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Resumo: A4s microalgas sdo microorganismos fotossintéticos com grande capacidade de biofixacdo de CO, A biomassa
produzida, fonte potencial de energia renovavel, pode ser convertida em biocombustiveis via processos termoquimicos ou
bioquimicos. Neste trabalho, sdo estudados os efeitos da temperatura, concentragdo de CO, na corrente de aeragdo e
intensidade luminosa no crescimento da microalga Nannochloroposis oculata. Os cultivos foram realizados em meio f/2
Guillard, salinidade de 33 g/l, taxa de aeragdo de 0,25 v.v.m., em fotobiorreator do tipo airlift. Seguiu-se um planejamento
fatorial 23, com ponto central em triplicata. As medidas de biomassa foram realizadas pela medida da absorbancia em 570 nm
e pela determinagio do peso seco. A maior taxa especifica de crescimento foi de 0,629 dia”, obtida nas condi¢ées de 27 °C,
2% COye 9000 lux. A maior produtividade em biomassa foi de 800 + 60 mg/l, obtida nas condi¢ées de 24°C, 3% CO;e 7000

lux, ao final de 13 dias de cultivo.
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1. Introducéo

Os problemas relacionados ao aquecimento global sdo
tema de estudos e discussdes por todo o mundo. Em 2007,
foi divulgado pelo Intergovernmental Panel on Climate
Change (IPCC) o relatéorio AR4, que trata das bases
cientificas das mudangas climaticas. Este estudo conclui
que o aquecimento global dos ultimos 50 anos é causado
pelas atividades humanas. O CO, ¢ o principal gas
causador do efeito estufa (GHC), sendo responsavel por
cerca de 77% das emissdes totais em base CO,-eq. A taxa
de crescimento das emissdes entre 1995 ¢ 2004 foi de 0,92
GtCO2-eqg/ano. Somente em 2004, 38Gt de CO,-eq foram
emitidas no mundo por atividades humanas.

Conceitualmente, a reducdo de CO, na atmosfera
pode ser feita de trés formas: através da redugdo da queima
de combustiveis fosseis, de sua captura na atmosfera, ou de
seu uso, captura ou sequestro antes que ele entre na
atmosfera. Espera-se que a biofixacdo de CO, e a produgéo
de energia de biomassa serdo medidas que servirdo atenuar
o acréscimo de CO, atmosférico e evitar futuras crises de
energia (AMIN, 2009).

1.1. Potencial das microalgas

Microalgas sdo microorganismos movidos a energia
solar que convertem didoxido de carbono majoritariamente
em lipidios, proteinas e carboidratos. Cada quilograma de
biomassa algal representa aproximadamente a redugdo de

1,83kg de CO, atmosférico. A maioria das microalgas sdo
uma fonte rica de acidos graxos ®-3 e ®-6 e aminoacidos
essenciais, como a leucina, isoleucina, valina, etc. O 6leo
acumulado em quase todas as microalgas ¢ principalmente
rico em triglicerideos (>80%), com um perfil de acidos
graxos ricos em C16 e C18, comparavel com oleo de
sementes de plantas, contendo acidos estearico, oléico,
linoléico e palmitico. Através de processos termoquimicos
ou bioldgicos, a biomassa pode ser convertida a potenciais
biocombustiveis renovaveis, incluindo o metano, biodiesel
e biohidrogénio (AMIN, 2009; CHISTI, 2007; MENG et
al., 2009).

As microalgas crescem rapidamente, geralmente
dobrando a biomassa em um periodo de 24h. O contetido
médio de lipidios varia entre 1% e 70%, mas pode chegar
a 90% do peso seco sob determinadas condi¢des
operacionais. Entre as biomassas, devido a sua estrutura
ser mais simples, as microalgas tém geralmente uma
maior eficiéncia fotossintética em relacdo a vegetais
superiores, como as oleaginosas e as arvores (AMIN,
2009; CHISTI, 2007; MATA et al., 2010; MENG et al.,
2009). A Tabela 1 considera a producdo de lipidios a
partir de microalgas em relagdo a outras oleaginosas,
avaliando os rendimentos teéricos e a area necessaria para
produgdo. O estudo foi realizado considerando 50% da
demanda por combustivel nos Estados Unidos. Os
rendimentos tedricos de uma alga com 30% de lipidios em
peso seco chegam a ser 130 vezes superiores ao
rendimento da soja, por exemplo, com base em dados
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experimentais de producdo em fotobiorreatores tubulares,
por exemplo (CHISTI, 2007).

Tabela 1. Comparagio de algumas fontes de lipidios.

. Area Percentual necessario
Rendimento

Cultura em 6leo (L/ha) necesséraia dq area de cultivo

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

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

As vantagens da produ¢do de microalgas como fonte
de biomassa ¢ lipidios ndo estdo embasadas somente na
maior produtividade em biomassa e na biofixagdo de CO,,
mas também em outros aspectos importantes:

e E possivel produzir durante todo ano em regides com
boa disponibilidade de luz e temperatura adequada;

e (Crescem em meio aquoso, mas precisam de menos
agua do que plantas terrestres, reduzindo a demanda
por fontes de agua doce;

e Crescem também em aguas salobra ¢ salgada;

e Podem ser cultivadas em terras ndo-araveis,
diminuindo os impactos ambientais associados ao uso
de terras cultivaveis e ndo concorrendo com produgéo
de alimentos, forragens, etc;

e Os nutrientes necesarios ao cultivo de microalgas,
principalmente nitrogénio e fosforo, podem ser obtidos
a partir de &4guas residuais; portanto, além do
fornecimento de meio de crescimento, existe um
potencial para o tratamento de efluentes orgéanicos da
inddstria agro-alimentar;

e Apbés a extragdo de oOleo, a biomassa das algas
resultante pode ser transformada em etanol, metano,
racdo animal ou ser usada como adubo orginico
devido a seu alto teor de N e P, ou simplesmente
utilizada para a cogeracdo de energia (eletricidade e
calor);

e A composi¢do bioquimica das microalgas pode ser
otimizada variando as condigdes experimentais,
dependendo dos produtos de interesse (BRENNAN &
OWENDE, 2010; MATA et al., 2010).

Apesar de todo potencial envolvendo as microalgas,
muitos autores sdo categoricos a respeito da necessidade de
mais estudos para tornar a biofixacdo de CO, e a producao

da biomassa em biocombustiveis viavel economicamente.
(BRENNAN & OWENDE, 2010; CHISTI, 2007; MATA
et al., 2010). As pesquisas devem abordar, dentre outros,
os seguintes aspectos:

e A selegdo de espécies deve equilibrar os requisitos
para a produgdo de biocombustiveis e extracdo de
produtos de alto valor agregado;

e Alcance de maior eficiéncia fotossintética através do
desenvolvimento continuo de sistemas de producao;

e Desenvolvimento de técnicas para sucesso com
monoculturas, reducdo da evaporacdo de agua e de
perdas de CO, por difuséo;

e Aperfeicoar o balango energético apds a
contabilizacdo de operagdes no bombeamento de
agua, transferéncia de CO,, colheita e extragio;

e  Mais pesquisas com plantas em larga escala, pois ha
poucas plantas em operac¢do para coleta de dados;

e Aproveitamento de gases de combustio que sdo
improprios em altas concentragdes, devido a presenga
de componentes toxicos como NO, e SO,
(BRENNAN & OWENDE, 2010).

1.2. Tipos de cultivo

Ha varios fatores que influenciam o crescimento de
microalgas: fatores abidticos, como luz (qualidade,
quantidade), temperatura, concentracdo de nutrientes (N,
P, Si, Fe, vitaminas, metais, etc.), O,, CO,, pH, e
salinidade; fatores bidticos, como competicdo por
patogenos (bactérias, fungos, virus, mais freqiiente em
cultivos ndo salinos) e por outras algas; fatores
operacionais, tais como o cisalhamento produzido pela
mistura, a taxa de dilui¢do, a penetragdo de luz, a
freqiiéncia de colheita e a adicdo de fontes de carbono
orgédnicas e inorgénicas (bicarbonato) (BRENNAN &
OWENDE, 2010; CHISTI, 2007; MATA et al., 2010).

Microalgas, dependendo de sua espécie, apresentam
trés tipos principais de metabolismo:

e Autotrofico: utilizagdo da luz como fonte de energia
unica que € convertida em energia quimica por meio
de reacdes fotossintéticas;

e Heterotrofico: utilizagdo apenas de compostos
organicos como fonte de carbono e energia;

e  Mixotréfico: realizagdo da fotossintese como a
principal fonte de energia, embora compostos
organicos ¢ CO, sejam ambos essenciais. No
metabolismo anfitréfico, subtipo de mixotrofia, os
organismos sao capazes de viver autotrofica ou
heterotroficamente, dependendo da concentragdo de
compostos orgénicos e intensidade de luz disponivel.
(MATA et al., 2010);
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Além do apelo pela biofixagdo de CO,, atualmente a
producdo fotoautotrofica é o tUnico método que ¢
tecnicamente e economicamente factivel para produgdo em
grande escala de biomassa de algas para fins ndo
energéticos (BRENNAN & OWENDE, 2010). Quanto ao
regime de cultivo, ha trés tipos principais:

e Cultivos batelada ou estanque: caracterizados por
modificagdes intensas na composicdo do meio de
cultura ao longo do processo e pelo efeito de
autosombreamento das células. As células sdo
inoculadas no meio fresco no inicio do cultivo, ndo
havendo nenhuma adigdo posterior de nutrientes.
Nesse regime, ha etapas de crescimento bem definidas:
fase de aptacdo ou lag, fase exponencial ou
logaritmica, fase de redugdo do crescimento ou de
transi¢do, fase estacionaria, fase de declinio ou de
morte. Esse tipo de cultivo ¢é interessante para
pesquisa, onde se deseja entender o comportamento do
sistema frente as condigdes operacionais aplicadas.
(LOURENCO, 2006).

e  Cultivos semicontinuos: caracterizadas  pela
substituicdo de parte do meio de cultivo em intervalos
periddicos, geralmente quando a quantidade de
biomassa presente ja é alta. As curvas de crescimento
tipicas apresentam variagdes bruscas na densidade de
células. Nesse tipo de cultivo a produtividade ¢
elevada, bem como o consumo de nutrientes. A
concepcdo atual de que microalgas constituem
sistemas de alta produtividade advém em parte de
cultivos semicontinuos (LOURENCO, 2006).

e Cultivos continuos: processo permanente de saida de
cultura com microalgas e entrada de meio esterilizado
no recipiente de cultivo. Pode ser feito através de dois
sistemas de cultivo: turbidiostato ¢ quimiostato.
Fornece células algaceas com maior uniformidade do
que em outros tipos de cultivo. Pode ser necessarios de
dias ou até semanas para estabilizar esse regime de
cultivo (LOURENCO, 2006).

A limitagdo quanto ao uso de cultivos semicontinuos e
continuos estd relacionada principalmente a contaminagdo
por outros microorganismos. E extremamente dificil
produzir cultivos monoalgaceos axénicos (ausentes de
contaminates microbianos), mesmo em escala de
laboratorio (LOURENCO, 2006).

1.3. Sistemas de cultivo

Os sistemas atuais de produgdo de microalgas sdo
baseados em lagoas abertas e em tecnologias de
fotobiorreatores fechados. A viabilidade técnica de cada
sistema ¢ influenciada pelas propriedades intrinsecas das
espécies de microalgas utilizadas, bem como as condi¢des
climaticas e os custos da terra ¢ da 4gua (BRENNAN &
OWENDE, 2010). Até agora, o mercado da biomassa de
microalgas produz cerca de 5000 t/ano de biomassa seca
(MENG et al, 2009), produzidas majoritariamente em
sistemas abertos. Estes sistemas, embora apresentem
menor produtividade, ainda s@o preferidos em fungdo do
menores custos de intalagdo e manutengdo. A Tabela 2

comtempla de maneira geral as principais diferengas entre
lagoas abertas (raceways) e fotobiorreatores (PBRs). A
Figura 1 ilustra as interagdes que ocorrem em
fotobiorreatores, evidenciando a dificulade de otimizacdo
de tal equipamento.

Tabela 2. Comparagio entre lagoas e fotobiorreatores.

Vantagens Limita¢des

Lagoas raceway

Produtividade baixa, requer
Relativamente barato; facil de  grandes areas; limitado a algumas
limpar; utiliza terras ndo espécies de microalgas; mistura,
agriculturaveis; baixa demanda utilizagdo de luz e CO, pobres;
de energia; facil manutencao. culturas sdo facilmente
contaminaveis.

Fotobiorreatores (PBRs)

Fécil controle do processo;
ocupa menor area; maiores
produtividades; boa utilizagao
de luz e CO,; facil de esterilizar;
mistura eficiente.

Investimento e custos de operagao
altos, scale up dificil, inibi¢do por
O, se ndo removido; stress por
cisalhamento.

(Fontes: BRENNAN & OWENDE, 2010 ; MATA et al., 2010).

flutuagoes claro-escuro em cada
elemento de volume

- absorgio,
espalhamento

- gradiente na diregdo

normal a superficie

- laminar-turbulento
- perda de pressdo

€ reacdes

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

Figura 1. Interagdes entre fluidodindmica, reagdes bioquimicas e
transferéncia de luz em fotobiorreatores.
(Fonte: adaptado de POSTEN, 2009).

Muitos artigos de revisdo envolvendo a geometria de
fotobiorreatores tém sido publicados recentemente,
mostrando as vantages e desvantagens de diferentes
sistemas de produ¢do (BRENNAN & OWENDE, 2010;
BOROWITZKA, 1999; CHISTI, 2007; MATA et al.,
2010; POSTEN, 2009). O sistema utilizado nesse estudo
¢ do tipo airlift e suas caracteristicas, vantagens e
desvantagens sdo apresentadas a seguir.

O termo reator airlift abrange uma série de
dispositivos pneumaticos de contato gas-liquido ou gas-
liquido-sélido, que sdo caracterizados pela circulagdo de
fluidos em um ciclo definido através de canais construidos
para esse fim. O contetido do reator ¢ pneumaticamente
agitado por uma corrente de ar ou outros gases, € tem a
importante tarefa de facilitar a transferéncia de massa
entre o meio e a fase gasosa. Além disso, evita-se
sedimentacdo e o contato entre as células e os nutrientes é
favorecido. A principal diferenca entre arlifis e coluna de
bolhas reside no tipo de fluxo do fluido, que depende da
geometria do sistema. (BRENNAN & OWENDE, 2010;
MATA et al., 2010; MERCHUK & GLUZ, 2002).
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O fotobiorreator de coluna de bolhas ¢ um vaso
simples onde gas ¢ injetado geralmente na parte inferior, e
mistura aleatdria ¢ produzida pelas bolhas ascendentes. No
airlift, a circulag@o do fluido é determinada pela concepgio
do fotobiorreator. O riser é o canal de gas ascendente e o
downcomer é um canal separado para o fluxo descendente.
Os dois canais estdo ligados através da base, no fundo, e do
separador de gas, no topo, para dar um circuito fechado.
Momento, transferéncia de massa e de calor serdo
diferentes em cada se¢do, mas a geometria de cada uma
pode influenciar o desempenho das outras, ja que as quatro
estdo interligadas. (MERCHUK & GLUZ, 2002).

As boas perspectivas para fotobiorreatores airlift e
coluna de bolhas incluem transferéncia de massa alta, boa
mistura com baixa tensdo de cisalhamento e baixo
consumo de energia. As limitagdes incluem seu custo, e
escalabilidade. Uma vez que o didmetro ¢ altura nfo
podem ser muito maiores em funcdo da absor¢do de luz e
trocas gasosas, um grande numero de unidades seria
necessario para construgdo de uma planta comercial, por
exemplo. (MATA et al., 2010).

1.4. Objetivo

A necessidade de otimiza¢do da biofixagdo de CO, e
da producdo de microalgas e também da maximizagdo de
produtos que possam ser convertidos a biocombustiveis
e/ou produtos de alto valor agregado é uma realidade.
Ingressar nessa area ¢ uma tarefa multidisciplinar. Por se
tratar de um projeto inovador neste grupo de pesquisa, este
trabalho tem como objetivo estudar o crescimento de uma
microalga em fotobiorreator para determinacdo das
melhores condi¢des operacionais de crescimento e
acumulo de lipidios.

2. Materiais e Métodos
2.1. Selecéo da microalga

Embora ainda ndo esteja determinado com exatidao,
estima-se que o fitoplancton marinho seja formado por
pelo menos 5000 espécies (LOURENCO, 2006). Uma
série de publicagdes apresenta a composi¢do bioquimica
média de espécies de microalgas. As espécies mais citadas
como pontenciais produtores de lipidios sdo apresentadas
na Tabela 3.

Uma das vantagens importantes que as microalgas
marinhas apresentam em relagio as de agua doce ¢ o
menor potencial de contaminacdo por bactérias e fungos
devido a natureza salina dos meios de cultivo. Além disso,
projetando cultivos em larga escala, com recursos naturais,
¢ importante que se utilize o menor volume possivel de
agua doce, evitando a concorréncia com a producdo de
alimentos e com o proprio consumo humano e das
induastrias. Dessa forma, este estudo direciona-se num
primeiro momento para espécies oriundas do mar.

BORGES (2005) estudou o potencial de absor¢ao de
CO, de dez espécies diferentes de microalgas. A
Eustisgmatoficea Nannochloropsis oculata foi apontada
como melhor opgdo, devido a sua maior produtividade e

conteudo lipidico. Essa microalga, que tipicamente tem de
2 a 4 pm de didmetro, ¢ amplamente distribuida nos
oceanos. Microalgas do género Nannochloropsis também
se destacam por serem produtoras de um importante acido
graxo poliinsaturado essencial, o acido eicopentandico
(EPA) (BROWN et al, 1997; ZITTELLI et al., 1999,
Z0U et al., 2000).

Tabela 3. Microalgas potencias na producéo de biocombustiveis.

% lipidios em peso

Espécie seco de biomassa
Chaetoceros calcitrans 176
(diatomacea) ’
Dunaliella salina
- (cloroficea) 6,0-25
< . .
E Dunaliella tertiolecta 16,0 - 71,0
5 (cloroficea)
E Isochrysis galbana 71-33
5 (primnesioficea) ’
< .
g Nannoch_loropszs oculata 22.7-297
= (eustigmatoficea)
Phaeodactylum tricornutum
. . 18,0 —57,0
(diatomacea)
Skeletonema costatum
(diatomacea) 13,5-51.3
° Botryococcus braunii 25.0
S ,0-75,0
28 3 (cloroficea)
52 Chlorella vulgaris 5.0-58.0
gEaz cloroficea m
g8 (cloroficea)
'§ 20 9 Neochloris oleoabundans 29.0- 65
(cloroficea) ’

(Fonte: CHIU et al. , 2009 ; MATA et al., 2010).

Por tratar-se de um microorganismo robusto, que
tem boa produtividade em relagdo a média e com bom
potencial na produgdo de lipidios, a Nannochloropsis
oculata é a espécie de microalga escolhida para este
estudo. A cepa foi fornecida pelo Laboratdrio de Ecologia
de Fitoplancton e Microrganismos Marinhos, da
Universidade Federal do Rio Grande. A sua composi¢o
bioquimica média, pode ser vista na Tabela 4.

Tabela 4. Composigéo da microalga Nannochloropsis oculata.

% em relagdo ao peso seco de biomassa

— - Fonte
Lipidios  Proteinas Carboidratos

16,2 - - BORGES, 2005.

3.4 21,3 11,0 CAMPOS et al.,2010.
22,7-29,7 - - CHIU et al., 2009.

18,0 35,0 7.8 LOURENGO, 2006.

2.2. Meio de cultura e cuidados necessarios

A infraestrutura basica para o cultivo de microalgas
em laboratorio requer basicamente um local climatizado,
disponibilidade de 4gua de boa qualidade, vidraria,
adequada, reagentes para prepara¢do de meio de cultura e
equipamentos para esterilizagdo e assepsia (LOURENCO,
2006). O meio de cultura utilizado nesse estudo é o f/2
(Guillard,1975), largamente utilizado em pesquisas com
microalgas marinhas. Sua composi¢ao esta na Tabela 5.
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Tabela 5. Composi¢do do meio /2 (Guillard , 1975).
Solugao (volume Reagente utilizado e sua
no meio final) concentracdo na solugdo estoque

Agua do mar' (1000 ml) - -

Nitrato (1 ml) NaNO; 75 g/l
Fosfato (1 ml) NaH,PO,.H,O 5S¢l
Silicato (1 ml) Na,Si03.9H,0 30 g/l
CuS0O4.5H,0 9,8 mg/l
2 ZnS0,.7TH,0 22,2 mg/l
g CoCly.6H,0 10 mg/l
l% Metais-trago (1 ml) MnCl,.4H,0 180 mg/1
El Na,M00,.2H,0 6,3 mg/l
Z FeCl;.6H,O 3,15 g/l
Na,EDTA 4,36 g/l
Tiamina (B) 100 mg/1

Vitaminas (1ml) Cianocobalamina (By;) 0,5 mg/l

Biotina (B) 0,5 mg/1

! Solugio salina do sal comercial Red Sea (33 £ 1 g/l).
Fonte: (LOURENCO, 2006).

A manutengdo da cepa mae e dos indculos utilizados
foi realizada em uma incubadora montada no laboratorio,
dotada de controle de temperatura e fotoperiodo. A
repicagem para renovagao dos cultivos foi efetuada a cada
10 dias até sua utilizagao.

Toda vidraria utilizada no trabalho foi esterilizada em
autoclave a 121 °C, 2 bar por 30 min. Quanto as solugdes
utilizadas na preparagdo do meio de cultivo (sal marinho,
nitrato, fosfato, silicato e metais), foram igualmente
autoclavadas, com exceg@o da solucdo de vitaminas, que é
esterelizada por filtracdo (filtro de 0,22 um de poro) para
evitar degradaggo térmica.

Apds a autoclavagem, a manipulagdo de todo material
que direta ou indiretamente entra em contato com oS
cultivos foi feita em capela de fluxo laminar vertical ou em
chama esterilizante.

2.3. Planejamento experimental

CHIU et al. (2009) estudaram o efeito de diferentes
concentragdes de CO, na alimentagdo de cultivos
semicontinuos de Nannochloropsis oculata, avaliando o
crescimento ¢ o acumulo de lipidios em fotobiorreator
cilindrico. Os melhores rendimentos em biomassa e
lipidios sdo verificados para 2 % de CO, na corrente de
aeragdo. Além disso, os resultados mostram que
concentragdes de CO, de 5 a 15% podem inibir o
crescimento algal.

CONVERTI et al. (2009) avaliaram a influéncia da
temperatura ¢ da concentragdo de nitrogénio no
crescimento ¢ acumulo e lipidios de Nannochloropsis
oculata. Para os experimentos realizados em erlenmeyers,
a maior taxa de crescimento ocorreu em 20 °C, e os
maiores acumulos de lipidios ocorreram em 15 e 25 °C.
Quanto a influéncia do nitrogénio, a melhor condicdo
coincide com a concentracdo de nitrato utilizado neste

trabalho.

SPOLAORE et al. (2006) otimizaram o crescimento
de Nannochloropsis oculata em fotobiorreator de coluna
de bolhas, avaliando temperatura, intensidade luminosa,
pH e taxa de aeracdo. As condi¢des 6timas de crescimento
foram 21 °C, 52 pE m?s!, pH 8,4 ¢ 0,245 v.v.m de taxa de
aeracao.

Considerando estudos anteriores em diferentes
sistemas de cultivo, este trabalho teve como varidveis de
interesse a temperatura, luminosidade e concentragdo de
CO, na corrente de aerago, seguindo um planejamento
fatorial 2° com 3 replicatas no ponto central, totalizando
11 experimentos. O experimento foi realizado com
salinidade de 33+1 g/l (padrio para o sal marinho
comercial Red Sea), fotoperiodo 12h/12h claro escuro,
0,25 v.v.m (volume de ar por volume de liquido por
minuto, equivalente a vazdo de ar de 750 ml/min). Os
niveis das variaveis e o respectivo experimento associado
estdo representados na Tabela 6. Este bloco fara parte de
um delinamento composto central rotacional em analises
futuras.

Tabela 6. Matriz do planejamento experimental
adotado neste trabalho.

Temperatura Intensidade
) I(), C % CO2 luminosa
Experimento Q) (lux; pE m?s™)

Valores codificados e originais das variaveis

P2-2 -1 21 -1 2 -1 5000;70
P2-1 1 27 -1 2 -1 5000;70
P2-4 -1 21 1 4 -1 5000; 70
P2-3 1 27 1 4 -1  5000; 70
P3-2 -1 21 -1 2 1 9000; 126
P3-1 1 27 -1 2 1 9000; 126
P3-4 -1 21 1 4 1 9000; 126
P3-3 1 27 1 4 1 9000; 126
P1-1 0 24 0 30 7000; 98
P1-2 0 24 0 30 7000; 98
P1-3 0 24 0 30 7000;98

2.4. Fotobiorreator airlift

Os fotobiorreatores airlifi utilizados nesse estudo
foram construidos em acrilico, apresentam formato
retangular e tém as dimensdes representadas na Figura 2,
com volume util de trés litros. A aeragdo ¢ feita por duas
pedras porosas situadas na parte inferior do riser. A troca
térmica do sistema ¢ feita por correntes que circulam em
tubos de ago inox 316 de '%" inseridos no downcomer. A
mistura de CO, e ar para alimentag@o dos fotobiorreatores
foi feita com rotametros de ar. Para verificar a composigdo
das misturas foram feitas analises por cromatografia
gasosa antes do inicio dos cultivos. Os dados obtidos no
cromatografo Perkin Elmer AutoSystemXL foram
avaliados considerando fatores de resposta (DIETZ,
1967). As intensidades luminosas especificadas na Tabela
6 foram medidas com o auxilio de um luximetro
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Instrutherm LD-200 na superficie de cada fotobiorreator. A
temperatura dos fluidos de refrigeracdo/aquecimento foram
controladas por controladores digitais de temperatura
Fullgauge TIC-17RGTi; a temperatura dos cultivos foi
monitorada diariamente.

25 em

| | o7

”;:::::r:,:r::,t::y ) \ . /
' fem ‘ acm g

Zem o dem

(a) () ()
Figura 2. Fotobiorreator airlift utilizado.
(a) Dimensdes e vista frontal. (b) Dimensdes ¢ vista lateral.
(c) Fotobiorreator em experimento.

2.5. Preparo do in6culo

O ino6culo para os cultivos foi preparado em
erlenmeyer de 61, com 41 de cultura, salinidade de 33+1 g/I,
25+1 °C, 6200 lux, fotoperiodo 12h/12h claro escuro, e
alimentagdo de ar filtrado constante de 0,25 v.v.m. Foi
determinada uma curva de crescimento para este sistema,
sendo o fim da fase logaritmica de crescimento verificado
apos 10 dias de cultivo (absorbancia proxima de um);
portanto, para os cultivos nos fotobiorreatores foram
utilizados inodculos com dez dias de crescimento. A relagdo
in6culo/meio de cultura nos fotobiorreatores é de 1:10;
dessa forma, 0,3 1 de indculo e 2,7 1 de meio fresco foram
adicionados em cada fotobiorreator, o que leva a medidas
iniciais de absorbancia equivalentes a 0,1 nos
experimentos.

2.6. Medida de biomassa

O uso de densidade optica para avaliar o crescimento
de microalgas baseia-se na obstrugdo fisica da luz pelas
células. Uma vez que microalgas possuem pigmentos
fotossintetizantes, convém selecionar comprimentos de
onda que ndo correspondam ao pico de absor¢do de luz
pelas clorofilas e carotendides, que sdo valores tipicamente
maiores que 600 nm. Em 570 nm, a absorgdo
fundamentalmente ¢ atribuida a obstrugdo fisica da
passagem da luz pelas células em suspensio.
(LOURENCO, 2006). A absorbancia das culturas de cada
um dos fotobiorreatores foi diariamente medida em
Espectrofotdmetro UV-1600 Pro-Analise, no comprimento
de onda de 570 nm. Cada amostra foi diluida para a
absorbancia ficar entre 0,1 € 1,0 caso necessario.

Apods finalizados os cultivos, foram realizadas
medidas de peso seco com amostras de dois
fotobiorreatores correspondendo ao ponto central, para
posterior correlagdo com as medidas de absorbancia
realizadas. O volume de um litro de cultivo de cada um dos
fotobiorreatores foi filtrado em filtros GF-3 MN, de 0,6

pum, previamente pesados. Os filtros foram colocados em
estufa para secagem a 105 °C por 24 h.

3. Resultados e Discussoes

Através do calculo de peso seco, a relagdo obtida
entre a absorbancia em 570 nm e a massa de microalgas ¢é
dada pela Equacao (1)

Biomassa (g/l) = 0,3984 x Abss7g m Q)

Em geral o actimulo de lipidios nas microalgas
ocorre majoritarimante durante a fase estacionaria (CHIU
et al., 2009; BROWN et al., 1997, MATA et al., 2010).
Por essa razdo, a interrup¢do dos cultivos foi realizada
somente nos 13° dia, quando foram verificadas pequenas
diminui¢des na absorbancia de alguns cultivos com
absorbancia crescente até ento.

A produgdo de biomassa e as curvas de crescimento
obtidas nos experimentos podem ser visualizados na
Figura 3. A maior producdo de biomassa foi de 800 = 60
mg/l, obtido nos fotobiorreatores do ponto central (P1-1,
P1-2 e P1-3), nas condigoes de 24 °C, 3% de CO2 e 7000
lux. A taxa especifica de crescimento (1) ¢ dada pela
equagdo (2)

X
a5 @

1

onde Xre X;sdo as concentra¢des de biomassa no final e no
inicio de cada batelada, respectivamente, e ¢ € o intervalo
de amostragem (CHIU et al., 2009; CONVERTI et al.,
2009). A maior taxa especifica de crescimento foi de
0,629 dia, verificada em 27 °C, 2% de CO2 e 9000 lux
(P3-1), durante o 1° e 2° dia de cultivo. Para os demais
experimentos, as maiores taxas também foram observadas
nos primeiros dias de cultivo. Essa rapida adaptagdo
indica que as condigdes em que o indculo foram
produzidas sdo adequadas, pois pequenos periodos de
adaptagao sdo desejados.
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Figura 3. Resultados experimentais.
(a) Variag@o da concentrag@o de biomassa com o tempo.
(b) Curvas de crescimento.

Os dados referentes a produtividade final de cada
experimento realizado foram estatisticamente avaliados
através do programa Statistica 7.1 (StatSoft Inc).
Realizando a analise da varidancia (ANOVA) considerando
efeitos lineares e efeitos de interagdo entre as variaveis de
estudo, os dados da Tabela 7 sdo verificados com 95% de
significancia.

Tabela 7. Anélise de variancia para a produtividade em

biomassa. '
Fator Efeito SQ GL MQ F p
T Linear 10,0848 1 0,0848 27,02 0,035066
CO, Linear 0,0005 1 0,0005 0,17 0,717550
I Linear 0,0009 1 0,000 0,29 0,641795

Tx CO, Interagdo 0,0210 1 0,0210 6,69 0,122571
TxI Interagio 0,0447 1 0,0447 14,23 0,063622

CO,; x1 Interacao 0,0359 10,0359 11,43 0,077426

Falta de 0,5002 2 0,2501 79,65 0,012398

ajuste

Puro 0,0062 20,0031
€Iro

Total SQ 0,6945 10

! efeito significativo p < 0,05; SQ = soma dos quadrados; GL = graus de
liberdade; MQ = minimos quadrados; F = valor de F; p = probabilidade.;
T= temperatura; CO, = concentragdo de CO, na corrente de aeragdo; I =
intensidade luminosa.

A falta de ajuste foi o fato mais relevante na analise
realizada e inviabiliza qualquer conclusdo bem
fundamentada nesse momento a respeito da influéncia das
variaveis independentes na producdo de biomassa. Com
efeitos lineares e de interacdo entre as variaveis o valor de
R? obtido foi igual a 0,2706, embora o valor do erro puro
verificado tenha sido de 0,0031.

A falta de ajuste dos dados ao modelo pode ser
atribuida basicamente a duas razdes: o modelo utilizado
ndo é adequado e/ou ha erro significativo nos dados. Essa
segunda hipdtese pode parecer invalida considerando o
baixo valor obtido para o erro puro. Porém, cabe salientar
que as informagdes a respeito da reprodutibilidade do
experimento sdo oriundas das trés replicatas no ponto
central, onde as condigdes experimentais estdo sujeitas ao

mesmo sistema de controle de temperatura, intensidade
luminosa e concentragdo de CO,. Portanto, por mais que
tenha ocorrido flutuagdo nas condi¢cdes experimentais
desejadas, os trés pontos experimentais sofreram a mesma
interferéncia. Por outro lado, problemas em relagdo a
manutencdo das varidveis manipuladas comprometem
muito a relagdo entre todos os pontos do experimento,
sujeitos a diferentes sistemas de controle das variaveis de
estudo. No caso especifico do conjunto de pontos
experimentais realizados, as maiores fontes de disturbio
estiveram relacionadas a dosagem de CO, na corrente de
aeracdo e da transferéncia de massa entre alguns
fotobiorreatores, fatos que sdo comentados a seguir.

No sistema airlift em estudo, é razoavel contar com
perda de agua por evaporagdo. Porém, no decorrer dos
experimentos, houve também significativo arraste de meio
de cultura através do orificio de saida de gases do
fotobiorreator (localizado na tampa). Isso ocorreu por
causa da pressdo ocasionada pela corrente de aeragdo.
Inicialmente, os orificios de coleta de saida de gases de
cada um dos sistemas estavam interconectados,
ocasionando troca de massa entre os sistemas.

Desconectando as saidas de ar e deixando-as livres
para o meio, o arraste continuou ocorrendo. Nessas
perdas, ndo somente meio de cultura, mas também
microalgas  foram  arrastadas para fora  dos
fotobiorreatores. Como o separador de gases do sistema
deste estudo tem aproximadamente cinco centimteros de
altura, no decorrer do experimento foram necessarias
reposi¢cdes de meio de cultura para que se mantivesse o
fluxo no interior do sistema airlift; o volume necessario
para cada sistema foi diferente, o que, juntamente com a
perda de células, constitui uma das fontes de distirbio e
consequentemente de erro nos experimentos.

Embora as composi¢des das correntes de alimentagéo
de ar/CO, tenham sido ajustadas por cromatografia gasosa
antes do inicio dos cultivos, cabe ressaltar que as misturas
sdo feitas por rotdmetros de ar, que apresentam baixa
precisdo comparada a de medidores massicos de vazdo,
por exemplo. Sendo assim, ¢ razoavel concluir que o erro
nos experimentos também esta provavelmente relacionado
a dosagem de CO,. Outra influéncia do CO, refere-se ao
pH do meio. O meio f/2 apresenta pH 8,0 = 0,1 em
condigdes normais, sem adicdo de tampdo, se
assemelhando muito a agua do mar, habitat natural das
microalgas (LOURENCO, 2006). Monitorando
diariamente o pH dos cultivos, verificou-se que em todas
condigdes experimentais estudadas o pH se encontrava na
faixa de 6 a 7. Além disso, embora o fotoperiodo utilizado
nesse estudo seja de 12h/12h claro escuro, as correntes de
aeracdo foram continuamente alimentadas com CO,. Isto
pode ter ocasionado inibigdo no crescimento, ja que ha
estudos aponta o pH 6timo de crescimento igual a 8,4 para
cultivo de Nannochloropsis oculata. (SPOLAORE et al.,
2006). A inibigdo também desfavorece a obtencdo de
dados confiaveis.

Com relacdo ao modelo, a auséncia de informagoes
sobre os pontos axiais impede a utilizacdo de termos
quadraticos associados as variaveis. A realizagdo de
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experimentos nos pontos axiais permitird avaliar a
adequagdo dos dados a um modelo mais abrangente, com
termos lineares e quadraticos.

4, Concluséo

Os experimentos realizados foram inconclusivos em
funcdo da falta de ajuste dos dados obtidos ao modelo
proposto. Houve problemas na manuntegado das condigoes
experimentais propostas em funcdo da dificuldade de
manter a concentragdo de CO, no valor estabelecido e de
problemas relativos a transferéncia de massa entre os
fotobiorreatores.  Outro  fator que prejudicou a
produtividade em biomassa esta associado a valores de pH
proximos de 6 em todos experimentos. Como préximos
passos, sera considerada a utilizacdo de tampdo no meio de
cultivo, o que devera contribuir na manutengdo do pH
alcalino, favorecendo o crescimento da Nannochloropsis
oculata. Os experimentos serdo repetidos e reavaliados
apos a adicdo de dados relacionados aos pontos axiais,
partindo de um modelo com termos lineares, quadraticos e
efeitos de interacdo. Quanto as misturas de ar e CO,, serdo
buscadas alternativas para atingir precisdo nas dosagens. O
problema de arraste de meio cultivo devera ser solucionado
pela inser¢do de um baldo no orificio de coleta de saida de
gases, 0 que promove o retorno do liquido arrastado ao
sistema. A analise do teor de lipidios devera indicar qual a
relagdo entre seu acimulo e o crescimento de biomassa no
sistema em estudo.
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