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RESUMO

A crescente preocupacdo com o0 meio ambiente e as emissdes atmosféricas,
principalmente o CO,, alavancaram uma necessidade de se estudar formas de reduzir a
emissdo destes gases. As microalgas sdo uma grande alternativa neste sentido. Elas
metabolizam o CO, durante a fotossintese, €, como uma vantagem adicional, ainda sdo
capazes de produzir subprodutos de alto valor agregado, como biodiesel e pigmentos, entre

outros.

Em revisdo bibliografica, constatou-se que meios de cultivo de microalgas
suplementados com nitrogénio apresentam maiores crescimentos de biomassa formada,
chegando-se ao valor maximo de 5 g.L?, enquanto meios ndo suplementados formam
aproximadamente 0,35 g.L™ . Este trabalho visa testar a suplementacéo do meio de cultivo de
microalgas das espécies Dunaliella tertiolecta e Chlorella sp com trés diferentes sais de
nitrato, o nitrato de aménio (NH4sNO3), o nitrato de potassio (KNOj3) e 0 nitrato de sddio
(NaNOg), e verificar se existe diferenca entre o uso de cada sal, quanto ao crescimento de

biomassa e quanto a formacéo de carotenoides.

Para a espécie Chlorella sp, o nitrato de sédio apresentou maior crescimento de
biomassa, maior biomassa final e maior acimulo de carotenoides, em relacdo aos demais
nitratos. Para a espécie Dunaliella tertiolecta os trés sais ndo apresentaram diferenca

significativa entre si.

Palavras-chave: microalgas, nitrato de aménio (NH;NQO3), nitrato de potassio (KNO3),
nitrato de sodio (NaNO3).
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1. Introducéao

Com o aumento nos niveis de CO, e outros gases de efeito estufa na atmosfera, e as
alteracOes climaticas resultantes, comecaram a se fazer necessarios estudos para avaliar as
possibilidades de reducdo dos niveis destes gases na atmosfera. Ainda assim, poucas
alternativas se mostram viaveis para a reducdo da emissdo do CO,. Além disto, a crise
energética mundial tambeém traz preocupagdes tendo em vista que a principal matéria prima
utilizada atualmente, os combustiveis fosseis, € um recurso ndo renovavel e, portanto, passivel

de esgotamento.

A captura de CO, por microalgas pode ser considerada uma das mais eficientes
técnicas de reducdo de emissdo desses gases. Microalgas sdo organismos fotossintéticos que
convertem luz solar, agua e CO, em biomassa, e assim, sdo aliadas contra os problemas
ambientais causados pelo CO,, além de terem o potencial de gerar produtos de alto valor

agregado a partir desta biomassa formada, como, por exemplo, o biodiesel.

Em comparacao com outras matérias primas, como o 0leo de dendé, e o 6leo de milho,
0 biodiesel produzido a partir da biomassa de microalgas apresenta algumas vantagens. O
Oleo extraido das microalgas apresenta uma maior eficiéncia do que Oleos de vegetais
superiores e as microalgas tém a grande vantagem de ndo serem um alimento e, portanto, ndo
contribuem para a crise alimentar, como € o caso do 6leo de milho, nos Estados Unidos. Além
disto, os cultivos de microalgas ocupam menor area de cultivo, e podem ser desenvolvidos em
locais aridos, assim, ndo ocupam area de terras cultivaveis e, portanto, ndo competem com a
agricultura. Sendo assim, pode-se dizer que as microalgas sdo as unicas matérias primas que

poderiam substituir totalmente as matérias primas derivadas de petréleo.

Além disto, por ter a sua composi¢do bioquimica extremamente varidvel de espécie
em espécie, cultivos de microalgas também tém sido utilizados para a producdo de diversos
outros produtos, como alimentos e cosmeéticos, e, aléem disto, também podem ser utilizadas no
tratamento de aguas residuais, entre diversas outras aplicacdes. Dentre 0s inlmeros compostos
extraidos, podem ser citados acidos graxos poli-insaturados, carotenoides, ficobilinas,
polissacarideos, vitaminas, esterdis e diversos compostos bioativos naturais (antioxidantes,
redutores do colesterol etc.), os quais podem ser empregados especialmente no

desenvolvimento de alimentos funcionais, por suas propriedades nutricionais e farmacéuticas.



Esta grande flexibilidade nas aplicagdes do uso de biomassa de microalgas é que confere a

elas a condicdo de grande objeto de estudo, em diversas areas de conhecimento.

O objetivo deste trabalho serd testar a suplementacdo do meio de cultivo de microalgas
das espécies Dunaliella tertiolecta e Chlorella sp com trés diferentes sais de nitrato, o nitrato
de amdnio (NH4NO3), o nitrato de potassio (KNO3) e o nitrato de sdédio (NaNOs3), e verificar
se existe diferenca entre 0 uso de cada sal, quanto ao crescimento de biomassa e quanto a

formacé&o de carotenoides.



2. Revisao Bibliografica

2.1 Microalgas

Microalgas sdo microrganismos eucaridticos, com representantes nas Divisdes
Cyanophyta (cianobactérias) e Prochlorophyta, ou procarioticos com representantes nas
Divisdes Chlorophyta, Euglenophyta, Rhodophyta, Haptophyta (Prymnesiophyta),
Heterokontophyta (Bacillariophyceae, Chrysophyceae, Xantophyceae etc.), Cryptophyta e
Dinophyta (Derner, Ohse et al., 2006), os quais crescem rapidamente e sob as mais diversas
condicdes, devido a sua estrutura simples e unicelular. As microalgas sao tidas como “fabricas
de células”, que convertem diéxido de carbono em biomassa, ou em uma grande variedade de
compostos bioativos (Xu, Weathers et al., 2009). Estéo presentes em todos os ecossistemas da
Terra, ndo sO aquaticos, como também terrestres, e & estimado que existam mais 50 mil

espécies de algas, sendo somente 30 mil objetos de estudo (Mata, Martins et al., 2010).

A producéo comercial de microalgas tem aproximadamente 40 anos de historia, sendo
algumas espécies mais largamente cultivadas, como a Spirulina, utilizada para alimentos,
Dunaliella salina e Haematococcus pluvialis para producdo de carotenoides, e um grande
nimero de espécies para aquicultura (Xu, Weathers et al., 2009). Atualmente, a
biodiversidade e consequente variabilidade na composicdo bioquimica da biomassa obtida
através dos cultivos de microalgas, aliadas ao avanco tecnologico e subsequente possibilidade
de atingir producbes em larga escala, permitem que determinadas espécies sejam

comercialmente utilizadas (Derner, Ohse et al., 2006).

Um crescente interesse comercial no cultivo e colheita de produtos de microalgas
resultou em pesquisas no seu uso para producdo de substancias de alto valor agregado (Xu,
Weathers et al., 2009). Como organismos fotossintéticos, microalgas contém clorofila, a qual
pode ser utilizada na alimentacdo e cosméticos. Também podem ser utilizadas na industria
farmacéutica j4 que algumas espécies de microalgas produzem compostos bioativos como
antioxidantes e toxinas. Além disto, microalgas também sdo utilizadas com suplementos
nutricionais por serem ricas em proteinas, vitaminas e polissacarideos. Algumas espécies
também contém altos niveis de lipideos, que podem ser extraidos e convertidos em
biocombustiveis. Sendo assim, o cultivo de microalgas surge como uma alternativa, que além
de permitir uma maior absorcdo de CO, da atmosfera, poderia ainda gerar produtos de

interesse comercial como corantes, acidos graxos, aminoacidos e proteinas, entre outros
3



(Meinerz, 2007). A Tabela 1 apresenta alguns produtos obtidos de microalgas. A Figura 1

apresenta as principais etapas da producdo de produtos de microalgas.

Tabela 1: Alguns produtos obtidos de microalgas.

Produto Aplicaces
Biomassa Biomassa Alimentos naturais "health food"
Alimentos funcionais
Aditivos alimentares
Aquicultura
Condicionador de solo
Corantes e antioxidantes Xantofilas Aditivos alimentares
Luteina

Acidos graxos

Enzimas

Polimeros

Produtos especiais

Beta-caroteno

VitaminaC e E

Acido araquidénico - ARA
Acido eicosapentenoico - EPA
Acido docosahexaendico - DHA
Acido gama-linoleico - GCA
Acido linoleico - LA
Superoxido dismutase - SOD
Fosfoglicerato quinase - PGK
Luciferase e Luciferina
Enzimas de restricdo
Polissacarideos

Amido

Acido poli-beta-hidroxibutirico - PHB
Peptideos

Toxinas

Is6topos

Aminoacidos

Esterois

Cosméticos

Aditivos alimentares

Alimentos naturais
Pesquisa

Medicina

Aditivos alimentares
Cosmeéticos

Medicina

Pesquisa

Medicina

Fonte: (Derner, Ohse et al., 2006)
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Figura 1: Principais etapas da producéo de produtos de microalgas (Demirbas, 2011).

2.1.1 Meio de cultivo de Microalgas

Meio de cultivo pode ser definidko como o ambiente especifico que contém os
nutrientes necessarios ao desenvolvimento das microalgas em cultivo. No caso de algas e
plantas vasculares, além do meio de cultura, a luz também é essencial para promover o

desenvolvimento dos organismos. Isto decorre das caracteristicas fotossintéticas dos mesmos.

A é&gua do mar € um meio ideal para o crescimento da maioria das espécies de algas,
mas € um meio extremamente complexo e contem dezenas de elementos quimicos e um
nimero grande de compostos organicos, porém, muitos elementos estdo presentes em
quantidades limitadas, e sdo insuficientes para proporcionar seu crescimento adequado. Desta
forma, estudos de cultivos de microalgas envolvem o uso de agua do mar suplementada com
elementos quimicos necessarios em maiores concentracdes. Existem trés tipos de meios de
cultura marinhos: meios de cultura definidos, os quais sdo preparados a partir de adgua de
elevada pureza a qual sdo adicionados 0s sais constituintes da &gua do mar e 0s sais nutrientes

que estimulam o crescimento, meios de cultura semidefinidos, os quais utilizam a &dgua do
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mar como matriz, a qual é enriquecida com nutrientes inorganicos, de composi¢ao conhecida,
e 0s meios de cultura indefinidos, os quais sdo feitos a partir de agua do mar enriquecida com
uma mistura ndo determinada de substancias orgénicas e inorganicas. (Lourenco, 2006).

Os sistemas de cultivo de microalgas podem ser rigidamente controlados e otimizados.
Temperatura, pH, concentragdo de nutrientes, e de CO, podem ser monitorados de modo a
produzir o0 maximo de biomassa. Luz, CO,, e sais inorganicos sdo indispensaveis. As
microalgas convertem a energia da luz solar em energia quimica. Simultaneamente, CO, é
fixado e transferido para compostos de carbono, como carboidratos, lipideos e proteinas.
Assim, a capacidade de captagdo de CO, reflete na biomassa da microalga (Zeng, Danquah et
al., 2011).

O meio de cultivo precisa fornecer nutrientes suficientes para o crescimento das
microalgas. Para acumular diferentes produtos nas microalgas, formulagdes diferentes séo
requeridas. Os componentes mais desejaveis para a producdo de biodiesel sdo os lipideos,
entretanto, alguns produtos de alto valor agregado sdo obtidos através de proteinas e acidos
graxos (Zeng, Danquah et al., 2011). Cultivos intensos podem ser realizados também para
outros fins, como a producdo de microalgas para o aproveitamento de pigmentos.
Carotenoides sdo pigmentos acessorios da fotossintese, e podem ser aproveitados
comercialmente como corantes de alimentos e ra¢des, ou mesmo por propriedades especiais,
como a atividade antioxidante ou fornecimento de materia prima para a fotossintese de outras

substancias importantes para as células como a vitamina A (Lourenco, 2006).

A avaliagdo da importancia de dado nutriente envolve alguns critérios como a
avaliacdo se a deficiéncia do mesmo impede o crescimento da alga ou que ela complete seu
desenvolvimento vegetativo ou ciclo de vida, se ndo é possivel que o elemento em foco seja
substituido por outro e se existe um efeito direto do elemento sobre a alga, que ndo seja
decorrente da interacdo com outros elementos quimicos ou da interacdo bioldgica com outros
organismos. Os macronutrientes sdo os elementos quimicos necessarios em concentracdes na
ordem de centenas ou milhares de pg.g” de massa seca, os demais sdo chamados
micronutrientes (Lourenco, 2006). A Tabela 2 apresenta alguns nutrientes e suas func@es no

cultivo de microalgas.

Tabela 2: Fun¢éo dos nutrientes no cultivo de microalgas.

Nutriente Ingredientes principais  Funcgéo Range adequado

Fonte de carbono  CO,, HCO; CO5 et Fornecer carbono ~ 1-109.L™



para toda a célula

Fonte de - .. Fornecer nitrogénio 1
nitrogénio NOs, Nz uréia, AA, tC  poratodaacelula 102000 moL
. Hidrofosfato, Fosfato, ~ Fornecer fosforo 1

Fosforo etc para toda a célula 10-500 mg.L
Fornecer enxofre 1

Enxofre Sulfatos, etc para toda a célula 1-200 mg.L
Manter a

Sais inorganicos K, Ca, Na, Mg, etc estrutura/atividade  0,1-100 mg.L™
celular

Elementos traco Fe, Zn, Mn, Pb, Cd, etc  Cofatores de enzima 0,01-10 mg.L™

Ajudar na divisdo

-1
olular 0,01-1000 pg.L

Vitaminas Vg, Ve, VE, etc.

Fonte: (Zeng, Danquah et al., 2011)

O nitrogénio € um macronutriente de fundamental importancia em trés classes de
substancias estruturais das células: proteinas, acidos nucleicos e pigmentos fotossintetizantes.
O nitrogénio é encontrado nas mais diversas formas quimicas na agua do mar. O nitrogénio

molecular (N,) € o0 gas mais abundante na agua do mar, mas somente algumas cianobactérias
sdo capazes de utiliza-lo. O nitrato (NO3 ) é a forma mais estavel de nitrogénio presente na

4gua do mar e é a forma mais utilizada pelo fitoplancton. O nitrito (NO,) é a forma mais

toxica, porém pode ser absorvida por microalgas se estiver presente em pequenas quantidades.

Sais de nitrato, sais de amdnio e uréia sdo as principais formas de nitrogénio
empregadas em meios de cultura. O uso de am6nio como fonte de nitrogénio requer alguns
cuidados, pois algumas espécies se mostram sensiveis a altas concentragdes de amdnia. Se o
suprimento de nitrogénio € abundante, observa-se um aumento nas concentracdes de proteinas
e clorofilas nas células. Mais carotenoides e menos clorofilas sdo produzidas em culturas
deficientes de nitrogénio (Lourenco, 2006). Para o crescimento de microalgas, no entanto,
sabe-se que meios suplementados com sais de nitrogénio apresentam melhores resultados de
crescimento de biomassa. Com suplementacdes de até 5 g.L™ de sal, chega-se a um resultado
de biomassa final de até 5 g.L™ (Degen, Uebele et al., 2001).



2.1.2 Microalgas como fontes de pigmentos

Existem trés classes de pigmentos em algas, as clorofilas, os carotenoides e as
ficobilinas. Destes, os carotenoides tém recebido atencdo especial, pois clorofilas ndo
apresentam grande valor comercial, e existem melhores matérias primas alternativas as
microalgas. Ja as ficobilinas apresentam importancia na producdo de corantes para alimentos
industrializados (Lourenco, 2006). O uso de carotenoides como fontes de pigmentos mostrou-
se vidvel a partir dos anos 1980, ap6s pesquisas intensivas a respeito do assunto, e especula-se
que o uso de carotenoides pode contribuir para tornar a produgdo de biodiesel a partir de
microalgas economicamente vidvel (Vilchez, Forjan et al., 2011). H& cerca de 400
carotenoides existentes na natureza, mas apenas alguns sao utilizados comercialmente: -
caroteno, astaxantina, e, com menor importancia, luteina, zeaxantina, licopeno e bixina

(Lourenco, 2006). A Figura 2 mostra a estrutura de alguns dos principais carotenoides.
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Figura 2: Estrutura de alguns carotenoides (Guerin, Huntley et al., 2003)

Em organismos fotossintéticos, incluindo plantas e microalgas, os carotenoides
contemplam diversas funcdes importantes. Essencialmente, os carotenoides podem ser
pigmentos acessorios na captacdo de luz durante a fotossintese e também sdo capazes de
proteger a estrutura fotossintética do excesso de luz através da eliminacdo das espécies

reativas de oxigénio como oxigénio molecular singlete e outros radicais livres. Em humanos,
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as funcbes biologicas mais relevantes dos carotenoides estdo ligadas as propriedades
antioxidantes dos mesmos (Vilchez, Forjan et al., 2011). A alimentacdo suplementada com
carotenoides esta relacionada com a diminuicdo no risco de doencas degenerativas,
inflamacdes, envelhecimento, aumento da atividade do sistema imunolégico (Guerin, Huntley
et al., 2003), melhoria no tratamento de leses musculares e reducdo de cdlicas menstruais
(Lourenco, 2006). As principais fungdes bioldgicas dos carotenoides e seus beneficios & satde
humana estéo listados na Tabela 3.

Tabela 3: Funcdes bioldgicas, beneficios a salide e aplicacdes dos principais carotenoides.

Carotendide Funcdo e beneficios a saude

Licopeno  Hiperlasia prostatica e cancer de préstata
Prevencédo da esclerose e sindrome coronaria cronica e aguda
B-Caroteno Vitamina A
Cancer colorretal
Prevencédo da esclerose e sindrome corondria crénica
Protecédo da pele contra raios UV
Astaxantina Hiperlasia prostatica benigna e tumores de prostata e figado
Propriedades antiinflamatdrias
Zeaxantina Contra neoplasias de figado
Prevencédo da sindrome corondria crénica e aguda
Prevencdo da catarata
Prevencdo da degeneracdo macular associada ao envelhecimento
Luteina Prevencédo da sindrome coronaria cronica e aguda, e acidente vascular
cerebral
Ajuda a manter uma visdo normal
Prevencdo da catarata

Prevencdo da degeneracdo macular associada ao envelhecimento

Evita a infeccdo gastrica causada pela H. Pylori
Fonte: (Vilchez, Forjan et al., 2011)

Uma das funcbes mais importantes dos carotenoides no corpo humano é a sua
habilidade de se converter a retinol (funcdo provitamina A), fun¢do que aproximadamente
10% dos carotenoides existentes na natureza possui. A vitamina A é reconhecida como um

fator de grande importancia na saude e sobrevivéncia de criangas, e a sua deficiéncia pode



causar problemas de visdo e outros problemas relacionados ao pulmdo, traquéia e doencgas na
cavidade oral. Animais e humanos néo sintetizam carotenoides mas sdo capazes de converté-
los em vitamina A. A dieta é a Unica fonte destes carotenoides com func¢do provitamina A,
sendo frutas, vegetais e microalgas, os principais fornecedores dos mesmos (Vilchez, Forjan
etal., 2011).

Radicais livres sdo formas reativas do oxigénio produzidas no corpo humano durante a
atividade metabdlica. O estresse, poluicdo do ar, fumaca do cigarro, exposicdo a produtos
quimicos e exposicdo a radiacdo ultravioleta podem aumentar a producdo de tais agentes.
Radicais livres podem danificar o DNA, proteinas e a membrana lipidica (Guerin, Huntley et
al., 2003). Do ponto de vista nutricional, um antioxidante pode ser definido como qualquer
substancia presente nos alimentos que reduz significativamente os efeitos das formas reativas
de oxigénio nas condi¢Ges normais humanas. Eles também ajudam a prevenir a produgdo em
cadeia de radicais livres provenientes da degradacdo de acidos graxos poli-insaturados.
Antioxidantes, em particular carotenoides, sdo essenciais a saude, por causa da sua acao

protetora nos componentes celulares contra o dano oxidativo (Vilchez, Forjan et al., 2011).

Carotenoides produzidos naturalmente através do cultivo de microalgas representam
apenas uma parcela do mercado mundial. Uma vez denominado o processo, a sintese dos
carotenoides envolve custos menores e elimina a necessidade de realizacdo de cultivos para a
obtencdo de biomassa. Esta caracteristica acarreta em um menor preco de venda dos
carotenoides sintéticos. A Tabela 4 mostra a diferenca de preco dos carotenoides 3-caroteno e

astaxantina obtidos de matéria prima natural e de forma sintética.

Tabela 4: Comparacéo entre fontes microbianas e sintéticas de carotenoides.

Molécula  Origem Preco (US$)

B-caroteno Dunaliella 300 - 3 000/kg
Sintético 200/kg

Astaxantina Haematococcus 3 000/kg
Sintético 2 500/kg

Fonte: (Lourenco, 2006)

Apesar da grande diferenca de preco entre as duas fontes, dois fatores contribuem para
a continuidade dos cultivos de microalgas para a producdo de carotenoides. O fator mais
importante seria as propriedades diferenciadas dos isomeros produzidos. Para o [3-caroteno,

somente a forma trans da molécula pode ser produzida sinteticamente. J& na substancia
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natural, h4 mistura dos isbmeros, e acredita-se que esta mistura acarreta em uma atividade
biol6gica mais acentuada (Lourenco, 2006). Ademais, carotenoides naturalmente extraidos
estdo aumentando sua popularidade devido a uma grande parcela da populacdo que prefere
consumir produtos naturais (Vilchez, Forjan et al., 2011), e os consumidores que se
enquadram neste perfil estdo dispostos a pagar mais caro por produtos de procedéncia natural.

A principal espécie utilizada para acumular 3-caroteno é a Dunaliella salina. A forma
consagrada de producdo da mesma € o cultivo extensivo. Neste, o cultivo se divide em 2
etapas. Na primeira, a microalga é estimulada a crescer num meio de cultura com
concentragdes normais de nutrientes, mas preparado com alta salinidade, visto que a
Dunialiella salina apresenta alta tolerancia neste sentido. Isto resulta da sua capacidade de
produzir glicerol, que funciona como substancia osmorreguladora que equilibra
osmoticamente a microalga com o meio. Nesta fase o crescimento da microalga é estimulado.
Na fase seguinte, a salinidade é aumentada, e é retirado o nitrogénio disponivel. Nestas
condicdes de estresse salino e deficiéncia de nitrogénio, a sintese de carotenoides & fortemente
estimulada, com predominio da formagdo de B-caroteno, que pode chegar a representar 14%

da massa seca da microalga (Lourenco, 2006).

2.1.3 Geracdo de Biodiesel a partir de Microalgas

Combustiveis fésseis contribuem com 80% do total da energia consumida no mundo.
Dependendo da producdo e da demanda exigida, as reservas conhecidas de petroleo podem
durar de 41 a 700 anos. Por ndo serem renovaveis e finitos, os combustiveis fosseis trazem
preocupacao e, juntamente com a necessidade de atuar para parar as mudancgas climaticas,
levaram a um crescente interesse por energias renovaveis como biocombustiveis (Koh e
Ghazoul, 2008).

O presente século foi testemunha de uma grande enfade no uso de biomassa como
alternativa ao uso de combustiveis fosseis em funcdo da sua natureza renovavel e emissdo de
CO, reduzida. A biomassa esta entre as mais promissoras matérias primas para producéo de
energias renovaveis, podendo ser sustentavel, benigna ao meio ambiente e economicamente
viavel. Além disto, pode fornecer calor, energia e combustiveis para transporte sem afetar o
meio ambiente, e reduzindo gases de efeito estufa na atmosfera (Phukan, Chutia et al., 2011).
Muitos paises desenvolvidos como Estados Unidos e em réapido desenvolvimento como a

China veem os biocombustiveis como solucdo para reduzir a dependéncia do petroleo
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estrangeiro e como forma de reduzir emissdes de gases de efeito estufa como CO, e CHy,
além de ser um jeito de incentivar o desenvolvimento rural, uma vez que a matéria prima

provém da biomassa.

O interesse no uso de microalgas para producdo de energia renovavel teve grande
aumento nos anos 1970 durante a primeira crise do petroleo, quando o Laborat6rio Nacional
de Energias Renovaveis dos Estados Unidos (NREL) lancou através do Programa de Espécies
Aquaticas (ASP), um programa especifico dedicado a energias renovaveis, incluindo biodiesel
a partir de microalgas, que durou de 1978 a 1996. Um dos principais objetivos deste programa
era estudar a bioquimica e fisiologia da producéo de lipideos em microalgas oleaginosas.
Entre 1987 e 1990, um teste ao ar livre foi realizado em 2 tanques de 1.000 m? em Roswell,
no México. Ao fim dos testes, foi concluido que a producdo era de fato factivel, mas que
ainda seriam necessarios estudos para se chegar a um alto nivel de produtividade. Contudo,
em 1995 o Departamento de Energia dos Estados Unidos diminuiu a verba alocada para tais
projetos, e 0 mesmo acabou sendo descontinuado. A recente volatilidade no preco do petroleo
e as expectativas de aumento de preco do petréleo no futuro, aliadas a necessidade de reducéo
de emissdo de poluentes, incentivaram um novo interesse na producdo de biodiesel usando

microalgas (Mata, Martins et al., 2010).

Por um lado, uma das maiores desvantagens do uso de microalgas para producéo de
biodiesel € a baixa concentracdo de massa no cultivo devido a dificuldade de penetracdo da
luz que, combinado com o pequeno tamanho das células das algas, faz com que a extracdo da
biomassa da alga seja relativamente cara. Os grandes investimentos iniciais e a necessidade de
cuidado intensivo fazem com que a fazenda de microalgas, se comparada com uma fazenda
convencional, seja muito mais cara, 0 que ainda impede a implementacdo comercial dos

cultivos atualmente.

Por outro lado, em funcdo de seu rapido crescimento, alto rendimento, de poder ser
cultivadas em regides aridas e sem grande valor comercial (Chisti, 2007), além de consumir
menos dgua em seu cultivo (Demirbas, 2011), as microalgas tornam-se a Unica matéria prima
viavel para total substituicdo total de combustiveis fosseis por biodiesel. Por exemplo, para
substituir todo o combustivel féssil utilizado para transporte nos Estados Unidos, seriam
necesséarios 530 milhdes de m® de biodiesel anualmente, levando-se em conta a atual
demanda. Oleaginosas, gordura animal, e 6leo de cozinha usado ndo poderiam realisticamente

satisfazer esta demanda. Para substituir apenas metade dos 530 milhdes de m® ja seriam

12



necessarias areas de cultivo insustentaveis e invidveis do ponto de vista econdmico, como

pode ser observado na Tabela 5.

Tabela 5: Comparacéo de algumas fontes de biodiesel.

Matéria prima  Rendimento de 6leo  Area necessaria (M ha) ® % da terra cultivavel dos

(L/ha) EUA?

Milho 172 1540 846
Soja 446 594 326
Canola 1190 223 122
Coco 2689 99 54

Oleo de Dendé 5950 45 24

Microalga ° 136,9 2 1,1
Microalga © 58,7 4,5 2,5

& Para producdo de 50 % de todo o combustivel fossil utilizado para transporte nos Estados
Unidos.

70 % de 6leo em biomassa.
©30 % de 6leo em biomassa.

Fonte: (Chisti, 2007).

Se 0 bleo de dendé fosse utilizado para producéo total de biodiesel, 24% das terras
cultivaveis dos Estados Unidos teriam que ser dedicadas exclusivamente para o plantio do
dendé para substituir somente metade do total de combustiveis utilizados hoje para transporte
nos Estados Unidos. Obviamente, as oleaginosas podem contribuir significativamente para
substituicdo gradual de petréleo como matéria prima para os combustiveis, mas ndo de
maneira total. Este cendrio muda totalmente quando se considera microalgas como outra fonte
de biomassa. Em comparacdo com o 6leo de dendé, microalgas ocupariam somente de 1 a 3%
das terras cultivaveis americanas para produzir os mesmos 50 % do combustivel utilizado
para transporte no pais (Chisti, 2007). A Tabela 6 evidencia as vantagens e desvantagens do

cultivo de microalgas para producédo de biodiesel em comparacdo com cultivos de fazenda.

As microalgas para producdo de biodiesel poderiam usar parte do CO, proveniente de
plantas industriais. Deste ponto de vista, microalgas podem ser vistas como simples
sequestradoras de CO, para serem usadas no controle das emissdes de gases de efeito estufa.
Assim, o potencial de contribuicdo das microalgas na producdo em larga escala de biodiesel

fica evidente (Converti, Casazza et al., 2009).
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Tabela 6: Vantagens e desvantagens do uso de microalgas para producdo de biodiesel.

Vantagens Desvantagens
Alta taxa de crescimento Baixa concentracdo de biomassa
Menor demanda por gua Maiores investimentos de capital

Alta eficiéncia na absorcdo de
CO;

Cultivo de maior custo beneficio

Fonte: (Demirbas, 2011)

Todos os processos de produgdo de biodiesel a partir de microalgas incluem uma
unidade de producdo onde as células crescem, seguidas de uma separacdo das células do
substrato e subsequente extracdo de lipideos. Entdo, o biodiesel € produzido de forma
semelhante aos processos existentes e tecnologias utilizadas para producédo a partir de outras
matérias primas (Mata, Martins et al., 2010): o biodiesel é produzido a partir de 6leo vegetal e
gordura animal, os quais consistem em triglicerideos, sendo estes compostos de 3 cadeias de
acidos graxos unidos por uma molécula de glicerol. O processo de biodiesel substitui o
glicerol por metanol, formando ésteres metilicos de acidos graxos, o chamado biodiesel. O
subproduto glicerol pode ser separado do biodiesel por processos de separagédo de fases. Este
processo é chamado transesterificacdo, que substitui o metanol por glicerol em uma reacao
quimica, usando um é&cido/alcalino como catalisador (Koh e Ghazoul, 2008). A Figura 3
mostra as reacdes envolvidas no processo de esterificacdo, onde R1, R2, e R3 representam
hidrocarbonetos de cadeias longas, como acidos graxos (Mata, Martins et al., 2010).
Recentemente, estdo sendo estudados outros mecanismos alternativos a transesterificacéo,
como por exemplo, craqueamento térmico (ou pirolise), que envolve a decomposicao térmica
ou clivagem dos triglicerideos e outros compostos organicos presentes na matéria prima em
moléculas mais simples, como alcanos, alquenos, aromaticos, acidos carboxilicos, entre
outros. A Figura 4 mostra uma representacdo dos estagios da cadeia de producdo de biodiesel
a partir de microalgas, da selecdo das microalgas, até a extracdo de 6leo (Mata, Martins et al.,
2010).
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Figura 3: Reacgdo de transesterificacdo (Mata, Martins et al., 2010)
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Figura 4: Estagios da cadeia de producéo de biodiesel a partir de microalgas (Mata, Martins et al., 2010).
2.2 Fotobiorreatores

Atualmente, muitas pesquisas estdo sendo direcionadas ao estudo da unidade de

cultivo das algas. Em muitos casos, esta unidade representa um elemento chave para se
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determinar a viabilidade econémica do processo. Enquanto no passado microalgas eram
geralmente cultivadas em aguas naturais (lagos, lagoas, entre outros) ou tanques abertos,
atualmente esta cada vez mais em evidéncia o cultivo em fotobiorreatores (FBR) fechados. Os
sistemas abertos, geralmente sdo localizados em &reas externas, e dependem da iluminacéo
natural. Apesar de serem sistemas de baixo custo de instalagéo e operacéo, sistemas abertos
enfrentam muitos problemas: a cultura ndo é estéril, assim, pode sofrer ataques de
contaminantes que podem competir com o crescimento das algas, além disto, predadores
como rotiferos, podem dizimar a cultura, e o clima pode causar variacdes bruscas na
iluminacdo e dificuldade no controle de nutrientes e CO,. Fotobiorreatores fechados, por
outro lado, séo utilizados para culturas esterilizadas de microalgas. Uma comparagdo entre
sistemas abertos e fechados esta apresentada na Tabela 7.

Tabela 7: Comparacéo entre sistemas abertos e fechados para microalgas.

Sistemas abertos  Sistemas fechados

Risco de contaminagéo Alto Baixo
Perdas de CO, Alto Baixo
Perdas em evaporagéo Alto Baixo
Eficiencia em uso de luz Pobre Excelente
Relagdo area/volume Baixo Alto
Area requerida Alto Baixo
Controle do processo Dificil Facil
Produtividade da biomassa  Baixo Alto
Custos de investimento Baixo Alto
Custos de operacao Baixo Alto
Custos de colheita Alto Relativamente baixo
Scale up Facil Dificil

Fonte: (Xu, Weathers et al., 2009)

Fotobiorreatores sdo sistemas flexiveis que podem ser otimizados de acordo com as
caracteristicas fisiologicas e biolégicas das microalgas do cultivo, o que permite o cultivo de
qualquer espécie em qualquer localidade. Dependendo das condi¢bes locais e materiais
disponiveis, é possivel construir sistemas de cultivo diferentes que variam de tamanho, forma,
materiais de construcdo, inclinacdo, agitacdo, o que influenciara seu desempenho, custo e

durabilidade. Alguns fatores que contribuem para a baixa produtividade em fotobiorreatores
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ndo adequados sdo o acumulo de O, que inibe o crescimento, consumo de biomassa pela
respiracdo em zonas escuras do FBR, mistura insuficiente entre o diéxido de carbono e os

nutrientes, e fotoinibigdo em zonas intensamente iluminadas (Degen, Uebele et al., 2001).

Em FBRs, o0 contato entre as células de cultivo e gases e/ou contaminantes € limitado,
ou inexistente (Mata, Martins et al., 2010). Fotobiorreatores tém sido utilizados de maneira
eficiente para produzir grandes quantidades de biomassa a partir de microalgas, e 0s seus
diferentes projetos incluem tubo horizontal ou serpentina, placa plana, coluna de bolhas,
coluna airlift, entre outros (Xu, Weathers et al., 2009).

2.2.1 Reatores tubulares

Fotobiorreatores totalmente fechados sdo bastante atrativos para cultivos axénicos em
larga escala, e é um dos designs mais utilizados em sistemas ao ar livre. FBRs tubulares
consistem em um conjunto de tubos transparentes dispostos de maneira reta, enrolada ou em
loop. As microalgas circulam através dos tubos atraves de bombeamento ou tecnologia airlift.
O uso de dispositivos airlift apresenta algumas vantagens. Permite trocas de CO, e 0 O, entre
0 meio liquido e o gas de aeracdo, minimiza os riscos de danos celulares associados ao
bombeamento mecanico, e a circulacdo é obtida sem partes mdveis nos FBRs (Xu, Weathers
et al., 2009).

Um fotobiorreator tubular com sistema airlift € mostrado na Figura 5. A coluna airlift
faz o cultivo circular através do coletor solar onde a maior parte da fotossintese ocorre. O
oxigénio produzido fotossinteticamente se acumula no caldo até que o fluido retorne a zona
do airlift onde este oxigénio acumulado é despojado no ar. Uma coluna separadora gas-
liguido na parte superior da coluna airlift evita a recirculacdo de bolhas de gas no coletor
solar. O coletor solar em loop é projetado para coletar de maneira eficiente a luz solar,
minimizar a resisténcia a vazao e ocupar menor espaco possivel (Molina, Fernandez et al.,
2001). O diametro dos tubos € limitado (geralmente 0,1 m). O aumento excessivo no diametro
dos tubos leva a uma diminuicdo na relacdo superficie/volume, e esse fator tem grande
impacto no cultivo. Ao crescer e aumentar em densidade, as algas tendem a sombrear umas as
outras e isso resulta numa reducdo na relacdo biomassa/unidade de luz incidente (Xu,
Weathers et al., 2009).
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Figura 5: Fotobiorreator tubular com sistema airlift (Molina, Fernandez et al., 2001).

Por outro lado, o comprimento do tubo pode ser utilizado como fator de ampliacdo de
escala para reatores tubulares. Como mencionado anteriormente, um aumento no didmetro
ndo é desejavel, entretanto, tambem existem limitacdes no aumento do comprimento dos
tubos. Tubos muito longos permitem que o O, produzido na fotossintese acumule excedendo
a saturacdo do ar, o que pode inibir a realizacdo da fotossintese. Concentracdes de O, acima
de 35 mg.L™ também mostram-se tdxicas para a maior parte das microalgas (Xu, Weathers et
al., 2009). Recentemente, sistemas tubulares para producdo de altas concentracGes de
biomassa se tornaram comerciais, mas eles apresentam um investimento inicial bastante alto
(Zhang, Zmora et al., 2001).

2.2.2 Reatores de placa plana

Os FBRs de placa plana tém o design mais robusto. Embora venham sendo largamente
utilizado ao longo dos Gltimos anos, recentes estudos de caracterizacdo destes reatores tém
trazido resultados positivos (Posten, 2009). Comparados a fotobiorreatores tubulares, os FBRs
de placa plana apresentam algumas vantagens no que diz respeito ao seu tamanho. Suas placas

estreitas podem ocupar menos espago e a espessura das paredes pode ser menor do que as
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paredes de um FBR tubular. Ha entrada de ar via tubo perfurado no fundo do reator. As placas

tém a vantagem de poder ser dispostas tanto horizontalmente como verticalmente.

Fotobiorreatores de placa plana sédo usados para producdo de biomassa de microalgas
tanto em sistemas ao ar livre como em sistemas indoor, pois apresenta vantagens incluindo
alta éarea superficial de iluminagdo, baixo acumulo de O, dissolvido, e facilidade de

escalonamento (Xu, Weathers et al., 2009).

A Figura 6 representa um modelo possivel de fotobiorreator de placa plana.

- Frente Perfil

N |
? » "“‘:. -—
,ﬂ.r+:t]2? f 4 ?,: t:o! ? Ar+c€02

= =Mixer Estatico @ =Bolha de ar
f j =Corrente de liquido, loop » = Alga
Figura 6: Fotobiorreator airlift de placa plana (Degen, Uebele et al., 2001).

O controle da temperatura pode ser um problema neste tipo de reator. Geralmente sao
usados sistemas de aspercdo para refrigeracdo através da evaporacdo. Estudos mais recentes
apontam trocadores de calor no interior do FBR como uma alternativa viavel (Sierra, Acien et
al., 2008).

2.2.3 Fotobiorreatores airlift e Coluna de Bolhas

Fotobiorreatores airlift e coluna de bolhas séo dispositivos simples que sdo geralmente

utilizados em bioprocessos, tratamento de efluentes liquidos e industria de processos
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quimicos. Estes FBRs de coluna vertical sdo compactos, de baixo custo e de facil operacéo.
Estes reatores providos de agitacdo pneumatica atendem ao requisito de coeficiente de
transferéncia de massa de 0.006 s e velocidade de circulacio de liquido em uma demanda de
energia relativamente baixa para cultivos de microalgas (Xu, Weathers et al., 2009).

FBRs airlift sdo compostos de quatro zonas distintas, e cada uma tem seu padrdo de
vazdo. A primeira zona é denominada riser, pois a dispersdo gas-liquido viaja para cima em
contracorrente. O liquido que deixa o topo do riser entra numa zona de retirada do gas,
chamada de separador gas-liquido, onde, dependendo do design especifico do FBR, parte ou
todo o gas disperso é removido. O liquido sem gas (ou com uma pequena fracdo de gas),
entdo flui dentro da terceira zona, 0 downcomer e viaja até a base do equipamento através da

quarta e Ultima zona, a base, onde ele entra novamente no riser (Znad, Bales et al., 2004).

Fazendo-se uma comparagdo entre o sistema airlift e o sistema coluna de bolhas,
observa-se que o sistema airlift produz padrbes de fluxo, que leva as céelulas da parte mais
escura do FBR (riser) para a zona mais clara (downcomer). Sendo assim, as células na coluna
de bolhas podem residir em alta ou baixa intensidade de luz por um longo tempo sem
circulacdo, ocorrendo uma decantacdo das células. Considerando-se uma alta taxa de
transferéncia de massa e baixos custos em energia, alguns FBRs coluna de bolhas séo
equipados com uma membrana difusora de borracha que aumentam a transferéncia de massa
dos gases, fornecendo CO; e removendo O,. O tamanho das bolhas, entretanto, é fator

limitante para minimizar o dano as células de microalgas (Xu, Weathers et al., 2009).
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3. Materiais e Métodos

3.1 Fotobiorreatores

Para realizacdo deste trabalho, foram utilizados seis fotobiorreatores de placa do tipo
airlift com loop externo feitos de acrilico, providos de camisa interna de aquecimento ou
resfriamento conectadas a banhos térmicos, o que manteve a temperatura dos reatores em 28
°C durante todo o experimento. Esta temperatura 6tima ja havia sido definida em trabalhos
anteriores do grupo de pesquisa (Fré, 2011). Os reatores possuem um volume Util de 2,2 L,
sendo as dimensdes do mesmo: altura, 45 cm; largura, 10,8 cm; profundidade, 8 cm. A Erro!

Fonte de referéncia ndo encontrada. representa os FBRs utilizados.

Entrada de
Ar N\

. Separador gas liquido

- Riser
+- Downcomer

- Trocador de calor
internoc

Bottom/Base

Vista 3D

Figura 7: Representagdo dos fotobiorreatores utilizados no desenvolvimento deste trabalho.

Para realizar a assepsia dos reatores, 0s mesmos foram preenchidos com agua e uma
solucdo comercial de hipoclorito de sodio (2,5%). Apds 15 minutos foram adicionados 2,5
mL de uma solucdo de tiossulfato de sédio 250 g.L™ para realizar a neutralizacio do cloro.
Ap0s alguns minutos, esta solucdo foi descartada e os reatores preenchidos com o 2 L meio de

cultivo estéril.

Os fotobiorreatores foram aerados com vazéo de 0,5 L.min™ de ar comprimido filtrado

com membrana de 0,22 pm Midisart*2000 da Sartorius Stedim Biotech, controlada por
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rotdmetro. Foram utilizadas duas pedras porosas conectadas as mangueiras de aeracao para

distribuicdo uniforme da vazéo de ar no reator.

Os seis fotobiorreatores foram iluminados continuamente por um painel de lampadas
eletronicas a 18,0 klx, iluminacdo 6tima definida em experimentos anteriores do grupo de
pesquisa (Redaelli, Kochem et al., 2011).

3.2 Condicoes de cultivo

As espécies de algas testadas foram a Chlorella sp e a Dunaliella tertiolecta. O meio
de cultivo utilizado nos reatores foi 0 meio Guillard - “f/2” (Lourenco, 2006) modificado o
qual utiliza 4gua do mar artificial contendo por litro: 34 g de sal marinho (Red Sea), 30 mg de
silicato de sddio, 1 mL de solugédo de metais-traco, 1 mL de solucéo de vitaminas e 1 mL de
solucdo-tamp&o de pH. A solucéo de metais-traco contém: 9,8 mg.L™ de CuS0..5H:0 (sulfato
de cobre pentahidratado), 22 mg.L™ de ZnS0..7H.O (sulfato de zinco heptahidratado), 1
mg.L™ de CoCl.6H.0 (cloreto de cobalto hexahidratado), 180 mg.L* de MnCl.4H:O
(cloreto de manganés tetrahidratado), 6,3 mg.L™ de Na:MoO:.2H:0 (molibdato de sodio
dihidratado), 4,36 g.L™" de Na,EDTA (sal bi-sédico de acido etilenodiaminotetracético) e 3,15
g.L™" de FeCL.6H:0 (cloreto férrico hexahidratado). A solucdo de vitaminas contém: 100
mg.L™ de tiamina, 0,5 mg.L™ de cianocobolamina e 0,5 mg.L™ de biotina. A solugdo tamp&o
de pH mantém o pH entre 6 e 7 e foi feita com 50 g de TRIS, aproximadamente 30 mL de
acido e agua destilada, sendo o volume total da solucdo de 200 mL. Para a especie D.
tertiolecta ainda foi adicionado um suplemento de 17,5 g.L™ de NaCl (cloreto de s6dio), pois,
conforme ja havia sido definido em experimentos anteriores do grupo, a espécie apresenta
melhor crescimentos em ambientes com altas concentra¢@es salinas. O meio de cultivo foi
esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 minutos. A solucéo de vitaminas foi esterilizada por

microfiltracdo e adicionada apds o resfriamento do meio de cultivo.

Além disto, em razdo do objetivo do experimento, testar as diferentes fontes de
nitrogénio no cultivo, foi fixado o nimero de mols de nitrogénio em 0,05 mol.L™ para todos
os reatores, baseando-se na literatura que indica que meios suplementados com esta
quantidade de mols de nitrogénio tendem a ter maior crescimento de biomassa, chegando a até
5 g.L" de biomassa (Degen, Uebele et al., 2001), enquanto que em cultivos no meio padrédo
f/2 Guillard, atinge-se geralmente em torno de 0,35 g.L™ de biomassa. Assim foram definidas
as quantidades de cada nitrato nos reatores.
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A escolha dos diferentes nitratos deu-se a partir da revisdo de literatura. Nos artigos
pesquisados, alguns autores utilizaram suplementacdo com nitrato de potassio (KNO3)
(Degen, Uebele et al., 2001; Zhang, Zmora et al., 2001), outros, nitrato de sédio (NaNO3)
(Dayananda, Sarada et al., 2007). A tentativa de utilizar nitrato de amonio (NH4;NO3) veio a
partir da ideia de se utilizar microalgas no tratamento de efluentes. Como muitos efluentes
apresentam amonio entre seus contaminantes, foi testado se as microalgas poderiam crescer

em um meio contaminado com 0 mesmo.

Os reatores foram numerados de 1 a 6, sendo que nos reatores 1 e 2 foi adicionado 2
g.L™ de nitrato de amdnio (NH;NOs), nos reatores 3 e 4 foi adicionado 4,25 g.L™ de nitrato de
s6dio (NaNOs) e nos reatores 5 e 6 foi adicionado 5,05 g.L™" de nitrato de potéassio (KNOs).

Assim, o teste foi realizado em duplicata.

Para inocular cada reator, 10 mL de algas foram retirados do banco de algas e
inoculados em 100 mL de meio de cultivo estéril em frasco conico de 500 mL, os quais foram
colocados em incubadora com agitacdo orbital de 90 rpm, na temperatura de 28 °C, com
iluminagdo constante por lampadas eletronicas totalizando a 7,5 kix. Apos sete dias, foram
adicionados mais 100 mL de meio de cultivo estéril. Apos mais uma semana, 0s pré-indculos
foram considerados prontos para o experimento. Assim, apds introducdo de 2L de meio de

cultivo estéril de Guillard — “f/2” em cada reator, foram adicionados o pré-indculos.

3.3 Acompanhamento do crescimento

A temperatura dos reatores foi monitorada diariamente atraves de termdémetros o0s
quais foram introduzidos no meio de cultivo. A intensidade luminosa foi monitorada através
de luximetro digital MS6610 da Akso. O pH foi monitorado através de fita indicadora de pH

Merck. O tempo total de cultivo foi de aproximadamente 96 horas.

O crescimento das algas foi monitorado através da medida de densidade oOtica da
cultura a 570 nm medida em espectrofotdometro Amersham Biosciences modelo Ultrospec
3100 pro e relacionada com biomassa (X) por medida de peso-seco. Pequenas aliquotas de
aproximadamente 2 mL eram retiradas dos reatores duas vezes ao dia, totalizando 10 medidas
de densidade Otica para cada reator. A curva padrdo, da biomassa relacionada com a
densidade dtica para a D.tertiolecta ja havia sido realizada em experimentos anteriores do

grupo e apresentou comportamento:
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X(gxLY)=05773 X ODsyonm R?=0,9976

A curva para a Chlorella sp foi realizada durante este experimento e apresentou

comportamento:
X(gxL™)=0697 X ODs7pnm R*=0,9839

Durante o cultivo também foram retiradas amostras para analise de pigmentos
(carotenoides) para a espécie Chlorella sp. Amostras de 1 mL foram retiradas em pipeta
LABMATE soft HTL Lab Solutions de 1 mL, colocadas em eppendorfs de 2 mL e
centrifugadas em centrifuga MSE microcentaur Sanyo. Assim, o sobrenadante foi separado
dos pigmentos, e as amostras congeladas. Para a analise de pigmentos, as amostras foram
descongeladas, e 2 ml de acetona 90% foram adicionados as amostras, posteriormente, as
amostras foram submetidas a um vortex. Os frascos com amostra e acetona foram colocados
em local escuro a temperatura de 4 °C por 12 horas. Apés transcorrido este tempo, as
amostras foram centrifugadas e, em cubetas de vidro, foram lidas absorbancias (OD) nos
comprimentos de onda de 750, 510 e 480 nm. As absorbancias foram relacionadas a

quantidade de carotenoides através da seguinte equacdo (Lourenco, 2006):
C =7,6X0Dygonm — 3 X O0Dss0nm — 1,49 X ODs1onm — 2 X ODs50nm

Depois de coletados os resultados de biomassa e carotenoides, foi feita uma analise
estatistica de variancia, e posteriormente teste de Tukey para validacdo dos resultados. Para
tais analises, foi utilizado o software STATISTICA versdo 10.0 da StatSoft inc.

24



4. Resultados e Discussao
4.1 Cultivo Chlorella sp

As curvas de crescimento em biomassa e de biomassa final da Chlorella sp sob
diferentes fontes de nitrato estdo representadas na Figura 8 e na Figura 9, respectivamente.
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Figura 8: Curva de crescimento de biomassa versus tempo para a Chlorella sp.
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Figura 9: Biomassa total acumulada para a Chlorella sp.

Através da curva de crescimento foi possivel observar que as algas cultivadas com

nitrato de sodio apresentaram melhor crescimento em todo o experimento, além de terem
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apresentado maior biomassa final. Porém, através da Figura 10, foi possivel observar que 0s
reatores 5 e 6, os quais foram suplementados com nitrato de potassio, apresentaram
decantagdo nas paredes internas do reator, e principalmente na parede externa da camisa
interna do reator. Foram realizadas tentativas de homogeneizar o contetdo do reator, mas sem
sucesso. Esta decantacdo provavelmente influenciou os resultados de densidade Otica das

amostras, 0 que interfere nos resultados de crescimento de biomassa.

Figura 10: Reatores 5 e 6 no ultimo dia de cultivo da Chlorella sp.

Os reatores 1 e 2, com nitrato de amonio, apresentaram muita formacéo de espuma no
topo do reator, como é possivel observar através da Figura 11. Esta espuma concentrou um
pouco de biomassa, 0 que pode também ter influenciado na coleta das amostras e, portanto,

nos resultados finais.
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Figura 11: Reatores 1 e 2 no ultimo dia de cultivo da Chlorella sp.

Para validar os resultados obtidos, foi realizado um teste estatistico de analise de
variancia para os resultados de biomassa final obtida. Esta analise mostrou que existe
diferenca significativa entre os resultados finais de biomassa (p=0,016), posteriormente foi
realizado o teste de Tukey a fim de estabelecer qual dos trés sais se diferenciava. Este
segundo teste mostrou que os reatores com suplementacdo com nitrato de sddio apresentaram
realmente maiores crescimentos, enquanto que 0s reatores com nitrato de amonio e potassio

ndo apresentaram diferenca significativa entre si.
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4.2 Cultivo Dunaliella tertiolecta

A curva de crescimento em biomassa e de biomassa final da D. tertiolecta sob

diferentes fontes de nitrato estdo representadas na Figura 12 e na Figura 13, respectivamente:
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Figura 12: Curva de crescimento de biomassa versus tempo para a D. tertiolecta.
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Figura 13: Biomassa total acumulada para a D. tertiolecta.
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Pode-se observar que as microalgas que foram cultivadas com nitrato de sddio
apresentaram uma maior biomassa final, tendo nas horas finais de cultivo um salto
significativo no seu crescimento. Durante a maior parte do cultivo, porém, todos os reatores

apresentaram crescimento semelhante.

Apos realizacdo de analise estatistica de variancia, foi constatado que ndo ha diferenca
significativa entre os resultados de biomassa final dos trés sais (p=0,41). Acredita-se que esta
semelhanca nos resultados deve-se a suplementacéo adicional de sal que foi realizada para a
D. tertiolecta. A diferenca nos trés sais estd principalmente em como eles afetam a pressdo
osmética do sistema. Como neste meio j& havia uma grande quantidade de sal, pode ser que,
como a pressdao osmotica do meio ja era bastante alta, os sais de nitrato ndo influenciaram

neste valor, por isto os resultados nédo diferiram entre si.

4.3 Pigmentos na Chlorella sp

O acumulo de carotenoides e os carotenoides totais obtidos no cultivo das microalgas da

espécie Chlorella sp estdo representados na Figura 14 e na Figura 15, respectivamente.
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Figura 14: Curva de acimulo de carotenoides no cultivo da Chlorella sp.
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Figura 15: Carotenoides totais para o cultivo da Chlorella sp.

Apos a realizacdo de analise estatistica de variancia, comprovou-se que 0s trés nitratos
sdo diferentes entre si (p=0,014). Posteriormente, foi realizado o teste estatistico de Tukey e
comprovou-se que o cultivo suplementado com nitrato de s6dio apresentou maior acimulo de
carotenoides que os demais nitratos, de potassio e de amdnio, que apresentaram resultados
iguais entre si. Isto se deve principalmente ao maior crescimento de biomassa obtido no

cultivo suplementado com nitrato de sodio para a Chlorella sp.

A Chlorella sp é uma espéecie de microalga que geralmente ndo acumula grande
quantidade de carotenoides. Caracteriza-se por ser uma espécie que acumula mais clorofilas.

Dentre os carotenoides existentes, pode-se considerar a Chlorella sp rica em luteina.
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5. Conclusdes

A partir da revisdo bibliografica e do teste de trés sais de nitrato como fontes de

suplementacdo de nitrogénio, sendo eles o nitrato de aménio, o nitrato de sédio e o nitrato de

potassio, realizados neste trabalho, foi possivel chegar as seguintes conclusées:

Para a espécie Chlorella sp, houve diferenciagdo entre os trés sais de nitrato, sendo
que o nitrato de sodio apresentou maior crescimento de biomassa que os demais
sais, e 0 nitrato de potassio e o nitrato de amdnio apresentaram resultados de

crescimento iguais entre si.

Para a espécie Dunaliella tertiolecta ndo foi possivel observar diferenga no

crescimento de biomassa entre o trés cultivos com os diferentes sais.

Quanto ao acumulo de carotenoides, para a espécie Chlorella sp, houve maior
acumulo no cultivo suplementado com nitrato de sddio, que apresentou resultado
significativamente diferente dos outros sais, sendo que os outros dois, nitrato de
amonio e nitrato de potassio apresentaram resultados de acumulo de pigmentos

semelhantes entre si.
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6. Trabalhos Futuros

Para trabalhos futuros, recomenda-se 0 uso, durante o cultivo, de um antiespumante,
visando a reducdo da formacdo de espuma nos reatores, 0 que pode concentrar biomassa e
mascarar os resultados obtidos através da retirada de amostras. Como as amostras liquidas séo
retiradas com pipeta Pasteur, a biomassa que se concentra na espuma nao é levada em

consideragéo, e isso pode causar erros nos resultados.

No cultivo de microalgas com suplementacéo de nitrogénio, notou-se que mesmo apos
as habituais 96 horas de cultivo, continuava ocorrendo um crescimento de biomassa nos
reatores. Assim, recomenda-se realizar cultivos mais longos, a fim de concentrar maior

quantidade de biomassa.

Além disso, sabe-se que nitrogénio em altas concentragfes no meio inibe a formacéo
de lipideos e carotenoides nas celulas das microalgas, entdo seria interessante realizar o
cultivo em duas etapas, o chamado cultivo extensivo. A etapa de crescimento, utilizando uma
suplementacdo de sais de nitrogénio, e uma etapa de acumulo de produtos de interesse, que se
daria durante a fase de crescimento estacionario. Nesta etapa seria fornecida uma quantidade
limitada de nitrogénio (minima para 0 crescimento), pois nestes ambientes de concentracao

limitada de nitrogénio ha maior acumulo de produtos de alto valor agregado.

32



7. Referéncias Bibliograficas

CHISTI, Y. Biodiesel from microalgae. Biotechnology Advances, v. 25, n. 3, p. 294-306,
May-Jun 2007. ISSN 0734-9750. Disponivel em: < <Go to ISI>://W0S:000246134500007 >.

CONVERTI, A. et al. Effect of temperature and nitrogen concentration on the growth and
lipid content of Nannochloropsis oculata and Chlorella vulgaris for biodiesel production.
Chemical Engineering and Processing, v. 48, n. 6, p. 1146-1151, Jun 2009. ISSN 0255-
2701. Disponivel em: < <Go to ISI>://W0S:000274371800008 >.

DAYANANDA, C. et al. Autotrophic cultivation of Botryococcus braunii for the production
of hydrocarbons and exopolysaccharides in various media. Biomass & Bioenergy, v. 31, n. 1,
p. 87-93, Jan 2007. ISSN 0961-9534. Disponivel em: < <Go to
IS1>://W0S:000243709700010 >.

DEGEN, J. et al. A novel airlift photobioreactor with baffles for improved light utilization
through the flashing light effect. Journal of Biotechnology, v. 92, n. 2, p. 89-94, Dec 28
2001. ISSN 0168-1656. Disponivel em: < <Go to ISI>://W0S:000173186800003 >.

DEMIRBAS, M. F. Biofuels from algae for sustainable development. Applied Energy, v. 88,
n. 10, p. 3473-3480, Oct 2011. ISSN 0306-2619. Disponivel em: < <Go to
IS1>://W0S:000292808400029 >.

DERNER, R. B. et al. Microalgas, produtos e aplicacdes. Ciéncia Rural. 36 2006.

FRE, N. C. D. K., LUCE HELENA DIERINGS, TOBIAS ROMAN, GESSICA MARCHESI
RECH, ROSANE MARCILIO, NILSON ROMEU. Influéncia da temperatura e salinidade
no cultivo da microalga Dunaliella tertiolecta em fotobiorreator airlift 2011.

GUERIN, M.; HUNTLEY, M. E.; OLAIZOLA, M. Haematococcus astaxanthin: applications
for human health and nutrition. Trends in Biotechnology, v. 21, n. 5, p. 210-216, May 2003.
ISSN 0167-7799. Disponivel em: < <Go to I1SI>://W0S:000183116600008 >.

KOH, L. P.; GHAZOUL, J. Biofuels, biodiversity, and people: Understanding the conflicts
and finding opportunities. Biological Conservation, v. 141, n. 10, p. 2450-2460, Oct 2008.
ISSN 0006-3207. Disponivel em: < <Go to I1SI>://W0S:000260568300003 >.

LOURENCO, S. O. Cultivo de Microalgas Marinhas: Principios e Aplicacdes. Séo
Carlos, SP: RiMa, 2006.

MATA, T. M.; MARTINS, A. A.; CAETANO, N. S. Microalgae for biodiesel production and
other applications: A review. Renewable & Sustainable Energy Reviews, v. 14, n. 1, p. 217-
232, Jan 2010. ISSN 1364-0321. Disponivel em: < <Go to I1SI>://W0S:000271279100012 >.

MEINERZ, L. I. Influéncia da temperatura, salinidade e nutrientes dissolvidos (N e P) no
cultivo de microalgas de agua estuarina e costeira. 2007.

MOLINA, E. et al. Tubular photobioreactor design for algal cultures. Journal of
Biotechnology, v. 92, n. 2, p. 113-131, Dec 28 2001. ISSN 0168-1656. Disponivel em: < <Go
to 1S1>://WOS:000173186800006 >.

33



PHUKAN, M. M. et al. Microalgae Chlorella as a potential bio-energy feedstock. Applied
Energy, v. 88, n. 10, p. 3307-3312, Oct 2011. ISSN 0306-2619. Disponivel em: < <Go to
ISI>://WOS:000292808400007 >.

POSTEN, C. Design principles of photo-bioreactors for cultivation of microalgae.
Engineering in Life Sciences, v. 9, n. 3, p. 165-177, Jun 2009. ISSN 1618-0240. Disponivel
em: < <Go to I1SI>://W0S:000268818500004 >.

REDAELLLI, C. et al. Influencia da intensidade da luz sobre a biofixa¢éo de carbono em
Chlorella minutissima 2011.

SIERRA, E. et al. Characterization of a flat plate photobioreactor for the production of
microalgae. Chemical Engineering Journal, v. 138, n. 1-3, p. 136-147, May 1 2008. ISSN
1385-8947. Disponivel em: < <Go to 1SI>://W0S:000255100300016 >.

VILCHEZ, C. et al. Marine Carotenoids: Biological Functions and Commercial Applications.
Marine Drugs, v. 9, n. 3, p. 319-333, Mar 2011. ISSN 1660-3397. Disponivel em: < <Go to
IS1>://W0S:000288892900003 >.

XU, L. et al. Microalgal bioreactors: Challenges and opportunities. Engineering in Life
Sciences. 9 20009.

ZENG, X. et al. Microalgae bioengineering: From CO2 fixation to biofuel production.
Renewable & Sustainable Energy Reviews, v. 15, n. 6, p. 3252-3260, AUG 2011 2011.
ISSN 1364-0321.

ZHANG, C. W. et al. An industrial-size flat plate glass reactor for mass production of
Nannochloropsis sp (Eustigmatophyceae). Aquaculture, v. 195, n. 1-2, p. 35-49, Apr 2 2001.
ISSN 0044-8486. Disponivel em: < <Go to I1SI>://W0S:000167571600004 >.

ZNAD, H.; BALES, V.; KAWASE, Y. Modeling and scale up of airlift bioreactor.

Computers & Chemical Engineering, v. 28, n. 12, p. 2765-2777, NOV 15 2004 2004. ISSN
0098-1354.

34



