de inoculo

i

.

Reator com meio + microalgas

Figura 8: Cultivo de microalgas com meio Guillard.

4.3.2 — Meio de cultivo Chu para Scenedesmus sp.

Para os testes realizados com as microalgas Scenedesmus sp.e os repiques, foram
empregados o meio Chu (SANTOS, 2016) sem a adi¢do de vitaminas e sem a corre¢do de pH,

conforme a Tabela 7.
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Tabela 7: Composi¢ao do meio Chu (SANTOS, 2016)

Componentes Concentracio final (g/L '1)
Nitrato de sodio (NaNOs) 2,5.10"
Cloreto de calcio di-hidratado (CaCl,.2H,0) 2,5.107
Sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgS0O4.7H,0) 7,5.10°
Fosfato de potassio dibasico (KoHPO4) 7,5.107
Fosfato de potassio monobasico (KH,POy) 1,75.10™"
Cloreto de sédio (NaCl) 2,5.107
Triplex II/EDTA (C,oH,4N>Na,;05 2H,0) 5.107
Hidroéxido de potassio (KOH) 3,1.107
Sulfato ferroso hepta-hidratado (FeSOy4) 5.10°
Acido bérico (H;BO3) 1,142.107
Sulfato de zinco hepta-hitratado (ZnSO4.7H,0) 8,82.107
Cloreto de manganés tetra-hidratado (MnCl,.4H,0) 1,44.107
Molibdato de s6dio di-hidratado (NaMo0QO4.2H,0) 7,1.10°
Sulfato de cobre penta-hidratado (CuSO4.5H,0) 1,57.107
Nitrato de cobalto hexa-hidratado (Co(NO3)2.6H,0) 4,9.10°

Para realizar o cultivo de microalgas com o meio Chu, foi necessario realizar a

pesagem de todos os componentes presentes na Tabela 7 com a adicdo de 1L de agua

destilada. Apds a prepagdo do meio de cultivo, a solucdo foi alocada em um frasco do tipo

ambar previamente lavado e esterilizado. Posteriormente, apds a preparacdo da solucdo do

meio Chu, foi feita a medigdo de 5 mL de meio Chu para cada 1L de 4gua de acordo com a

Figura 9.

Meio CHU (5 mL)  Agua destilada (1L)

Figura 9: Composi¢ao do Chu para o cultivo de microalgas

Para efetuar a preparagcdo meio de cultivo com as microalgas utilizando a solugdo do

meio CHU, foi utilizada a mesma proporc¢ao do meio Guillard, mostrada na Figura 8. Foram

usadas as quantidades de 80% de meio e 20% de indculo, ambos para 1L. Essa estratégia de
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cultivo foi utilizada por Borges (2014), em reatores para cultivo de microalgas.

4.4 — Avaliacao dos cultivos

A resposta avaliada neste estudo foi o rendimento de lipideos e de biomassa seca de

microalgas apods cada experimento realizado.

4.5 — Regimes de cultivo

A fim de comparar a produtividade de lipideos e biomassa entre os diferentes regimes
de cultivo, a microalga Scenedesmus sp. foi submetida aos regime de batelada, onde todos os
experimentos foram realizados em ambiente laboratorial com controle de luminosidade,

nutrientes, aeracao, diminuido assim os riscos de contaminacao.

4.5.1 — Idade do inoculo

Uma das varidveis do trabalho proposto ¢ diversificar a idade do indculo com a
finalidade de trabalhar com as melhores condi¢des de cultivo, para assim otimizar a produgdo
de lipideos e melhorar o crescimento em cada cultivo. No cultivo de batelada, os
microrganismos crescem até chegar a fase estacionaria, em que ndo hd em nenhum momento
a adicdo de nutrientes extras ao longo dele. As idades escolhidas para as andlises de
crescimento e rendimento de lipideos foram de 15 e 30 dias de acordo com Gris (2011) e

Cartas (2018).

4.5.2 — Cultivo laboratorial de microalgas em reatores cobertos

Devido a perda de agua durante os cultivos de Scenedesmus sp., foi adotada a
concepcao de cobrir os reatores para evitar a perda de dgua, transformando estes reatores em
reatores cobertos horizontais (do tipo bandeja) ou verticais (KANEMOTO, 2012). Trabalhar
com estes tipos de reatores ¢ uma forma de reduzir os custos e otimizar os experimentos.

O volume 1util empregado para o cultivo de ambos os reatores foi de 1L, sendo o
volume total do reator horizontal de 1,5L e do reator vertical de 2,5L. Todos os testes foram

feitos em duplicata para avaliagdo da dispersao dos resultados.
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4.5.3 — Aeragdo em sistemas de cultivo de microalgas

A aeragao do sistema de cultivo das microalgas foi avaliada no rendimento do teor de
lipideos, assim nem todos os reatores dispunham da necessidade da utilizagdo da aeracio.
Apbs a realizacdo do preparo dos meios, os mesmos foram colocados nos suportes
preestabelecidos do modelo experimental. Nos reatores pré-determinados, os mesmos foram
acoplados a aeracao em 24 horas, durante todo o periodo do cultivo.

O modelo adotado ¢ semelhante ao adotado por Vendruscolo (2009), empregando a
aeragdo nos reatores com a finalidade de agitagdo ¢ homogeneiza¢ao do cultivo. O aparelho
(Big Air, modelo A420 110 V) tinha uma vazao de 4,5L de ar por minuto, aumentando a
oxigenac¢do do sistema, produzindo movimento pelo efeito de bolha de ar, dentro de cada

reator, Figura 10.

Figura 10: Reatores verticais com regimes diferentes de aeragdo: reator A sem o sistema de
aeracgao, reatores B com sistemas de aeracao

4.5.4 — Variagdo de nutrientes por diferentes meios de cultivo

Para os experimentos foram utilizados os meios Guillard (1975) e Chu (SANTOS,
2016). Foram realizados testes com cultivos em reatores horizontais e verticais com ambos 0s
meios para encontrar-se o melhor meio de cultivo para rendimento de lipideos e crescimento
de microalgas.

Sabendo que as concetragdes sdo diferentes e havendo uma diversidade significativa
de reagentes em cada meio, testes foram realizados avaliando o comportamento das

microalgas nos determinados meios.
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4.5.5 — Cultivo da microalga Scenedesmus sp. com diferentes intensidades luminosas

A irradiancia ¢ um dos fatores de grande importancia dentro de um sistema de cultivo
de microalgas, pois a iluminacdo estd relacionada diretamente com a fotossintese destes
microrganismos, sendo dessa forma, uma das possiveis variaveis quando se refere ao
metabolismo de lipideos (FRANCO et al. 2013).

De acordo com o planejamento de experimentos, os reatores eram dotados de dois
sistemas de regimes de cultivo, o primeiro era com trés lampadas e o segundo com duas
lampadas para que as microalgas fossem iluminadas com intesidades luminosas, diferentes no
decorrer do cultivo. Para que assim se possa verificar se a intensidade luminosa ird interferir
no metabolismo e rendimento de lipideos.

Além da intensidade luminosa outro fator que se faz relevante é quantidade de horas
de exposi¢do a luz, desta forma foi adotado o modelo de Kanemoto (2012) e (GRIS, 2011),
com 12/12h Luz/Escuro, em que o tempo de exposi¢do era regulado por um timer analdgico

(Exatron, modelo TMAOB).

4.6 — Métodos analiticos

4.6.1 — Avaliagdo de crescimento e biomassa através de espectroscopia

A espectoscopia de absor¢ao molecular ¢ utilizada para determinar quantitativamente
varias espécies organicas, inorganicas e biologicas. Ela se baseia na absor¢do da radiacao
eletromagnética de espécies absorventes na regido de 190 a 800 nm (SANTOS; COSTA,
2016).

Para determinacdo do crescimento celular admitiu-se o método de espectrofotometria
na regido do visivel, para acompanhamento da producdo de biomassa a partir do crescimento
em relacao ao tempo de cultivo, com as medidas de absorbancia no comprimento de onda 570
nm (BORGES, 2014).

A medicdo de absorbancia atualmente ¢ o método mais utilizado para verificar o
crescimento de microalgas em meios de cultivo abertos ou fechados. Utilizou-se o
espectrofotometro UV-Vis (espectroscopia ultravioleta visivel), da marca Shimadzu, e modelo
Uv- 1800.

De acordo com Cartas (2018), para que as andlises utilizando o espectrofotdmetro

sejam satisfatorias, a aliquota deve estar bem uniforme, retirando-a do reator e posteriormente
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ela deve ser transferida para a cubeta do espectofotdometro de 4 mL, onde o equipamento ja
deve estar ajustado com a amostra “branco”, representado pelo meio de cultivo. Todas as
leituras foram feitas em triplicata para uma avaliacao de dispersao dos resultados.

A Figura 11 mostra como a leitura do espectrofotometro acontece, a mesma deve
ocorrer quando o meio estiver bem homogéneo para que a leitura seja determinada pela
absorc¢ao da radiag@o e ndo haver o espalhamento, e que a aliquota retirada deve corresponder

visualmente todo o volume dentro dos reatores.

Cubeta Contendo

Monocromador

Fonte de luz
Detector

Figura 11: Ilustragdo esquematica de um espectrocopio de absor¢do molecular na analise do
meio de cultivo da microalga/ adaptado (SANTOS; COSTA, 2016).

4.6.2 — Determinagdo do peso seco da biomassa

Apos a finalizacao dos dias de cultivo adotados pelo modelo experimental, as amostras
dos reatores horizontais e verticais foram centrifugadas em sua totalidade pelo sistema da
marca Aaker, utilizando um campo centrifugo de 7808g por minuto. Seguindo o modelo
experimental de Borges (2014) as amostras foram retiradas e colocadas em um béquer
previamente pesado e todo o material foi levado para a secagem em uma estufa por 48h a
80°C. Posteriormente o material foi novamente pesado, para obter a determinag¢do da

biomassa final como mostra a Figura 12.

Reator horizontal Centrifugacio Secagem a 80° C; 48 h

Figura 12: Determinagdo da biomassa seca
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4.6.3 — Quantidade de 6leo e teor de lipideos

Folch, Lees, Stoane-Stanley (1956), apresentam um método bastante eficaz em relagcdo
a determinagdo da quantidade de dleo e teor de lipideos que foi descrito posteriormente por
Gonzalez, Kafarov e Monsalve (2009). Inicialmente, a biomassa depois de seca ¢ macerada
com 20 mL de cloroféormio e 10 mL de metanol, como mostra a Figura 13-A, a mistura obtida
resultante da biomassa macerada com metanol e cloroférmio, foi colocada em um erlenmeyer
de 250 mL e levado ao banho ultrassonico (Quimis) a 40 kHz por 90 minutos, Figura 13-B.
Posteriormente, a amostra foi colocada em tubos de centrifugacao do tipo falcon e submetida

a centrifugacao a 4800 rpm por 8 minutos.

A
20 mL de Cloroférmio 10 mL. de Metanol
Biomassa macerada
B
|
Banho ultrassénico a 40 kHz por 90 minutos Centrifuga a 4800 rpm por 8 minutos

Figura 13: Procedimento inicial para determinagdo da quantidade de 6leo e lipideos:
maceragdo da biomassa com reagentes especificos (A), processo de banho e
centrifugacdo do material obtido (B)

Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado e alocado em funil de separacao,
foram adicionadas a mistura 6 mL da solu¢dao de KCI 0,88%, Figura 14-A. A solugdo passou
por uma agitacdo e houve a formacao de duas fases, a fase inferior contendo os lipideos e a
fase superior hidrofobica. Posteriormente, foram adicionado aos lipideos 2 mL de metanol e 2

mL de 4dgua destilada e novamente a solu¢ao passou por agitacao, Figura 14-B.



32

>
oc)

@_ - Lipideos
/
1

é Kcl Metanol 2 mL Agua destilada 2 mL
/

1
0
W jx 0
. > Lipideos ju
Lipideos + KCI ]

Agitacio

Figura 14: Procedimento para determinagdo da quandidade de 6leo e lipideos: adigdo de KCI (A),
acréscimo de metanol e 4gua destilada (B).

Novamente, o sobrenadante foi retirado € na fase excedente filtrada com Na,SO,
(Sulfato de sodio anidro), e disposto em um béquer previamente pesado (Figura 15-A).
Posteriomente, o béquer foi colocado em uma capela de exaustdo (Figura 15-B), o solvente
residual que restava no béquer passou pelo processo de evaporagdo por 48h e os lipideos

restantes no béquer foram pesados e dessa forma, foi contabilizada como teor de 6leo final.
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Figura 15: Procedimento final de extragdo de dleo: filtragdo com sulfato de sodio
anidro (A) e evaporagdo dos solventes em uma capela de exaustdo (B)

Para determinar o teor de dleo final em porcentagem madssica foi adotada a Equagao 1:

(1)
. MO0.100
- MB

TL: teor de lipideos, expressa em porcentagem (%).
MO: massa de 6leo produzida, expressa em gramas (g).

MB: massa da biomassa, presente em 1L de meio de cultivo (g).
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5 - RESULTADOS E DISCUSSOES

Esta secdo foi segmentada da seguinte forma: as subsegdes 4.1 e 4.2 correspondem os
experimentos realizados de acordo modelo experimental adotado. A subsecao 4.1 ¢ a primeira
etapa do modelo experimental, 4.2 corresponde a segunda etapa do planejamento
experimental.

A subsecao 4.1 ainda vai ser subdividida em: geracdo de biomassa a partir do
crescimento celular e comportamento da microalga Scenedesmus sp. em relagdo ao teor de

lipideos, biomassa ¢ rendimento de 6leo em diferentes regimes de cultivo em microalgas.

5.1 — Modelo experimental 1

5.1.1 - Geragdo de biomassa a partir do crescimento celular

Para realizar-se a determinacdo do crescimento celular foi utilizado o método de
espectrofotometria de absor¢do na regido do visivel, para acompanhar a produ¢do de
biomassa, usou-se o comprimento de onda de 570 nm largamente utilizado para os estudo de
crescimento celular envolvendo microrganismos, principalmente as microalgas.

As leituras de absorbancia foram realizadas com a precaugdo de que as amostras
demonstrassem o aspecto real de cada um dos reatores. O monitoramento de crescimento das
microalgas foi realizado em dias aleatdrios com leituras nos dias 0, 4, 8, 12, 16..., visando o
acompanhamento do crescimento celular em dias alternativos.

A Figura 16, apresenta o crescimento gradual das microalgas ao longo de 30 dias de
cultivo até a fase estaciondria.

De acordo com Santos (2016), existem as etapas de crescimento e essas sdo bem
definidas, a primeira fase ¢ chamada de fase “lag”, ou fase adaptativa, que ocorre nos
primeiros dias de cultivo. Essa fase tem como principal caracteristica o periodo de adaptacao
fisiologica das células devido a um novo regime de cultivo. A segunda fase ¢ chamada de fase
exponencial, ou logaritmica, que ocorre gradualmente ao cultivo, isso indica um crescimento
significativo de células, onde a todo momento as cé€lulas vdo consumindo os nutrientes que
estdo em seu meio de cultivo. A terceira e ultima fase ¢ a chamada de fase estacionaria que
geralmente ocorre apds ao 22° dia de cultivo e 30° dia de cultivo, onde as microalgas ja

consumiram praticamente todos os nutrientes que pertenciam ao meio.



35

Figura 16: Crescimento das microalgas em diferentes dias de cultivo. (A) Microalgas com 7
dias apo6s inicio do experimento, (B) Microalgas com 15 dias de crescimento, e (C)
Microalgas com 30 dias de cultivo

A microalga Scenedesmus sp. foi cultivada em diferentes regimes de cultivo, e a partir
da leitura de absorbancia foi possivel observar o crescimento celular em fung¢ao do tempo de

cultivo, conforme mostra a Figura 17.

3,000
2,500
2,000
1,500

1,000 *

Absorbancia a 570 nm

0,500 L2

0,000 *
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Tempo (Dias)

Figura 17: Curva de in6culo para crescimento celular da microalga Scenedesmus sp. 15 dias
de cultivo — Reator 1

A Figura 17 mostra que nos primeiros dias realiza-se a adaptacdo das microalgas com
o meio de cultivo, uma adaptagdo as novas condi¢des € a uma maior quantidade de nutrientes
em contato com as microalgas.

Na Figura 18, pode se notar que a fase exponencial se vé de forma bem perceptivel no
decorrer do cultivo tendo uma larga expansao entre o 11° e 15° dias, o que demonstra um
crescimento semelhante ao observado por Cartas (2018), que realizou cultivos com diferentes
parametros de cultivo para distintas microalgas. O cultivo de Scenedesmus sp. que a autora

realizou foi de 30 dias e quando comparado a este reator do presente estudo as leituras de
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absorbancia sdo bem semelhantes.
A fase exponencial pode ser observado, claramente, na Figura 18, no ensaio 16 com
regime de 30 dias do ensaio 16, onde percebe-se a fase a exponencial de forma clara, tendo

um grande aumento apds o 15° dia até o 25°.

3,000
2,500
2,000
1,500

1,000

Absorbancia a 570 nm

0,500

0,000
0 5 10 15 20 25 30 35 40
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Figura 18: Curva de indculo para crescimento celular da microalga Scenedesmus sp. 30 dias
de cultivo — Reator 16

Diante desse quadro de resultados, o crescimento em um regime de 15 dias e 30 dias
apresenta algumas conformidades, onde no ensaio 1, a leitura de absorbancia no 4° dia
apresenta o valor de 0,261 e no ensaio 16 no 5° dia apresenta 0,309. Porém, em outros ensaios
a fase exponencial ocorre em diferentes momentos, 0 que mostra uma adaptagdo muito maior
das microalgas em um regime alternativo anterior, como aeracdo ou meio de cultivo,

conforme mostra a Figura 19.
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Figura 19: Curva de in6culo para crescimento celular da microalga Scenedesmus sp. 15 dias
de cultivo — Reator 4

Na Figura 18 pode-se notar uma grande diferenca na leitura de absorbancia quando
comparado com as leituras do reator 1 e 16. O que percebe-se neste grafico, € que a presenga
de aeragdo pode apresentar um ganho na fase exponencial, pois o objetivo da aeracdo ¢ a
agitacdo constante com a finalidade de homogenizar o meio, sendo assim os nutrientes estao a
todo momento em contato com as microalgas, favorendo uma maior eficiéncia no cultivo.

Esse fato reforca a ideia que a aeracdo contribui positivamente para o cultivo de
microalgas, sendo utilizada por Gris (2011), Cartas (2018) e Vendrasculo (2009). Pode-se
notar na Figura 18 que no 4° ao 8° dia e 11° ao 15°, houve dois grandes aumentos nos valores
de absorbancia diferentemente dos valores apresentados nas Figuras 17 e 18, onde houveram
crescimentos pontuais e apenas uma grande alteracdo de valor.

E muito importante para as leituras de absorbancia que os meios estejam bem
homogeéneos, para que a retirada da aliquota apresente um valor real atribuido ao restante do
meio. Porém, em cultivo sem a aeracdo pode-se perceber que as microalgas tiveram uma
grande decantagdo nos reatores verticais € horizontais o que em alguns momentos dificultou a

retirada da amostra para realizacdo dos experimentos, como mostra a Figura 20.
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Figura 20: Reator horizontal sem aeragdo (A) e reator vertical dotado de aeracao (B).

Neste sentido, pode-se perceber que reatores com aeracdo além da homogenizagao dos
meios, ela atua com a “quebra”, ou separacdo dessas células evitando assim seu agrupamento.
As leituras no espectrofotdmetro acabam tendo multiplos valores e dessa forma a triplicata foi
aplicada. Foram realizadas mais analises a fim de ter um resultado mais proximo do real,

apresentado na Figura 21.
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Figura 21: Curva de indculo para crescimento celular da microalga Scenedesmus sp. 30 dias
de cultivo — Reator 10
Apos a analise em quintuplicata que foi necessaria em alguns reatores em regime de
aeracao os valores apresentados exibem respostas bem diferentes dos resultados apresentados
até o momento, todavia este reator ndo apresentou um rendimento de biomassa seca tao
grande 0,6387, ou seja, um valor alto de absorbancia como foi apresentado na Figura 21, no

30° dia com 2,502 ndo representa uma quantidade significativa de biomassa.
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Deve-se ainda salientar que a andlise especrofotométrica deve estar isenta de
particulas sendo havera espalhamento de luz e ndo absor¢do, o que demonstra novamente que
a aeracdo ¢ de fundamental importidncia para a homogeinizacdo do meio e quebra dos
agrupamentos celulares para a leitura especrofotométrica. Isso pode ser devido ao desvio de

luz por particulas do meio de cultivo, afetando a medida experimental.

5.1.2 — Comportamento da microalga Scenedesmus sp. em relacdo ao teor de lipideos,

biomassa e rendimento de 6leo

Os resultados obtidos para os 16 experimentos do planejamento fatorial fracionario
2> com relagdo ao teor de lipideos, quantidade de 6leo produzido e biomassa seca dos
reatores verticais e horizontais estao apresentados na Tabela 8.

Com base nos resultados apresentados na Tabela 8, verifica-se que os maiores valores
dispostos em porcentagem para rendimento de 6leo sdo com os reatores dotados de aeracao,
nos ensaios 1, 4, 6, 7,9, 12, 14 ¢ 15, com os valores de 17,99%, 14,17%, 12,56%, 7,87%,
18,19%, 15,53%, 13,34%, 19,84% respectivamente. Porem deve-se salientar que alguns
reatores especificos como os reatores 5 (11,31%) e 11 (12,71%) apresentaram bons resultados

em rendimento de 6leo mesmo sem a presenca de aeragao.
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Tabela 8: Resultados para o teor de lipideos, quantidade de 6leo produzido e biomassa para
Scenedesmus sp.

Ensaios Biomassa seca Quantidade de Teor de lipideos
(g/L) oleo produzido extraido das células
por reator (g) (%)
1 0,5529 0,0994 17,99
2 0,7084 0,0630 8,90
3 1,4250 0,1054 7,39
4 0,1834 0,0026 14,17
5 1,0280 0,1162 11,31
6 0,1489 0,0187 12,56
7 1,8130 0,1426 7,87
8 1,2532 0,0892 7,12
9 1,6441 0,2990 18,19
10 0,6387 0,0378 5,92
11 1,2533 0,1593 12,71
12 1,0951 0,1700 15,53
13 0,9728 0,0603 6,20
14 0,7602 0,1014 13,34
15 0,6154 0,1220 19,84
16 1,2931 0,1073 8,30

De acordo com Borges valores acima de 10% de teor de lipideos extraido das células
sdo valores aceitaveis quando existe uma otimizagdo de processos de cultivo de microalgas.
Dessa forma, para um melhor aprimoramento da otimizacdo do processos de cultivo, os
resultados e estudos das variavéis foram otimizados para melhores resultados posteriormente.
As variaveis estudadas foram: meio de cultivo, luminosidade, tipos de reatores, tempo de
cultivo e presenga de aeracao.

Posteriormente, foi realizado os calculus dos efeitos das variaveis estudadas e suas
interacdes sobre o teor de lipideo, conforme a Matriz Z do planejamento apresentada na
Tabela 9. As respostas neste experimento foram para porcentagem de lipideos extraido das
células. A Tabela 9 apresenta a matriz do planejamento de experimentos realizada para a
otimizagdo dos processos de producdo de lipideos por reator extraido das células, de acordo

com o PFF 2°!,
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Tabela 9: Porcentagem de lipideos de acordo com o planejamento fatorial 2°"' — Matriz de planejamento. Meio de cultivo (M), luminosidade (L),
tipos de reatores (R), tempo de cultivo (T) e presenga de aeracdo (A).

Variaveis
#1 - - - - -+ + + + + + + + + + - 17,99
T I A .
#3 -+ - -+ - + + - - - + + - - - 7,39
T S T A S
#5 - -+ -+ o+ - + - - + - - + - - 11,31
T T T S S R
#7 - + + - - - - + + + - - - - + - 7,87
T A I S
#9 - - -+ - 4+ + - + + - + - + - + 18,19
T T A 2
#11 - + - + + - + - - - + + - - + + 12,71
T S T S S
#13 - - + + + + - - - - - - + + + + 6,20
EE T R T
#15 - + + + - - - - + + + - + - - + 19,84



A partir dos resultados de porcentagem de lipideos, os efeitos foram calculados
segundo a diferengas entre as médias aritméticas (MA) de porcentagem de lipideos em cada

nivel estudado (-) e (+) de acordo com a Equagao 2.
2

Ef =R(+) —R(-)

Onde:
e Ef:: efeito da variavel.
e R (+): é aporcentagem média da MA de lipideos no nivel alto da variavel (+).

e R (—): ¢ aporcentagem da MA de lipideos no nivel baixo da variavel (-).

Para a construcdo do grafico z foram calculadas as interagdes entre os efeitos resultando
em um total de 16 efeitos: os cinco principais, as interagdes de dois fatores, interagdo de trés
fatores e uma interagdo entre os cinco fatores. Barros-Neto ef al. (2001) afirmam que para se
realizar os calculos de efeitos de interacdo entre as variaveis, multiplica-se os sinais dos niveis
de cada elemento, realizando as interagdes pela multiplicacdo de duas em duas e depois das
outras que faltam. Os efeitos das interagdes principal, entre dois fatores, entre trés fatores e
entre todos fatores que estdo apresentados na Imagem 22.

De acordo com os valores de efeito, a presenga de aeragdo, dentro do estudo
apresentou uma maior influéncia na producao de lipideos para o cultivo de microalgas. Em
sequéncia o efeito de interacdo luminosidade e tempo de cultivo (Efeito 24), e o efeito de
interagdo de meio e luminosidade. Os demais efeitos apresentam menor influéncia em relacao
a producdo de lipideos. Os valores de efeitos podem ser melhores visualizados na imagem a

seguir.
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Figura 22: Grafico normal de efeitos para a producao de lipideos em cultivo de microalgas. 1=
meio de cultivo, 2= luminosidade, 3= tipo de reator, 4= tempo de cultivo, 5= presenca de
aeracao.

Vieira (2018), afirma que 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 circulo estdo os valores de
efeito menos significativos, incluindo as variaveis meio, tempo e luminosidade.

A partir das respostas obtidas no planejamento experimental 2°"' com os melhores
resultados fica claro que a varidvel 1 (Meio de cultivo), obteve o valor de -1,95, ou seja, o
meio de cultivo Chu influéncia positivamente o rendimento de lipideos para o cultivo de
microalgas. A variavel 2 (Luminosidade) apresentou o valor de -0,19, o que demonstra que a
incidéncia luminosa com maior (3 lampadas) ou menor (2 ldmpadas) valor ndo foi significante
para os resultados. A variavel 3 (Reator) teve como resposta o valor de -1,78, o que demonstra
que o reator vertical causou um influéncia maior no rendimento de lipideos que o reator
horizontal. O fator tempo ficou com o valor de 1,59 onde a maior quantidade de dias de
cultivo foi melhor para a resposta final.

Dentre todas as variaveis discretas que este trabalho avaliou, a que mais se destacou

foi a variavel 5 (Aeracdo) que se encontra com valor negativo no grafico normal de efeitos o
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que significa que a presenca de aeracdo se faz necessaria e que ela ¢ altamente eficaz na
resposta do experimento em porcentagem de lipidica. A luminosidade e o tempo de cultivo
(24) apresentam os efeitos de interacdo com valor positivo, ou seja, o cultivo de 30 dias com
uma maior incidéncia de luz pode favorecer o metabolismo de lipideos. O efeito de interacao
entre 0 meio e a luminosidade (12) estdo representados com valores negativos o que
demostram que ou maior luminosidade em menor tempo de cultivo (duas lampadas tipo luz
do dia e 30 dias de cultivo) o resultado também ¢ promissor.

Desta forma, para a composi¢ao da proxima etapa experimental ficou definido que o
cultivo deveria se manter com as varidveis através das respostas mais significativas, que
foram meio de cultivo Chu, quantidade de lampadas com influéncia luminosa maior (3
lampadas), reator vertical, quantidade de dias de cultivo maior (30 dias) e com a presenga de

aeragéo.\
5.2 — Modelo experimental 2 — Planejamento composto central 2> (PCC)

Para a composi¢do do PCC, as variaveis discretas que foram definidas no PFF foram
fixadas nos melhores resultados expostos a partir disso, pesquisas bibliograficas foram
realizadas a fim de verificar quais macronutrientes ou micronutrientes poderiam influenciar
positivamente em uma maior quantidade de lipideos, em um regime de cultivo de microalgas
através do meio Chu (definido no PFF).

Para a realizagdo da otimizagdo do teor lipidico em cultivo de Scenedesmus sp. o
Zinco (Zn) e o Manganés (Mn) merecem destaque a partir dos estudos de Borges (2014),
Lourenco (2006) e Teixeira et al. (2015), em que a otimizagdo da quantidade de Zn e Mn em
cultivo de microalgas se faz necessaria, pois ambos participam da rota metabdlica na
producdo de lipideos.

Nesta etapa foram realizados 11 experimentos que apresentaram diferentes respostas a
partir dos niveis avaliados de Zn e Mn. A Tabela 10, apresenta o resultados de biomassa seca,
quantidade de oleo produzida e teor de lipideos extraidos das microalgas, seguindo os

experimentos realizados no PCC.



e
Lh

Tabela 10: Resultados para a biomassa seca, quantidade de 6leo produzida e teor de lipideos
extraido das células para Scenedesmus sp.

Ensaios Biomassa seca Quantidade de Teor de lipideos
(g/L) oleo produzido extraido das células

por reator (g) (%)

1 0,6657 0,0282 4,23

2 0,4873 0,0388 7,96

3 0,7531 0,0801 10,63

4 1,7381 0,0997 5,73

5 0,9889 0,0794 8,02

6 1,0459 0,1055 10,08

7 0,5601 0,0916 16,35

8 1,1093 0,0687 6,19

9 0,9552 0,0627 6,57

10 0,9514 0,1051 11,04

11 1,2147 0,1614 13,29

A Tabela 10 apresenta os 11 experimentos realizados de acordo com o PCC. Pode-se
observar que algumas respostas foram superiores a 10%, quando se expressa a relagdo em teor
lipidico dentro da literatura. Borges (2014) cita em seus estudos que € possivel atingir esses
resultados de acordo com a otimizagdo de regimes de cultivos. Valores superiores a 10%,
podem ser alcangados utilizando condi¢des 6timas de cultivo.

Os ensaios 3, 6, 7, 10 e 11, apresentaram os valores de 10,63%; 10,08%; 16,35%;
11,04% e 13,29% respectivamente estes resultados sdo semelhantes a Trevisan, Branco e
Arroyo (2019) que obtiveram o resultado de 12,7% de lipideos em seus estudos com cultivos
de microalgas. Guarieiro (2019), apresentou respostas similares aos experimentos feitos com
o resultado de 11,21% para cultivo de microalgas utilizando vinhaga para a obtencdo de
biodiesel.

Posteriormente, as respostas obtidas foram tratadas no software statistica. A partir dos

resultados foi gerado o modelo matemaético:

%= 11,5 - 0,08*x + 0,93*y - 3,11*x” - 2,16*x*y - 0,20*y

Derivando o modelo matematico em funcdo de x e y e igualando a zero, encontramos

a regido de méaximo da superficie de respostas, ou seja, as condigdes de nutrientes que
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proporcionam maiores porcentagens de lipideos no experimento.

Esses valaores indicam que as condi¢des otimas de concentracdo de nutrientes do
meio de cultura sao de 130% de Zinco, resultando em 10,19% de teor de lipideos. Em valores
reais a concentragao de ZnSO4.7H,0 ¢ de 0,00011466g. Os valores codificados e decoficados
para Mn ainda devem ser melhor estudados pois 0 menos realizando uma interagdo no meio
com Zn ndo apresentou grande rendimento lipidico. Os efeitos das varidveis para
concentracdo de Zn e Mn também podem ser visualizados na Figura 23, para a resposta teor

de lipideos em um grafico de superficie de resposta.

% Lipideos

Figura 23: Superficie de resposta para teor de lipideos em relagdo a concetragdo de Zinco em
Manganés

De acordo com a superficie de resposta, o melhor valor de rendimento de lipideo pelas
microalgas Scenedesmus sp. seria obtido quando a porcentagem de zinco ¢ de 130% GL.
Nestas condi¢des o rendimento lipidico no experimento ¢ de 10,19%.

Cada valor numérico apresentado no grafico nos eixos X, Y e Z tem um significado
especifico sobre a importancia de cada umas varidveis apresentadas neste estudo. A %

apresentada em zinco e manganés vao promover a resposta de % de lipideos.
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Para se obter uma quantidade especifica de lipideos, ¢ necessario considerar todos os
componentes de um sistema de cultivo como: aeragdo, meio de cultivo, adicdo ou retirada de
nutrientes, luminosidade, tipo de reator, tempo de cultivo, temperatura e adigdo de vitaminas.
Vale salientar que trabalhar com condi¢des Otimas com os parametros citados podem
proporcionar maior rendimento lipidico em um sistema de cultivo de microalgas. Ainda neste
estudo vale destacar que ndo houve um estudo envolvendo adi¢do de vitaminas no meio de
cultivo e controle de temperatura.

Borges (2014) e Vendrusculo (2009), apresentam em seus estudos que o controle de
temperatura pode favorer o rendimento lipidico, pois as microalgas tem um maior crescimento
e regulacdo de atividade metabdlica em temperaturas mais baixas. Borges (2014) ainda
apresenta em seu trabalho um estudo detalhado sobre a adigdo de vitaminas e seu rendimento
lipidico em cultivo de diversas microalgas.

Ao longo do cultivo e das leituras de absorbancia pode-se observar que o tempo de
cultivo ainda pode ser otimizado visto que a fase exponencial pode ser se encontra até o 22°
dia de cultivo, o que demonstra que apds esse periodo as microalgas podem comecar a
consumir os lipideos em suas células que foram sintetizados em todo o cultivo.

Trevisan (2019) afirma em seus estudo que taxas elevadas de acumulo de lipideos
podem ocorrer quando hé dificiencia nutricional ou até mesmo quando as células passam a
reduzir o taxa de multiplicagdo celular para dar lugar ao acimulo energético, ou seja, acimulo

lipidico.
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6 — CONCLUSOES

A partir dos resultados do planejamento fracionario 2°" e do planejamento composto

central ¢ possivel concluir que:

A otimizagdo dos reatores se faz necessdria pois alguns resultados ainda podem ser
melhorados visto que a espécie de microalga Scenedesmus sp., pode ter um redimento de
6leo superior a 30%, onde a literatura apresenta bons resultado de rendimento de 6leo a

partir de 10% podendo superar os 30%.

Ficou claro, a partir dos resultados obtidos, que os reatores dotados de aeragao obtiveram
valores superior a quase todos os reatores sem aeragao com valores de 7,12% até valores

com 19,84%.

O efeito reator ndo apresentou grande influéncia em relagdo a resposta dos experimentos o
que demostra que a utilizagao dos reator horizontal ou vertical para o cultivo da microalga
Scenedesmus sp. ¢ facultativo para massa de lipideos, porém o reator vertical apresenta

maior valor de efeito -1,78.

Pode-se notar que os efeitos aeracdo (-), luminosidade e tempo (+), meio e luminosidade
(-), apresentaram uma maior influéncia na producao de lipideos em relacdo aos outros 13
efeitos. E que continuar o cultivo utilizando a otimizacdo dos resultados positivos até o

momento pode acarretar em uma maior influéncia na resposta para produc¢do de lipideos.

A otimizagao de fontes de Zn e Mn faz-se necessaria visto que as melhores respostas para

Zn foi 130%.

E necessaria realizar a reprodutibilidade dos resultados do PFF e PCC em grande escala

. . . ~ 49
afim de verificar os resultados e o mais estudo para o entendimento da relagdo Zn e Mn.

Mais testes ainda precisam ser feitos para que se possar determinar os melhores
parametros de cultivo para a microalga Scenedesmus sp., pois sabe-se que a incorporagao
de algumas varidveis podem aumentam gradativamente o valor de porcentagem de

lipideos, sdo elas a temperatura e a adi¢do de vitaminas nos regimes de cultivo.
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