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Resumo 1X

Resumo

A busca por uma maior sustentabilidade tem levado a uma mudanca em direcdo a utilizacdo de
fontes renovdveis para geragdo de energia em detrimento do uso de combustiveis fdsseis,
visandoa uma modificagdo na matriz energética global. A utilizacdo da biomassa de microalgas
para producdo de biocombustiveis vem sendo vista como uma alternativa promissora, uma vez
que o seu cultivo proporciona produtividades em carboidratos e lipidios superiores as matérias-
primas vegetais convencionalmente utilizadas na obtenc¢do de etanol e biodiesel. Neste contexto,
o objetivo da presente dissertacdo de mestrado foi avaliar a producdo de biomassa da microalga
cloroficea Chlorella vulgaris em fotobiorreator de placa plana em diferentes condi¢des de fluxo
luminoso, concentragdo de CO, na alimenta¢do gasosa e concentragdo de NaNOs no meio de
cultivo, visando o acimulo de carboidratos para obtencdo de bioetanol de terceira geracdo.As
influéncias das varidveis nutricionais e de processo sobre a eficiéncia fotossintética das
microalgas também foram estimadas para determinacdo do estado fisiologico das culturas. A
produtividade média de biomassa e a concentracio mdaxima final das microalgas foram
significativamente afetadas pela incidéncia de radiacdo luminosa e pela suplementacao de CO,
gasoso, obtendo-se maiores produtividades de carboidratos em cultivos com alto fluxo luminoso
e concentracdes de CO; intermedidrias (7,5%). Também foi observado o efeito positivo do
aumento do fotoperiodo sobre o crescimento das microalgas. Através de hidrélise dcida foi
possivel atingir concentracdes de até 2 g L' de acicares fermentesciveis no hidrolisado a partir
de biomassa de microalgas cultivadas em meio com baixo teor de nitrogénio. A fermentacao
etanodlica foi entdo conduzida com a levedura Dekkerabruxellensis capaz de converter diferentes

hexoses e pentoses em bioetanol, dada a presenca de ambos os tipos de actcares no hidrolisado.

Palavras-chave: microalgas, Chlorella vulgaris, fotobiorreator de placa plana, acimulo de
carboidratos, bioetanol







Abstract X

Abstract

The search for industrial processes with higher sustainability has led to a change towards the
utilization of renewable sources for energy generation in substitution of fossil fuels, aiming the
modification of the global energy matrix. The utilization of microalgal biomass for the
production of biofuels is viewed as a promising alternative, sinceits cultivation yields
carbohydrate and lipid productivities superior to those of conventional sources used in the
obtention of bioethanol and biodiesel. In this context, the goal of this master thesis was to
evaluate the biomass production of the chlorophycean microalga Chlorella vulgaris in a flat plate
photobioreactor under different conditions of light flux, CO, concentration in the gas feed and
NaNO; concentration in the culture medium, aiming carbohydrate accumulation for the
production of third generation bioethanol. The influences of both process and nutritional
variables on the photosynthetic efficiency of microalgae wereestimated for the determination of
the physiological condition of the cultures. The mean biomass productivity and the maximum
final microalgae concentration were significantly affected by the incidence of light radiation and
by the supplementation of gaseous CO,, the highest carbohydrate productivities being obtained in
cultivations with high light flux and intermediate CO, concentrations (7,5%). It was also
observed the positive effect of increasing the photoperiod over microalgae growth. Through acid
hydrolysis, it was possible to attain fermentable sugar concentration of up to 2 g L' from biomass
of microalgae cultivated in low-nitrogen medium. The ethanolic fermentation was then carried
out with the Dekkerabruxellensis yeast, capable of converting different hexoses and pentoses into

ethanol, due to the presence of both sugar types in the hydrolysate.

Keywords: microalgae, Chlorella vulgaris, flat plate photobioreactor, carbohydrate accumulation,

bioethanol
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FSI —fotossistema |

FSII —fotossistema II

GC - cromatografia gasosa

HPLC - cromatografia liquida de alta performance

LED - diodo emissor de luz

NADP - nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato

OD - O, dissolvido

pH- potencial hidrogenionico

ProAlcool— Programa Nacional do Alcool

RuBisCo-ribulose-bisfosfatocarboxilase/oxigenase

VVM -vazdo volumétrica gasosa por minuto dividida pelo volume de liquido (volume por
volume por minuto)

Varidveis matemdticas

C — concentragdo de biomassa no tempo t (células mL™" ou g LY

Cyi — concentracdo de biomassa no inicio da fase exponencial de crescimento (células mL™ ou g
Lh

Cr— concentracdo final de biomassa (g L

C; — concentrag¢do inicial de biomassa (g Lh

EF’(azul) — eficiéncia fotossintética (luz azul), valor operacional
EF’(vermelho) — eficiéncia fotossintética (luz vermelha), valor operacional
F,” — fluorescéncia instantanea da clorofilain vivo

F,,’ — fluorescéncia maxima da clorofila no estado adaptado a luz

P — produtividade média de biomassa (g L™ dia™)

t — tempo (h ou dia)

t, — tempo de geracdo (dia)

t; — tempo de inicio da fase exponencial de crescimento (h ou dia)
UL(total) — utilizag¢ao do fluxo luminoso total (ua)

Umax — velocidade especifica méxima de crescimento (dia'l)
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1.1  Introdugdo

Recentemente, tem-se vislumbrado uma mudanca em direcdo a utilizacdo de fontes
renovaveis para geracao de energia em detrimento do uso de combustiveis fosseis, indispensavel
em um cendrio de economia mundial baseada sobre o conceito de desenvolvimento sustentavel.
No que tange aos biocombustiveis de utilizagdo veicular, sua utilizacdo tem ganhado forca e
aceite mundial, em especial nos ultimos 30 anos. Os mais representativos desta classe — o
biodiesel, resultado do processamento de lipidios, e o bioetanol, origindrio da fermentacdo de
carboidratos — apresentam processos produtivos estabelecidos e contam com utilizagdo
obrigatdria em diversos paises (DEMIRBASet al., 2009). Em vista da necessidade de aumentar a
producdo global de tais biocombustiveis, tem-se cogitado o emprego de fontes de biomassa nao
convencionais, com produtividades de substratos (lipidios e carboidratos) muito superiores as de
culturas tradicionais. Uma das alternativas consideradas € a utilizacdo de biomassas aquaticas,
entre elas as de cianobactérias e de microalgas.

As microalgas sdo uma classe de micro-organismos unicelulares encontrados em
ambientes de dgua doce e salgada. Historicamente, a biomassa de microalgas foi largamente
utilizada para produ¢do de uma série de compostos interessantes para a indudstria e para consumo
humano, como, por exemplo, esterdis, aminodcidos, dcidos graxos e carotenoides (KIRROLIAet
al., 2013). Nos ultimos anos, tem-se estudado o potencial de utilizacdo de sua biomassa para
producdo de uma série de biocombustiveis, dentre os quais podem ser citados o biodiesel, o
bioetanol, o gis de sintese e gas hidrogénio. O apelo para a conversao de biomassa de microalgas
em biocombustiveis se baseia em diversos pontos: (1) produciao de biomassa ininterrupta, durante
o ano todo, com a possibilidade de alta produtividade em lipidios e carboidratos; (2) apds a
extracdo de lipidios e carboidratos, existe a possibilidade de recuperacdo de diversos coprodutos
de valor comercial, como proteinas e pigmentos; (3) baixo consumo de 4gua em comparagdo com
fontes de biomassa usuais; (4) cultivo pode ser realizado em terras ndo ardveis, com o uso de
dgua ndo potdvel e sem a aplicacdo de pesticidas ou herbicidas; (5) manuten¢cdo e melhora da
qualidade do ar, devido ao uso de gés carbonico (CO,) atmosférico para seu crescimento
(BRENNAN e OWENDE, 2010).

Dentre os biocombustiveis, espera-se que o bioetanol se torne o de maior utilizacao

mundial, dada a sua produc¢do industrial bem estabelecida (DAROCH et al., 2013) e a sua grande
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aplicagdo em veiculos automotivos leves (JOHN et al., 2011). Atualmente, o bioetanol é obtido
em grande parte a partir de dois tipos principais de fontes de biomassa, denominadas de primeira
e segunda geracdo: enquanto a primeira compreende culturas tradicionais, como a cana-de-actcar
e o milho, a segunda engloba materiais lignoceluldsicos, como o bagaco de cana-de-actcar e a
palha de milho, normalmente residuos do processamento dos primeiros. O chamado bioetanol de
terceira geracdo, uma das opcdes para a producdo de bioetanol em volumes ainda maiores que os
atuais, utiliza como substrato da fermentacdo etandlica a biomassa de microalgas, micro-
organismos capazes de ostentar produgdes anuais de carboidratos dezenas ou centenas de vezes
maiores que biomassas de primeira ou segunda geracdo (LAM e LEE, 2012).

Vinculado ao Projeto Temético BIOEN (“Um Processo Integrado para Producdo Total
de Bioetanol e Emissdo Zero de CO,” — Processo FAPESP n° 2008/57873-8), o presente trabalho
tem o intuito de contribuir com as &reas cientifica e tecnoldgica relacionadas ao cultivo de
microalgas para producdo de bioetanol, uma vez que se trata de um assunto relativamente novo e
com limitacdo de dados disponiveis na literatura cientifica. O emprego da biomassa de
microalgas na produc¢do de biocombustiveis em biorrefinarias € considerado uma alternativa
promissora para o aumento da oferta mundial de biocombustiveis. Neste contexto, € indiscutivel
o papel que as Engenharias Quimica e Biotecnoldgica desempenham na busca de solugdes tanto
para o desenvolvimento de novos processos biotecnolégicos quanto na otimizacao de processos
J4 existentes.

Embora se presuma que a tecnologia de produgdo e processamento de microalgas em
escala industrialpara produgao de biocombustiveis seja interessante,estaainda se encontra em um
estdgio incipiente(ALAM et al., 2012; LAM e LEE, 2012). Devido ao cariter relativamente
inicial da técnica, pesquisas em diversas frentes devem ser realizadas de modo a tornar o
processo de producdo de bioetanol de terceira geracdo economicamente vidvel, dentre as quais
este trabalho pretende dar sua parcela de contribuicdao avaliando o acimulo de carboidratos em

diferentes condi¢des de cultivo.

1.2 Objetivos

Desenvolvido nos Laboratérios de Desenvolvimento de Separacdo (LDPS) e de

Otimizacdo, Projeto e Controle Avangado (LOPCA) da Faculdade de Engenharia Quimica da
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Unicamp (FEQ — Unicamp) e no Centro de Ciéncias Agrérias (CCA) da Universidade Federal de
Sdo Carlos (UFSCar), esta dissertacdo teve por objetivo principal a avaliacdo da produgdo de
biomassa e acimulo de carboidratos por Chlorella vulgaris visando a produgdo de bioetanol de

terceira geragao. Os objetivos especificos foram:

1. Determinagdo dos efeitos de diferentes condi¢des nutricionais (fonte de carbono e
nitrogénio) e luminosidadena produtividade de biomassa de microalgas e sua
composi¢ao;

2. Avaliacdo das condi¢des de processo e seus efeitos sobre a eficiéncia fotossintética
das microalgas;

3. Realizacdo de ensaios fermentativos exploratérios com a biomassa de microalgas

para producao de bioetanol.

1.3  Estrutura do trabalho

A presente dissertagcdo estd dividida em 5 (cinco) capitulos. O Capitulo I apresenta uma
introducdo ao tema proposto, seguido dos objetivos gerais e especificos previstos para o
desenvolvimento do projeto de mestrado.

O Capitulo II consiste em uma revisao bibliogrifica dedicada a expor os fundamentos e
o estado da arte das diversas dreas envolvidas no projeto.

No Capitulo III, encontram-se as descri¢des dos equipamentos utilizados na producao de
biomassa de microalgas e dos métodos empregados para as diferentes andlises quimicas
realizadas.

O Capitulo IV expde os resultados obtidos referentes a producdo de microalgas, a
atividade fotossintética dos micro-organismos, ao cultivo de microalgas com iluminacao continua
e a fermentacdo etandlica, bem como as discussdes pertinentes.

No Capitulo V, sdo feitas tanto as conclusdes gerais em relacdo ao projeto quanto
sugestdes para trabalhos futuros.

Por fim, sdo apresentadas as referéncias bibliograficas consultadas e os anexos

pertinentes ao trabalho.
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2.1 Biocombustiveis

No que tange a geracdo de energia, a necessidade de transicdo de uma economia baseada
na utilizagdo de combustiveis fésseis para uma fundada no emprego de combustiveis oriundos de
fontes renovaveis € indiscutivel para o desenvolvimento sustentdvel. Qualquer combustivel
gerado a partir de biomassa é denominado biocombustivel (JOHN e al., 2011). Embora a
combustdo de biocombustiveis também emita CO,, a sua utilizacdao é considerada de carbono
neutro, ou seja, todo carbono emitido é proveniente de CO, atmosférico, uma vez que grande
parte de toda biomassa existente o utiliza durante seu crescimento. Além disto, a biomassa &
considerada uma matéria-prima atrativa por ser um recurso renovavel que pode ser desenvolvido
sustentavelmente no futuro e por ter grande potencial econdmico, caso o preco dos combustiveis

fésseis venha a aumentar (BALAT e BALAT, 2009). O Quadro 1 retine os biocombustiveis

predominantes atualmente.

Quadro 1 — Principais combustiveis derivados de biomassa, tecnologias produtivas e suasutilizagdes

Biocombustivel Tecnologia atual | Tecnologias futuras Produtos gerados
Cogeracdo, turbina a gés, célula
.y Digestdo a combustivel, producdo de gés | Eletricidade, calor, substituto
Bloghs anaerébica natural sintético, gis de sintese e | de gés natural
etanol
Cogeracio, turbina a gés, célula | Eletricidade, calor, substituto
a combustivel, sintese de gds | de gds natural, O6leo de
Gas de sintese Gaseificacao natural sintético e metanol, | aquecimento, 6leo
sintese de Fischer-Tropsch e | combustivel, diesel, gasolina,
processo Mobil Oil metanol, etanol
Eletricidade, calor, 6leo de
Fermentacio e aquecimento, 6leo
Produtos liquidos Biorrefinaria e esterificacio
moinho de dleo combustivel, diesel, gasolina,
bioetanol, 6leos vegetais

Fonte: adaptado de MARTINSEN et al., 2010
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2.2 Bioetanol

Dentre os biocombustiveis existentes, presume-se que o etanol se torneo mais difundido
globalmente (JOHN er al., 2011). Aproximadamente 9% do etanol mundial sdo produzidos
sinteticamente a partir de eteno, enquanto os 91% restantes sao obtidos através da fermentacao de
acuicares com micro-organismos (DEMIRBAS, 2005). O etanol produzido via bioquimica €&
conhecido por bioetanol. O bioetanol é considerado uma alternativa interessante para substituicao
de combustiveis fésseis por diversos motivos: € facilmente biodegradavel (JOHN et al., 2011),
apresenta combustdo mais limpa que combustiveis fésseis por conter oxigénio em sua
composi¢cdo (MUSSATTO et al., 2010), reduz emissdes de 6xidos de nitrogénio e material
particulado (DEMIRBAS, 2005), reduz emissdes de CO, em mais de 80% ao mesmo tempo em
que elimina a emissdo de di6xido de enxofre, causador da chuva &4cida (LASHINKY e
SCHWARTZ, 2006).

Apesar de ter sido utilizado como combustivel desde o século XIV, o bioetanol foi
produzido em larga escala apenas a partir da segunda metade do século XX. No Brasil, o
mercado de bioetanol foi revivido em 1975, quando o programa ProAlcool (Programa Nacional
do Alcool) foi instituido no pais para estimular o emprego do bioetanol de cana-de-aciicar em
substitui¢do aos combustiveis veiculares derivados do petréleo. A época, dois motivos levaram a
instalacdo do ProAlcool: a crise do petréleo de 1973 (posteriormente agravada pela crise do
petréleo de 1979), que acarretou um aumento no preco do barril de petréleo, e a sobreoferta de
actiicar no mercado internacional. Com os macicos investimentos do governo brasileiro e o
eventual desenvolvimento da industria de agicar e bioetanol, o ProAlcool acabou sendo
desativado em 1999 (MUSSATTO et al., 2010).

Nos Estados Unidos da América (EUA), a producio de bioetanol, feita quase totalmente
a partir de milho, ganhou for¢a somente no século XXI, ja que este biocombustivel passou a ser
considerado um dos principais meios de redu¢ido da dependéncia externa de petrleo do pais por
razdes de seguranca energética nacional. Desde 2001, a producdo de bioetanol cresce mais de
20% ao ano, impulsionada pelos fortes subsidios oferecidos pelos governos federal e dos estados
produtores (CHAVANNE e FRANGI, 2008). Como os EUA desenvolveram sua industria de
bioetanol mais rapidamente que o Brasil, eles sdo, atualmente, os maiores produtores mundiais do

biocombustivel com cerca de 50 bilhoes de litros em 2010 contra cerca de 26 bilhoes de litros no
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Brasil. Na Unido Europeia, o bioetanol € produzido basicamente a partir de agicar proveniente de
beterraba e, mais recentemente, a partir de materiais lignoceluldsicos e outros graos. A producdo
estimada do biocombustivel nos 27 paises da Uniao Europeia em 2011 € de aproximadamente 4,4
bilhdes de litros (RFA, 2012).

O bioetanol pode ser utilizado como combustivel em diferentes concentragdes e
misturas, sendo as mais conhecidas o E10 (10% de bioetanol e 90% de gasolina), o E20-25 (com
20 a 25% de bioetanol misturado em gasolina), E85 (85% de bioetanol e 15% de gasolina) e
E100 (contendo cerca de 96% de bioetanol e 4% de &agua). No Brasil, atualmente, sao
comercializadas duas misturas principais para veiculos de pequeno porte: E20-25 (adicao
obrigatdria de bioetanol a gasolina) e E100. Embora veiculos movidos a E100 existam desde a
década de 1970 devido ao sucesso do ProAlcool, foi a introducio dos veiculos flex no mercado
brasileiro que transformou o pais em exemplo internacional na utilizacdo de biocombustiveis
(MUSSATTO et al., 2010). Os motores de veiculos flex possibilitam o consumo de qualquer
mistura de bioetanol (anidro ou hidratado) e gasolina, permitindo que os motoristas escolham
qual combustivel utilizar de acordo com seus precos. Nos EUA, a mistura de 10% de bioetanol
em toda gasolina comercializada (E10) é obrigatéria em alguns estados; o E85 também ¢é
utilizado em veiculos flex americanos (DEMIRBASet al., 2009).

O bioetanol é produzido a partir de diversas fontes de biomassa e através de diferentes
tecnologias de conversdo. De uma forma geral, a produ¢do de bioetanol ocorre em trés etapas: (1)
formacgao de uma solu¢do de actcares fermentesciveis, (2) fermentacdo dos acticares a bioetanol
e (3) separagdo e purificagdo do bioetanol produzido (DEMIRBAS, 2005). Pode-se classificar o
bioetanol segundo a matéria-prima utilizada na sua producdo em bioetanol de primeira, segunda e
terceira geracOes.Entre as trés classes de bioetanol, a maior diferenca de execugdo técnica — e,
portanto, de viabilidade econdmica — se encontra na primeira etapa do processo produtivo, que
envolve multiplos estdgios de tratamento de acordo com a matéria-prima empregada. (JOHN et
al.,2011).

Historicamente, a produgdo de bioetanol no mundo se deu a partir do cultivo de espécies
vegetaisricas em amido ou agucar, como a cana-de-acticar no Brasil, o milho nos EUA e a
beterraba na Europa (JOHN et al., 2011). Os processos industriais de producdo de bioetanol a
partir da fermentacdo da glicose contida no melaco de cana-de-agicar ou de agucares de cana-de-

acucar, milho e beterraba sdo bem conhecidos, tecnologicamente estabelecidos e amplamente
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difundidos no planeta, embora ainda se possa trazer melhorias aos sistemas de fermentagcdo e
separacdo (DEMIRBAS, 2005). O bioetanol produzido a partir destas matérias-primas ¢é
conhecido pelo termo “bioetanol de primeira geracao”.

Para a producdo de bioetanol de primeira geragao, a utilizagao de espécies vegetais que
fornecem diretamente os aguicares necessarios a fermentacao resulta em um processo produtivo
mais simples (MUSSATTO et al., 2010). A obtencao de glicose a partir da cana-de-aguicar ocorre
de forma direta, necessitando apenas de uma etapa de moagem da planta para liberacdo do caldo.
Analogamente, o acguicar pode ser removido da beterraba em duas etapas simples: (1) corte da
beterraba em fatias finas e (2) lavagem das fatias com uma corrente de 4gua em contracorrente
em um extrator apropriado (BOGLIOLO et al., 1996).

O milho — e outros cereais como o arroz, o trigo, a mandioca e a batata — estoca glicose
sob a forma de amido. Portanto, na produc¢do de bioetanol a partir destas matérias-primas,
necessita-se de uma etapa adicional de liberacdo da glicose armazenada pela planta, uma vez que
os micro-organismos fermentadores ndo sao capazes de utilizar o amido diretamente. O processo
conhecido por sacarificagdo consiste na quebra do amido em glicose através de hidrdlise,
realizada por dcidos ou por combinagdes de enzimas (como a a-amilase e a amiloglicosidase).

A producido de bioetanol de primeira geracdo, no entanto, apresenta duas grandes
desvantagens: (1) utilizacdo de terras ardveis que poderiam ser empregadas no cultivo de
alimentos e (2) emprego de matérias-primas com grande valor nutritivo para a producdo de
combustivel ao invés de produtos alimenticios (como actucar e farinha de milho). O impacto do
bioetanol de primeira geragao sobre os precos globais dos alimentos € sensivel, especialmente nas
regides mais economicamente vulnerdveis do planeta (BRENNAN e OWENDE, 2010). A
questdo alimento vs. combustivel €, atualmente, o fator limitante para o aumento da producdo de
bioetanol utilizando matérias-primas convencionais. Além disto, Socolowet al., 2005, estimam
que, para a producdo de cerca de 1,5 trilhdo de litros de bioetanol de primeira geragdo para uso
como combustivel, cerca de 20 vezes a sua atual produgdo, seriam necessarios 250 milhdes de
hectares de terras ardveis, ou seja, um sexto de todasas terras cultivdveis do planeta.

Dada a quantidade de terra necessaria para os cultivos, outras fontes de biomassa devem
ser consideradas para o aumento da producdo deste biocombustivel.Recentemente, tem-se
estudado a producdo de bioetanol a partir de materiais lignoceluldsicos, o chamado “bioetanol de

segunda geracao” (MUSSATTO et al., 2010). Os diferentes tipos de biomassa lignoceluldsica




Revisdo Bibliogrdfica 29

(tais como sobras de colheitas, gramineas, serragem e cavacos de madeira) sdo matérias-primas
alternativas, subprodutos de atividades agricolas ou residuos industriais (MUSSATTO et al.,
2010). Por serem abundantes e por se situarem fora da cadeia alimentar humana — o que nado
acontece com as matérias-primas do bioetanol de primeira geragdo —, o0s materiais
lignocelulésicos sdo uma matéria-prima de baixo custo para a producdo de bioetanol
(DEMIRBAS, 2005).

A biomassa lignoceluldsica é composta, basicamente, por microfibras de trés materiais
distintos: lignina, celulose e hemicelulose, dos quais apenas os dois dltimos sdo passiveis de
fermentacdo a bioetanol (SANCHEZ e CARDONA, 2008). A lignina, um polimero aromatico
altamente irregular sintetizado a partir de precursores fenilpropanoides, confere resisténcia
mecanica a parede celular e, consequentemente, a toda a planta. Embora possa ser
mecanicamente fragmentada a massas molares relativamente baixas, a lignina ndo € hidrossoluivel
(BALAT e BALAT, 2009). Devido a natureza aromdtica da lignina, ela ndo € utilizada como
substrato para fermentacao a bioetanol, embora possa ser queimada em caldeiras para geracao de
calor e energia elétrica ou gaseificada para produgao de outros biocombustiveis. A celulose €, da
mesma forma que a amilose (um dos componentes do amido), um homopolimero linear composto
por unidades de glicose (BAILEY e OLLIS, 1986). Na celulose, as moléculas de glicose estao
unidas através de ligacdes glicosidicas B-1,4, o que resulta tanto em uma estrutura bastante
diferente em relacdo a da amilose (composta por ligacdes glicosidicas a-1,4) quanto em uma
reatividade quimica mais baixa. Dentro da parede celular, a celulose se divide entre regides
amorfas (15%) e cristalinas (85%): enquanto as primeiras podem ser facilmente hidrolisadas por
acidos, as dltimas sdo de dificil decomposi¢ao (BAILEY e OLLIS, 1986). J4 a hemicelulose é
uma mistura de heteropolimeros ramificados compostos por hexoses (glicose, manose, galactose)
e pentoses (xilose, arabinose) (BALAT e BALAT, 2009). Como a celulose e a hemicelulose sao
compostas por agucares fermentesciveis, pode-se utilizd-las em escala industrial para fermentacao
a bioetanol apds pré-tratamento adequado.

A producdo de bioetanol de segunda geracdo, por utilizar matérias-primas mais
complexas, requer um processo produtivo com mais etapas que o de primeira geracdo. O
processo produtivo pode ser resumido em quatro estigios (SANCHEZ e CARDONA, 2008):

1. Pré-tratamento mecanico ou quimico da biomassa para expor a celulose e a

hemicelulose, tornando-as mais reativas para as etapas subsequentes;
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2. Hidrdlise 4cida ou enzimdtica para quebra da celulose e da hemicelulose em seus

acucares constituintes;

3. Fermentacdo dos agucares a bioetanol utilizando micro-organismos capazes de

utilizar hexoses e pentoses;

4. Separacao e concentra¢cdo do bioetanol produzido.

A vantagem do bioetanol de segunda geracdo reside no virtual aproveitamento de 100%
da planta para a produ¢do do biocombustivel, o que aumenta em grande parte a quantidade de
biomassa disponivel para produ¢do de bioetanol. As desvantagens desta técnica sao o seu baixo
rendimento (pequena conversdo da biomassa lignoceluldsica em bioetanol) e o alto custo
envolvido com o processo de hidrélise no seu atual estado de desenvolvimento (JOHN et al.,
2011). Mesmo com a matéria-prima sendo acessivel a baixo custo, a produc¢do de bioetanol
lignoceluldsico em escala industrial € mais cara que a producdo de bioetanol de primeira geracao

devido ao alto custo energético envolvido com as técnicas usuais de pré-tratamento da biomassa

(HARUN e DANQUAH, 2011).

2.3 Microalgas

As microalgas sdo definidas como micro-organismos unicelulares e realizadores de
fotossintese (LI et al., 2008). Elas podem se desenvolver como células individuais isoladas ou
associadas em fileiras ou pequenas colonias e sdao encontradas tanto em dgua doce como em
ambientes marinhos (KUMAR et al., 2010), diferenciando-se das cianobactérias por serem
eucaridticas (LI et al., 2008).

Atualmente, sdo conhecidas mais de 40 mil espécies de microalgas e cianobactérias.
Entre os maiores grupos de microalgas, os mais frequentemente citados devido a suas
propriedades de fixagdo de CO,, tratamento de efluentes ou producio de substratos para sintese
de biocombustiveis se encontram as Cyanophyceae (cianobactérias), Chlorophyceae (algas
verdes), Bacillariophyceae (diatoméceas) e Chrysophyceae (algas douradas) (KUMAR et al.,
2010).

As microalgas podem ser classificadas segundo a maneira pela qual se dd o seu
metabolismo, utilizando fontes orgénicas ou inorganicas de carbono com ou sem a presenga de
luz. Sdo quatro os tipos de metabolismo possiveis em microalgas: fotoautotréfico, heterotréfico,

mixotréfico e fotoheterotréfico (CHOJNACKA e MARQUEZ-ROCHA, 2004).
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O cultivo fotoautotréfico envolve a utilizagdo de luz solar como a tnica fonte de energia,
que € convertida em energia quimica através da fotossintese juntamente com CO, como fonte de
carbono. J4 o cultivo heterotréfico € definido pela utilizacdo de compostos organicos — como
aclcares e acido acético — como unica fonte de energia e de carbono (KUMAR et al., 2010). O
cultivo mixotréfico é um processo metabdlico misto: a fotossintese € a principal fonte de energia
para a célula, embora também possa haver assimilacdo de compostos organicos complexos. J4 o
cultivo fotoheterotréfico exige a presenga de luz para que compostos organicos sejam utilizados
como fonte de carbono (CHOJINACKA e MARQUEZ-ROCHA, 2004).Uma mesma espécie de
microalga ndo cresce, necessariamente, sempre com 0 mesmo regime metabdlico. Sob baixa
intensidade luminosa, por exemplo, muitas espécies de microalgas mudam de metabolismo
fotoautotréfico para heterotréfico, desde que existam moléculas organicas assimildveis no meio
de cultivo (ZENG et al., 2011).

O crescimento de microalgas segue a sequéncia tipica de fases para cultivo em batelada

de qualquer micro-organismo, conforme a Figura 1.

log (mimero de células)
concentracio de nutrientes

tempo

Figura 1 — Evolugdo do niimero de células (linha sélida) e da concentragdo de
nutrientes (linha tracejada) ao longo do tempo em um cultivo batelada de microalgas.

Fonte: adaptado de MATA et al., 2010.

Cinco diferentes fases de crescimento podem ser reconhecidas: (1) fase de lag, onde nao

ha um aumento aparente do nimero de células, pois as microalgas estdo se adaptando ao meio de
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cultivo; (2) fase de aceleracdo, durante a qual a taxa de crescimento aumenta; (3) fase de
crescimento exponencial, caracterizada pela aparicdo da médxima taxa de crescimento nas
condicdes de cultivo; (4) fase estaciondria, na qual a populacdo de microalgas atinge o seu
tamanho maximo — uma vez que a massa de microalgas nao pode aumentar indefinidamente em
um recipiente com nutrientes limitados; (5) fase de declinio, onde ha um decréscimo exponencial
no ndmero de células (MATA et al., 2010). A evolucdo da concentracdo de substratos € vista na
linha tracejada na Figura 1.

Diversos fatores influenciam o crescimento de microalgas: fatores abidticos, como
intensidade e qualidade luminosa, temperatura, concentracdo de nutrientes, de O, e de COa,
potencial hidrogenidonico (pH), salinidade e presenca de produtos quimicos tdxicos; fatores
bidticos, como patégenos (bactérias, fungos, virus) e competicdo de outras espécies de
microalgas; fatores operacionais, como cisalhamento produzido pela agitacdo, taxa de dilui¢do e
frequéncia de recuperagcdo da biomassa (em cultivos continuos), profundidade do leito e adicao
de bicarbonato (MATA et al., 2010). Para que o tempo total de cultivo de microalgas em batelada
seja minimizado, alguns cuidados devem ser tomados com o indculo utilizado: (1) o in6culo deve
ser o mais ativo possivel e oriundo de cultura na fase de crescimento exponencial, (2) o meio de
cultivo do indculo deve ter composicao semelhante a do processo em escala aumentada e (3) o
in6culo utilizado deve perfazer de 5 a 10% do volume do meio final de modo a evitar perdas
indevidas de intermedidrios ou ativadores por difusdao (BAILEY e OLLIS, 1986).

As microalgas sao capazes de fixar o carbono contido em diversas fontes: (1) CO,
atmosférico; (2) CO, contido em gases de exaustdo industriais; (3) CO, fixado na forma de
carbonatos soliveis em dgua (KUMAR et al., 2010). Para utilizacdo em cultivos fotoautotréficos
de microalgas, os atuais niveis atmosféricos de CO, (em torno de 392ppm, segundo NOAA,
2012) nao sao suficientemente altos para manutengao de taxas de crescimento e de produtividade
encontrados em escala industrial. A fim de se contornar este problema e tornar o cultivo de
microalgas interessante em termos industriais, tem-se considerado a possibilidade de utilizar
gases de exaustdo gerados em processos de combustdao como fonte de CO, para os cultivos, uma
vez que estes contém de 5 a 15% de CO, em sua composi¢do. No entanto, a concentracdo de CO,
na corrente gasosa nao reflete necessariamente a concentracdo de CO, dissolvido no meio de

cultivo, ou seja, a concentracdo a qual as microalgas sdo expostas durante seu crescimento.Esta
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ultima depende tanto do pH do meio quanto do gradiente de concentracdo de CO; criado pela
resisténcia do meio a transferéncia de massa (KUMAR et al., 2010).

Como a luz solar é fonte de energia direta para o crescimento de microalgas
fotoautotréficas, a qualidade de sua irradiacdo sobre o cultivo afeta diretamente a efici€ncia
fotossintética dos micro-organismos. A fotossintese combina energia luminosa com CO, e H,O
para a producdo de glicose, molécula fundamental na fabricacdo dos biopolimeros amido e
celulose, responsdveis pelo armazenamento de energia e pela estrutura de célula,
respectivamente. A reacdo de fotossintese é simplificadamente representada na Equagdo 1, onde

CH,O corresponde a formula empirica da glicose (BAILEY e OLLIS, 1986; ZENG et al., 2011).

C02+H20;Z>CH20+02 (1)

A fotossintese se divide em duas etapas sequenciais: a fase clara, dependente de luz, e a

fase escura, chamada de ciclo de Calvin, independente da luz. A primeira etapa ocorre em
organelas especializadas na obtencdo de energia luminosa, denominadas cloroplastos. Tais
estruturas se valem de organizagdes complexas de pigmentos, moléculas responsdveis pela
absor¢do de luz de comprimentos de onda particulares dentro do espectro visivel, e complexos
proteicos(chamados fotossistemas) para realizar a absor¢do e a estocagem da energia luminosa
sob a forma de trifosfato de adenosina (ATP) e do aceptor de elétrons nicotinamida-adenina-
dinucleotideo-fosfato (NADP). Entre os pigmentos presentes nos fotossistemas, pode-se citar:
clorofilas, que absorvem comprimentos de onda na regido do azul e do vermelho, assim
conferindo a cor verde a plantas e microalgas; ficobilinas, pigmentos que absorvem
comprimentos de onda do verde ao vermelho, transferindo energia para as clorofilas durante a
realizacdo da fotossintese (MIMURO e FUJITA, 1978); carotenoides, pigmentos acessorios que
absorvem luz visivel azul e verde e atuam na remog¢do do excesso de energia das clorofilas,
dissipando-o como calor (COGDELL, 1978). Dois tipos de fotossistemas, atuando em série, sao
utilizados durante a fase clara da fotossintese: o fotossistema II (FSII) e o fotossistema I (FSI),
nesta ordem. No centro reacional fotossintético de cada um deles, encontra-se uma molécula de
clorofila, responsdvel pelo estabelecimento do fluxo de elétrons necessario ao complexo
mecanismo de fotossintese. As clorofilas do FSII e do FSI sao denominadas, respectivamente,

P680 e P700, onde P indica “pigmento” e o nimero subsequente corresponde ao comprimento de




Revisdo Bibliogrdfica 34

onda (em nm) no qual a clorofila apresenta o seu maximo de absor¢ao (KARP, 2005). J4 a fase
escura da fotossintese ocorre no estroma do cloroplasto e, embora ndo necessite diretamente de
incidéncia luminosa, emprega a energia estocada em ATP e NADP nas reagcdes da fase clara.
Através da enzima ribulose-bisfosfatocarboxilase/oxigenase, denominada RuBisCo, o CO, é
utilizado para sintese de intermedidrios quimicos de trés carbonos, imediatamente combinados
para formar uma molécula de glicose.

Em cultivos industriais de microalgas, a luminosidade pode ser o principal fator
limitante para o aumento de escala. Como o crescimento fotoautotréfico e a produtividade de
biomassa sdo altamente dependentes de luz, as melhores dreas geograficas para cultivos de
microalgas sdo aquelas com alta radiacdo solar durante o ano inteiro (JOHN ez al., 2011). No
entanto, a exposicdo prolongada a grandes intensidades luminosas pode acarretar danos
(normalmente reversiveis) aos centros reacionais fotossintéticos. Este fenomeno, denominado
fotoinibi¢do, € o resultado de danos causados ao FSII pela sua superexcitacdo, devido a absor¢do
de luz em excesso (KARP, 2005). Este efeito implica que, acima de certo valor de intensidade
luminosa, um aumento adicional no nivel de luminosidade faz com que a taxa de aumento da
biomassa diminua ao invés de crescer (CHISTI, 2007).

Como mostrado na Equacdo 1, a reacdo de fotossintese tem O, como um de seus
produtos. Sob alta luminosidade, a taxa volumétrica maxima de geracdo de O, em
fotobiorreatores tubulares pode chegar a 10 g O, m~ min”'. Entretanto, a presenca de O,
dissolvido (OD) no meio de cultivo em quantidades muito superiores a concentra¢do de saturacao
pode inibir a fotossintese, uma vez que o OD em excesso, juntamente com luz solar intensa, pode
causar danos foto-oxidativos as células. Estima-se que o nivel maximo de OD tolerédvel a fim de
se evitar danos as microalgas seja de 400% do valor de saturacdo do ar (CHISTI, 2007). Para
assegurar que o OD permaneca em niveis aceitdveis, deve-se fazer a remocao continua de O, de
fotobiorreatores (MOLINA et al., 2001). Dessa forma, em reatores continuos em escala
industrial, o O, dissolvido no cultivo € periodicamente retirado em equipamentos de
degaseificacao.

Os nutrientes necessarios ao crescimento das microalgas devem ser fornecidos pelo meio
de cultivo. Como mostrado na Tabela 1, diversos elementos quimicos sdo utilizados pelas
microalgas durante as diferentes fases do seu desenvolvimento. Além de carbono, nitrogénio,

fosforo e enxofre, os principais elementos constituintes da matéria organica de microalgas e de
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z

organismos vivos em geral, o ferro, por exemplo, ¢ empregado em func¢des metabdlicas
essenciais, tais como o transporte eletronico na fotossintese, reducdo de nitritos e nitratos, fixacdo
de N, e detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio (DRAGONE et al., 2011; ZENG et al.,
2011).

Tabela 1— Fun¢des dos nutrientes para o crescimento de microalgas

Nutriente Fontes principais Funcao Concentragdo
Carbono (C) CO,, HCO5, COs* Suprir C para toda a célula 1-10gL?!
Nitrogénio (N) NOs., ureia,I\:Iaminoécidos, Suprir N para toda a célula 10-2000 mg L™
2
Fésforo (P) Fosfatos, hidrofosfatos  Suprir P para reacdes celulares ~ 10-500 mg L™
Suprir S para proteinas e 1
Enxofre (S) Sulfatos . 1-200 mg L
reacoes celulares
Mant trut tividade d
Sais inorganicos K, Ca, Na, Mg anter estru l{ra ¢ atividade da 0,1-100 mg L!
célula
Elementos-traco Fe, Zn, Mn, Pb, Cd Agir como cofator de enzimas 0,01-10 mg Lt
Vitaminas B,C,E Auxiliar a divisdo celular 0,01-1000 pg L!

Fonte: adaptado de ZENG et al., 2011

2.4 Producdo de bioetanola partir de microalgas

Diferentes estudos (LI ef al., 2008; BRENNAN e OWENDE, 2010; JOHN et al., 2011;
LAM e LEE, 2012; KIRROLIA et al., 2013) apontam para a possibilidade de utilizacdo da
biomassa de microalgas para produ¢cdo de biocombustiveis — tais como biodiesel, bioetanol, gés
de sintese e hidrogénio. Para a produg¢do do chamado‘bioetanol de terceira geragcao”, os
carboidratos produzidos pelas microalgas sdo empregados como substrato para fermentacgao.

A biomassa de microalgas € uma alternativa interessante as culturas tradicionais para
producdo de bioetanol, pois ndo apresenta as desvantagens inerentes ao bioetanol de primeira ou

segunda geracdes. O cultivo de microalgas pode ser realizado em diferentes meios de cultivo,
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sem necessariamente utilizar d4gua potdvel e podendo levar efluentes industriais, d4gua salina (dgua
do mar) e dgua salobra em sua composicdo (PHUKAN et al., 2011). Este fato é vantajoso no
sentido de os cultivos de microalgas ndo competirem pela dgua doce destinada a irrigacdo de
plantacdes ou ao consumo humano e animal. Além disto, o cultivo de microalgas pode ocorrer
em pequenas dreas € em terras ndo araveis, semidridas ou desérticas, uma vez que os principais
fatores que influenciam o desenvolvimento das microalgas sdo a disponibilidade de luz solar e de
agua para o cultivo (BRENNAN e OWENDE, 2010). Desta forma, o cultivo de microalgas nao
compete diretamente por terras ardveis para produgdo de alimentos nem aumenta a ocorréncia de
queimadas e desmatamento, principais métodos para a obten¢cdo de novas terras cultivaveis.
Outra vantagem reside no fato de que, ao se utilizar carboidratos produzidos por certas espécies
de microalgas, a produtividade de bioetanol de terceira geracao (em litros por hectare e por ano)
pode ser algumas ordens de grandeza maior que a produtividade de matérias-primas utilizadas na

producdo de bioetanol de primeira e segunda geracdes, conforme estimado na Tabela 2.

Tabela 2— Rendimento de bioetanol de diferentes fontes de biomassa por area cultivada e por

tempo
Fonte de biomassa Rendimento de bioetanol (L ha™ ano™)

Palha de milho 1050-1400

Trigo 2590

Mandioca 3310
Sorgo doce 3050-4070
Milho 3460-4020
Beterraba 5010-6680
Cana-de-aguicar 6190-7500

Panicumvirgatum(switchgrass,
‘ ) 10760
graminea de crescimento rapido)

Microalgas 46760-140290

Fonte: adaptado de MUSSATTO et al., 2010

Devido a sua estrutura, mais simples que as de plantas superiores, as microalgas podem
atingir eficiéncias fotossintéticas consideravelmente maiores que as plantas terrestres

(BRENNAN e OWENDE, 2010). Assim, uma maior parcela da energia solar capturada é
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armazenada através do acumulo de carboidratos no interior da célula. Da mesma forma,
aproducdo de biomassa de microalgas ocorre em um espaco de tempo relativamente curto, muito
inferior em comparag¢do com plantas terrestres utilizadas na producao de bioetanol de primeira e
segunda geracdes (BRENNAN e OWENDE, 2010). Existe, portanto, a possibilidade de se fazer a
recuperagdo da biomassa das microalgas vérias vezes ao ano ou de maneira continua, dependendo
do tipo de reator em que se dd o cultivo. Desta forma, tem-se uma fonte abundante e barata de
biomassa para a produgdo de bioetanol.Visto o potencial de utilizacdo das microalgas, a grande
diversidade de espécies e as diferentes condicdes possiveis de cultivo, o conhecimento da
fisiologia e do metabolismo destes micro-organismos se torna imperativo para o desenvolvimento
de novos processos industriais.

Entre os diversos tipos de biocombustiveis passiveis de produgdo a partir de microalgas,
a sintese de biodiesel de microalgas tem recebido grande interesse académico recentemente, uma
vez que muitas espécies de microalgas podem acumular quantidades significativas de lipidios e,
desta forma, serem candidatas potenciais para a producdo do biocombustivel em escala industrial.
O biodiesel — oriundo de lipidios de microalgas ou de 6leos vegetais — é tanto substituto quanto
aditivo renovavel do diesel, combustivel féssil que movimenta veiculos de transporte pesado
como caminhdes e Onibus. J4 o bioetanol € um biocombustivel que pode ser utilizado em
conjunto ou em substituicdo a gasolina empregada em automodveis leves. Deve-se, portanto,
aumentar os esforcos de pesquisa em torno da produgdo de bioetanol de microalgas, uma
alternativa para o aumento da produgdo do biocombustivel, uma vez que o consumo mundial de
combustiveis fosseis leves € maior que o consumo de diesel porveiculos pesados (BP, 2011). O
Brasil, no entanto, apresenta um panorama inverso devido ao largo emprego do modal rodovidrio
para transporte de cargas: em 2011, o consumo de diesel (52 milhdes de m’) foi superior ao de
bioetanol e de bioetanol combinados (46 milhdes de m3), segundo ANP, 2012.

O processo de conversdao de microalgas em bioetanol € bastante similar ao processo
empregado na transformacdo de materiais lignoceluldsicos, embora a auséncia de lignina na
biomassa microalgal facilite o processo em grande parte (HARUN et al., 2009). Um esquema
simplificado da produ¢do de bioetanol de terceira geracdo pode ser visto na Figura 2. Cada uma

das etapas envolvidas serd detalhada subsequentemente.
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Cultivo de Reatores abertos .
. Bioetanol
microalgas ou fechados
v T
Recuperacao / Sedimentacéo, Fermentacao e
da biomassa filtragdo, etc. purificacao

A

\ 4

Hidrolise dos
carboidratos

Via acida ou
enzimatica

Ruptura das
células

Via quimica ou
mecanica

Figura 2 — Processo de produgdo de bioetanol de terceira geragdao

Fonte: adaptado de MUSSATTO et al., 2010

A selecdo da espécie de microalga apropriada para a produgdo de biocombustiveis € um
fator importante para o sucesso do processo produtivo como um todo. Brennan e Owende, 2010,
listam algumas das caracteristicas desejaveis para que uma microalga seja interessante para a
producdo de biocombustiveis: (1) tolerar tensdes de cisalhamento encontradas nos reatores,
especialmente em fotobiorreatores fechados; (2) ser dominante em relag@o a linhagens de micro-
organismos contaminantes; (3) grande capacidade de absor¢do de CO,; (4) tolerar grandes
variacOes de temperatura, resultantes dos ciclos didrios e sazonais; (5) baixo requerimento de
nutrientes; (6) potencial de producdo de coprodutos de alto valor agregado em adi¢do ao produto
desejado; (7) apresentar ciclo produtivo de curta duracdo; (8) apresentar alta efici€ncia
fotossintética; (9) ser capaz de auto-floculacdo: a formacao de agregados celulares facilita a etapa
de recuperagdo da biomassa microalgal. A espécie de microalgaChlorella vulgaris, por exemplo, é
amplamente descrita na bibliografia tanto para a producao de biocombustiveis quanto como fonte
de alimentos e de pigmentos (PHUKAN er al., 2011), € de ficil cultivo e apresenta
comportamento sensivel em relacdo a diferentes condicdes de processo.

As microalgas apresentam diversos compostos em suas células, tais como lipidios,
carboidratos, proteinas e pigmentos, em diferentes concentragdes. Este perfil quimico reflete
diretamente a natureza do micro-organismo (como sua espécie ou linhagem), a influéncia das

condi¢des de cultivo escolhidas e a fase de crescimento da cultura. Desta forma, uma mesma
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espécie de microalga pode apresentar diferentes composicdes ao se manipular os fatores
especificados (ZEPKA et al., 2008).

Para a producdo de bioetanol de terceira geracdo, deve-se selecionar uma espécie de
microalga com a habilidade de produzir altas concentracdes de carboidratos ao invés de lipidios
como composto de reserva energética (MUSSATTO et al., 2010). Diversos estudos (BEHRENS
et al., 1989; DRAGONE et al., 2011) indicam que a limitagdo da quantidade de nitrogénio no
meio de cultivo é um dos principais fatores que acarretam o aciumulo de carboidratos pelas
microalgas. Segundo Behrenset al., 1989, as microalgas em um meio de cultivo com privacado de
nitrogénio direcionam o fluxo de carbono para a sintese de carboidratos em detrimento da
producdo de proteinas.

Sob condi¢des de cultivo otimizadas ou ndo, algumas espécies de microalgas vém
ganhando atencdo especial por apresentarem potencial de aplicacdo industrial para a producao de
bioetanol de terceira geracdo. Hiranoet al., 1997, ao cultivarem diversas espécies e cepas de
microalgas em condi¢Oes ndo otimizadas, encontraram duas com grande concentragdo de amido:
Chlamydomonasreinhardtii (UTEX2247) com 45% de amido (base seca) e Chlorella vulgaris
(IAM C-534) com 37% de amido (base seca). As produtividades das microalgas foram,
respectivamente, 11 e 32 g massa seca m? dial. Dragoneet al., 2011, produziram biomassa de
Chlorella vulgaris com até 41% de amido (base seca) em condi¢des de cultivo com baixo teor de
nitrogénio. Behrenset al., 1989, encontraram 55% de amido (base seca) em microalgas da espécie
Chlorella vulgaris cultivadas em meio com limitagao de nitrogénio. Segundo Doucha e Livansky,
2009, uma cepa mutante para producio de amido de Chlorella sp. pode acumular 70% de amido

(base seca) em condi¢des de supressdo de producio de proteinas.

2.4.1 Sistemas para producdo industrial de biomassa de microalgas

A producao de biomassa de microalgas para obtencdo de biocombustiveis apresenta, em
geral, custos mais altos e desafios técnicos maiores que o cultivo de culturas vegetais (ALAM et
al., 2012).Em larga escala, o cultivo de microalgas deve ser feito de modo a simular as melhores
condi¢cdes possiveis para crescimento dos micro-organismos. Atualmente, os cultivos s@o

realizados em sistemas abertos, em sistemas fechados ou em sistemas hibridos, que combinam as
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vantagens de ambas as técnicas (uma comparacao sistemdtica entre as duas primeiras técnicas €

apresentada no Quadro 2).

2.4.1.1 Sistemas abertos

Os sistemas abertos s3o os mais utilizados para o cultivo de microalgas em escala
industrial, uma vez que s@o mais baratos e mais faceis de construir e operar que fotobiorreatores
fechados (FBRs). Estes sistemas podem ser divididos em corpos d’dgua naturais (como lagos e
lagoas) e em lagoas artificiais, como as circulares, as inclinadas e as do tipo raceway. Dentre as
lagoas artificiais, as do tipo raceway sdo as mais comumente empregadas, uma vez que as lagoas
circulares sdo menos atrativas por apresentarem estruturas em concreto caras, alto consumo de
energia para agitacdao, complexidade mecanica para injecao de CO, e uso ineficiente da terra. As
lagoas do tipo raceway sdo canais de recirculagdo de ciclo fechado, normalmente ovais ou
sinuosas (como mostrado na Figura 3a). Comumente construidos em concreto ou emvalas
revestidas de pldstico branco, osracewayssdo compostos por canais com 20 a 50 cm
deprofundidade e até centenas de metros decomprimento, por umaroda de pds para promover
agitacdo e circulagdo do meio e evitar a sedimentacdo das microalgas e de dispositivos de injecdao
de CO, para melhora da aeracdo do sistema. Como os raceways operam, em geral, em regime
continuo, o indculo de microalgas e o meio de cultivo fresco sdo continuamente introduzidos logo
ap6s a roda de pds e circulados pelo circuito até o ponto de retirada da biomassa, localizado
imediatamente antes da roda de pds (BRENNAN e OWENDE, 2010; JOHN et al., 2011).
Embora este tipo de reator aberto seja amplamente utilizado industrialmente, seu design ainda é
estudado e modificado, como, por exemplo, através da diminui¢do da profundidade dos canais e
do uso de hélices alternativas para circulagdo do meio de cultivo (CHIARAMONTI et al., 2013).

Os sistemas abertos em geral sdo de constru¢do e de operacdo baratas, podem ser
instalados em terras com baixo potencial agricola, t€ém baixos requerimentos energéticos e
manutencdo minima. No entanto, eles apresentam certas desvantagens: o fato de existirem
grandes perdas de dgua por evaporacdo, flutuagao da temperatura no meio de cultivo, penetracao
limitada de luz e baixa eficiéncia de utilizacdo de CO, acarretam baixas produtividade e baixas
concentracdes de biomassa colhida. Além disto, por serem abertos a atmosfera, existe uma alta

possibilidade de contamina¢do do cultivo por outras espécies de microalgas. A manutencdo de
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uma monocultura de microalgas € possivel mediante o estabelecimento de um meio de cultivo
com condi¢Oes extremas, ao qual apenas as microalgas desejadas possam se adaptar — € ndo os
micro-organismos contaminantes (BRENNAN e OWENDE, 2010; JOHN et al., 2011; MATA et
al., 2010).

2.4.1.2 Sistemas fechados

As diversas limitagdes dos sistemas abertos levaram ao desenvolvimento de FBRs. Um
FBR ¢ definido como um reator projetado para o crescimento fotoautotréfico de micro-
organismos, de forma isolada do meio externo. Os principais designs de FBRs incluem
fotobiorreatores tubulares, de placas paralelas e de coluna.

Um fotobiorreator tubular (Figura 3b) consiste em um arranjo de tubos retos e
transparentes, normalmente confeccionados em plastico ou vidro, que permitem a passagem da
luz solar para o crescimento das microalgas fotoautotréficas. Em geral, os tubos t€ém didmetro de
10 cm ou menos, ji que a luz solar ndo penetra profundamente em cultivos com altas
concentracoes de células — normalmente encontrados em sistemas fechados. Os tubos sdo
orientados de forma a maximizar a captura da luz solar. Da mesma forma que em lagoas
raceway, o cultivo € feito de modo continuo: o meio de cultivo € circulado entre o arranjo de
tubos e o reservatdrio, onde ele é degaseificado e resfriado. A recuperacdo da biomassa ¢é feita
logo antes da introdug@o do meio de cultivono reservatério (CHISTI, 2007).

Os fotobiorreatores de placas paralelas sdo conhecidos pela grande drea de superficie
exposta a iluminacao solar e pelas altas densidades de células, podendo-se alcancar concentragdes
de até 80 g L'em determinadas condi¢des de cultivo (HU et al., 1998). Como representado na
Figura 3c, este design consiste em compridas placas paralelas confeccionadas em materiais
transparentes, por entre as quais circula uma fina camada de meio de cultivo. A operagcdao do
equipamento também se dd de forma continua: em uma das extremidades do fotobiorreator,
insere-se meio de cultivofresco, juntamente com ar, CO;, e meio de cultivo reciclado; na outra
extremidade, faz-se a degaseificacdo do meio de cultivo, que € posteriormente direcionado para a
retirada da biomassa microalgal ou para resfriamento e reciclo (BRENNAN e OWENDE, 2010;
JORQUERA et al., 2010).
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Ja os fotobiorreatores de coluna sdo semelhantes aos tubulares, uma vez que sdo
compostos basicamente por um tubo vertical onde se faz o cultivo de microalgas. Este design
apresenta agitacdo eficiente, as maiores taxas volumétricas de transferéncia de massa e as
condicdes de crescimento de mais facil controle entre os FBRs, além de terem baixo custo e
serem compactos e de facil operacdo. A injecdo de ar no fundo do equipamento permite a aeracao
do meio de cultivo, evitando igualmente a sedimentacdo das microalgas. A iluminacdo se d4
internamente ou através das paredes transparentes do tubo (BRENNAN e OWENDE, 2010).

Por serem fechados, apresentarem bom aproveitamento da luz solar, grande drea de
superficie iluminada e baixos riscos de contaminag¢do, os FBRs apresentam culturas de
microalgas com concentragdo muito maior que em sistemas abertos. As condi¢des de crescimento
(pH, temperatura, agitacdao e concentragdes de O, e CO,) sdo de facil controle, uma vez que a
evaporacdo de dgua e as perdas de gases do meio de cultivosdao praticamente inexistentes. Os
FBRs apresentam, contudo, certas desvantagens inerentes: superaquecimento; biofouling, o
crescimento de microalgas nas paredes do fotobiorreator que diminui a penetracao de luz no meio
de cultivo; acimulo de O, gerado pela fotossintese; altas tensdes de cisalhamento sobre as
células. Os custos de constru¢do e operacao de FBRsconvencionais também sdo altos, sendo que
o custo total de produgdo de biomassa pode chegar a ser até uma ordem de grandeza maior que
em sistemas abertos. Mesmo assim, dependendo da espécie de microalga e da aplicacdo desejada,
a maior produtividade de biomassa pode compensar os custos de producdo e justificar o seu uso

industrial (BRENNAN e OWENDE, 2010; JOHN et al., 2011; MATA et al., 2010).
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(a) (b) Meio de cultivo fresco
Exaustdo
Coluna de Recup:ragﬁo da biomassa
degaseificagdo

Aguade <
resfriamento

Lagoa raceway
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*—Q } Fotobiorreatores
() Exaustdo ,{Ej—@
/

Exaustfjo Trocador de  Bomba
calor

Recuperagao
da biomassa

Meio de
cultivo fresco

Fotobiorreatores

Figura 3— Representag¢des de alguns dos principais tipos de reatores utilizados no cultivo de microalgas em larga escala: (a) lagoa do tipo
raceway; (b) fotobiorreator tubular com tubos horizontais paralelos; (c) fotobiorreator de placas paralelas

Fonte: adaptado de JORQUERAet al., 2010
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Quadro 2 — Comparacdo entre sistemas abertos e fechados para o cultivo de microalgas em larga escala

Sistema de cultivo

Sistemas abertos (lagoas)

Sistemas fechados (FBRs)

Controle de contaminantes Dificil Facil
Risco de contaminacao Alto Reduzido
Esterilidade Nenhuma Possivel

Controle de processo Dificil Facil

Controle de espécie Dificil Facil
Agitacdo Deficiente Uniforme

Regime de operacdo

Batelada ou semi-continuo

Batelada ou semi-continuo

Area requerida

FBRs ~ lagoas

Dependente da produtividade

Razio area/volume

Baixa (5-10 m™)

Alta (20-200 m™)

Densidade populacional Baixa Alta
Investimento Baixo Alto
Custos de operagao Baixo Alto
Eficiéncia de utilizagdo de luz Baixa Alta
Controle de temperatura Dificil Temperatura mais uniforme
Produtividade Baixa De 3 a 5 vezes mais produtivos

Perdas de 4gua

FBRs ~ lagoas

Dependentes do sistema de

resfriamento
Tensdo hidrodindmica sobre as
. Muito baixa Baixa-alta
microalgas
Evaporacdo do meio de cultivo Alta Baixa
Controle de transferéncia de gés Baixo Alto
Dependentes do pH,
Perdas de CO, FBRs ~ lagoas
alcalinidade, etc.
Inibicao por O, FBRs> lagoas Maior problema em FBRs

Concentragdo de biomassa

FBRs> lagoas

De 3 a 5 vezes maior

Aumento de escala

Dificil

Dificil

Fonte: adaptado de MATA et al., 2010
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2.4.1.3 Sistemas hibridos

Os sistemas hibridos combinam dois estdgios separados de crescimento. Primeiramente,
as microalgas sdo cultivadas em FBRs até que se atinja uma quantidade de células que minimize
os efeitosde contaminagdo por espécies indesejadas e bactérias. Em seguida, as microalgas sdo
transferidas para lagoas abertas e cultivadas sob condi¢cdes controladas de nutrientes para
estimulo de producdo de biomassa ou do composto desejado (BRENNAN e OWENDE, 2010).

Esta configuracdo combina algumas das vantagens de sistemas abertos e fechados de cultivo.

2.4.2  Recuperacdo da biomassa de microalgas

A etapa de recuperagdo da biomassa microalgal contida no cultivo, também conhecida
como “colheita”, requer o emprego de diferentes operacdes de separacdo solido-liquido. A
escolha da técnica de colheita apropriada exige o conhecimento das caracteristicas das microalgas
(como diametro e concentragdo de células no cultivo) e do valor agregado dos produtos desejados
(BRENNAN e OWENDE, 2010). Outro critério para sele¢cdo do procedimento de separagdo € a
possibilidade de se ajustar a concentragcdo final de biomassa ou o nivel aceitdvel de umidade no
concentrado em funcdo das etapas subsequentes (MATA et al., 2010). O custo da colheita de
microalgas pode representar de 20 a 30% do custo total do processo de producdo de biomassa
microalgal, sendo fundamental sua correta escolha para cada unidade industrial (BRENNAN e
OWENDE, 2010).

Em geral, a recuperacdo de microalgas envolve dois estigios sequenciais: separacao
inicial da biomassa do meio de cultivo e espessamento. O primeiro estdgio da colheita opera com
fatores de concentragdo de 100 a 800 vezes para atingir concentracdes de matéria sélida de 2 a
7%. Este desempenho é fortemente dependente da concentragdo inicial da biomassa no cultivo e
da técnica empregada, entre elas a floculacdo (agregacdo das microalgas através da adicao de
floculantes inorganicos como cloreto de ferro ou sulfato de aluminio), a flotagdo (coleta das
microalgas através da dispersao de microbolhas de ar no cultivo) e sedimentagcdo por gravidade.
Com um maior custo energético, a etapa de espessamento visa a concentragdo adicional da lama
obtida no primeiro estigio através de técnicas como filtracdo e centrifugacio (BRENNAN e

OWENDE, 2010).
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ApO6s a recuperacdo da biomassa, as microalgas devem ser rapidamente processadas por
serem pereciveis. Os métodos mais utilizados nesta etapa sdo a desidratacdo ou a secagem nas
suas mais diversas formas. A secagem ao sol € o método com menor custo, mas que envolve
longos periodos e grandes superficies de secagem, além da possibilidade de perda de material. A
secagem por aspersdo € utilizada na recuperacdo de produtos com alto valor agregado por
apresentar custo de operagdo relativamente alto. A liofiliza¢do € um processo de desidratacdo de
custo mais elevado, especialmente em operagdes em larga escala (BRENNAN e OWENDE,
2010).

A etapa de processamento descrita serve de preparacdo para a ruptura das células das
microalgas. Como os carboidratos de interesse para a producdo de bioetanol de terceira geragao,
ou seja, amido e celulose, se encontram no interior das paredes celulares das microalgas, estas
devem ser rompidas para liberacdo dos acucares (HARUN e DANQUAH, 2011). Entre os
métodos existentes, pode-se citar homogeneizadores de alta pressdo, autoclavagem ou adi¢ao de

acido cloridrico (HCI), hidréxido de sddio e lise alcalina (BRENNAN e OWENDE, 2010).

2.4.3 Hidrolise

Como ocorre com diferentes matérias-primas celuldsicas para produciao de bioetanol, a
biomassa de microalgas deve ser hidrolisada a acucares fermentesciveis para que ela possa servir
de substrato para a fermentacdo a bioetanol. Diversos métodos de hidrélise, também conhecida
por sacarificagcdo, tém sido utilizados, cada um com suas vantagens e desvantagens inerentes. A
hidrélise com 4cido concentrado requer o emprego de HCI ou de acido sulfirico (H,SO4)em
diferentes concentracdes e com alta temperatura. Mesmo que a recuperacao de agicares com este
método seja alta, a sua aplicacdo € limitada devido aos altos riscos de manuseio de 4cidos
concentrados e a dificuldade de se fazer seu reciclo. A hidrélise com &cido diluido exclui a
necessidade de recuperacdo do dcido utilizado, embora a sua eficiéncia de conversdo seja mais
baixa que a hidrdlise com 4acido concentrado. Ja a hidrdlise enzimdtica emprega enzimas
juntamente com pré-tratamento termoquimico para obter altas eficiéncias de conversdao. No
entanto, o alto custo das enzimas e o longo tempo de reagdo necessdrio diminuiram a sua

aplicacdo comercial (ZHOU et al., 2011).
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A hidrélise com 4cido diluido, o método mais empregado em grande escala para a
hidrélise de materiais lignoceluldsicos por ser o mais rdpido e passivel de utilizacio em
biomassasaqudticas, apresenta a desvantagem de promover a degradacdo de parte da glicose
(JEONG et al., 2012). Diversas espécies quimicas indesejaveis a fermentacdao sdao geradas, tais
como furfural, hidroximetilfurfural (HMF), 4cido acético e 4cido levulinico, os quais podem

inibir a atividade fermentativa dos micro-organismos produtores de bioetanol.

2.4.4  Fermentacdo

Como exemplo da possibilidade técnica da producao de bioetanol a partir de microalgas
em escala laboratorial, pode-se citar Harunet al., 2009, que produziram 3,83 g L' de bioetanol
com a fermentacdo de 10 g L' da biomassa resultante da extracdo de lipidios de um cultivo de
microalgas da espécie Chlorococum sp.Efremenkoet al., 2012, produziram bioetanol a partir da
fermentacdo alcodlica com Clostridium acetobutylicum de carboidratos oriundos de biomassa de
diferentes espécies de microalgas (entre elas Arthrospiraplatensis, Chlorella vulgaris e
Dunaliellatertiolecta), obtendo rendimentos de bioetanol entre 3,6 € 34,5%.

Em escala industrial, a producdo de bioetanol de terceira geracdo se dd da forma
tradicional, ou seja, a solucdo de acucares fermentesciveis € mantida em dornas de fermentacdo
juntamente com o agente fermentador, que utiliza os aclicares em seu metabolismo e excreta
bioetanol no meio de fermentacdo. Na sequéncia, um processo de destilacdo separa dgua por
diferenca de pressao de vapor, elevando a concentracdo de bioetanol de 10 a 15%,apds a
fermentagdo,para 95%, onde hd formacdo do azedtropo etanol-dgua. O bioetanol em forma
liquida produzido desta forma pode ser utilizado em substitui¢do ou em conjunto com gasolina
em veiculos automotivos (BRENNAN e OWENDE, 2010; MUSSATTO et al., 2010).

Da mesma forma que na utilizagdo de biomassa de segunda geracdo, a produgdo de
bioetanol de terceira geracdo passa pela fermentacdo tanto de hexoses quanto de pentoses.A
hidrélise de microalgas produz uma solu¢@o de carboidratos rica em aguicares simples oriundos da
quebra das paredes celulares das células. Para a produgdo de bioetanol de terceira geracdo se
tornar economicamente vidvel, todos os potenciais substratos devem ser empregados. Neste
sentido, agentes fermentadores tradicionais, como a levedura Saccharomycescerevisiae ou a

bactéria Zymomonasmobilis, apresentam a limitacdo pritica de produzirem etanol de forma
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eficiente apenas a partir de hexoses. Embora existam micro-organismos naturais capazes de
fermentar diversas formas de acticares, alguns apresentam desvantagens em relacdo a producao
em escala industrial, como baixas estabilidade e tolerdncia a inibidores (MUSSATTOet al.,

2010).

2.5 Conclusdes parciais

Neste capitulo, foram expostas as bases tedricas do cultivo de microalgas e da sua
utilizacdo como matéria-prima para a sintese de bioetanol.Apesar de ser uma alternativa
relativamente nova para a sintese do biocombustivel, diversos estudos referentes a produgdo de
bioetanol de terceira geracdo e aos processos quimicos e biotecnoldgicos envolvidos podem ser
encontrados na literatura cientifica. Assim, o presente trabalho objetiva contribuir para o
desenvolvimento desta drea do conhecimento,tomando como referéncia os pontos aqui

apresentados para delineamento dos experimentos apropriados.




CAPITULO 3
MATERIAIS E METODOS
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3.1 Microalga e meio de cultura

A microalga utilizada nos experimentos foi a Chlorella vulgaris, cedida pelo Centro de
Ciéncias Agrérias (CCA) da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar), em Araras (SP).

O meio de cultura BG-11, usado tanto para manutenc¢do e propagacdo dos indculos
quanto nos cultivos do planejamento experimental, apresenta a seguinte composi¢do (RIPPKA et
al., 1979): 1500 mg L' de NaNOs, 40 mg L' de K,HPO,, 30 mg L de CaCl,.2H,0, 19 mg L™
de Na,CO3, 8 mg L de MgS04.7H,0, 7 mg L™ de C¢HsO7.H,0, 6 mg L™ de citrato de ferro e
amonio, 3 mg L™ de H;BO3, 2 mg L de MnCl,.4H,0, 0,7 mg L™ de Na,EDTA.2H,0, 0,4 mg L’
! de Na,M004.2H,0, 0,2 mg L' de ZnS0,.7H,0, 0,1 mg L' de CuSO,.5H,0 e 0,05 mg L™ de
Co(NO3),.6H,0.

Todos os meios de cultivo e demais materiais (vidrarias, sensores, filtros de ar)foram
esterilizados por 15 min a 121 °C em autoclave vertical (Phoenix Luferco, modelo AV-50 Plus) e
manuseados em bancada de fluxo laminar vertical (Pachane, modelo PA 050). Antes da
autoclavagem, o pH dos meios de cultivo € ajustado para 7,5(RIPPKA et al., 1979) utilizando-se

solucdao de HCI 0,1 N.
3.2 Camara de fotoperiodo para propagacao de indculos

Uma cdmara com um banco de luzes foi projetada e construidapara proporcionar a
propagacdo de ind6culos para os cultivos de microalgas e para a manuten¢do da cepa de Chlorella
vulgaris. O equipamento, que pode ser visto na Figura 4, é composto por duas caixas em MDF
branco de 45 cm x 70 cm x 70 cm, com oito lampadas fluorescentes brancas tipo “luz do dia”
(temperatura de cor de 6400 K) de 20 W internas a cada uma delas. Um agitador do tipo wrist-
action (BurrellScientific, modelo 75) foi empregado para suportar até oito cultivos de microalgas
simultaneamente. O fotoperiodo, ou seja, o periodo didrio em que as lampadas ficam ligadas,foi
controlado por um temporizador digital, enquanto a aeracao foi feita por um compressor de ar de

2W.
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Figura 4—Camara de fotoperiodo utilizada

para propagagdo de microalgas

3.3 Fotobiorreator de placa plana

Os experimentos foram realizados em um fotobiorreator de placa plana de bancada
(Photon Systems Instruments, modelo FMT 150/1000). O fotobiorreator dispde de uma cuba
retangular, de dimensdes 19,7 cm de altura, 10,3 cm de largura e 6,0 cm de profundidade,
confeccionada com placas de vidro de 3 mm de espessura ede volume total igual a 1,2 L. O
volume empregado nos cultivos do planejamento experimental foi de 1 L ea montagem do
aparato experimental pode ser vista na Figura 5.

O topo do fotobiorreator dispde de quatro entradas para agulhas de aco inoxiddvel
acopladas a conexdes do tipo Luer-Lock, das quais trés foram utilizadas para retirada de amostras
do cultivo e para injecdo separada de ar e CO,. Além destas, outras trés entradas de maior
diametro sdo dispostas na parte central da cuba para insercdo de sensores de O, dissolvido
(Mettler Toledo, modelo InPro 6800), CO, dissolvido (Mettler Toledo, modelo InPro 5000) e
sensor integrado de pH e temperatura (Mettler Toledo, modelo InPro 325X).
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Figura 5 — Foto do fotobiorreator FMT 150/1000

A cuba foi disposta ao lado de um arranjo contendo 12 fileiras de LEDs azuis
(comprimento de onda de 455 nm) e vermelhos (comprimento de onda de 627 nm) intercalados,
que forneceum fluxo luminoso uniforme e constante ao cultivo, de até 3500 pE m?s!
(micromoles de fétons por metro quadrado e por segundo).Nos frascos de propagacdo e no
fotobiorreator, o fluxo luminoso foi determinado com um luximetroLI-COR, modelo LI-250A,
equipado com sensor de radiacio Quantum LI-190. Este sensor é sensivel a radiacdo
fotossinteticamente ativa, compreendendo a regiao do espectro luminoso entre 400 e 700 nm.

A temperatura do cultivo foi regulada mediante o uso de dois elementos Peltier de 200
W integrados na base do equipamento, em contato direto com a cuba contendo a suspensdo de
microalgas. Tais dispositivos termoelétricos se valem do efeito Peltier-Seebeck para atuarem
tanto como aquecedores quanto como refrigeradores, sendo utilizados como controladores de
temperatura. A agitacdo do cultivo foi feita através de barra magnética posicionada na face
frontal da cuba, oposta a placa adjacente ao arranjo de LEDs.

O crescimento das microalgas pdde ser monitorado em tempo real através de
densitdmetro 6ptico integrado na parte inferior do equipamento. Um LED infravermelho com

comprimentos de onda de 680 nm emite radiacdo luminosa através de um caminho 6ptico de 1

cm, sendo captada por um fotodiodo PIN com faixa de detecc@o entre 665 e 750 nm (NEDBAL
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et al., 2008). A densidade dptica medida a 680 nm apresentou alta correlacdo com a concentracao
de Chlorella vulgaris em massa seca por litro. Em altas concentragdes celulares, amostras foram
retiradas do fotobiorreator e medidas conforme a Secdo 3.9.1 apds diluigdo com meio BG-11.As
radiacdes luminosas de 455 nm (azul) e 627 nm (vermelho), também emitidas por LEDs, foram
utilizadas para determinacdo das eficiéncias fotossintéticas operacionaisassociadas ao cultivo. A
eficiéncia fotossintética operacional (EF”), fornecida diretamente pelo fotobiorreator, € dada pela

Equacao 2:

F' 2)

ondeF;” é a fluorescéncia instantanea da clorofilain vivo e F,,” € a fluorescéncia maxima da
clorofila no estado adaptado a luz.

O fotobiorreator operou conectado a um computador externo para definicdo de
protocolos de experimento (fotoperiodo e fluxo luminoso, controle de temperatura e

periodicidade da aquisi¢do de dados) e gravagdo de dados oriundos dos sensores em tempo real.

3.4 Condigdes de cultivo e planejamento experimental

Os in6culos de Chlorella vulgaris foram mantidos e propagados em frascos Erlenmeyers
com 600 ml de meio de cultura BG-11,sob fluxo luminoso de 62 uEm'zs'lfornecido na camara de
fotoperiodo, aeragdo forcada constante de 1 VVM, temperatura de 26 + 4°C e fotoperiodo de 12 h
(claro-escuro). Os cultivos foram mantidos até que se atingisse a fase exponencial de crescimento
e posteriormente centrifugados (Eppendorf, modelo 5810R) a 1620xg por 15 min para coleta da
biomassa. As condi¢des empregadas no fotobiorreator foram: inéculo de cerca de 300 mgL™;
aeracdo de 1 VVM; fotoperiodo de 12 h (claro-escuro); agitacdo de 300 rpm; tempo total de
cultivo de 168 h; e temperatura de 27 £ 0,5 °C.

Nos cultivos realizados no fotobiorreator, foram avaliados os efeitos de duas variaveis
de processo (fluxo luminoso e concentracdo de CO, na alimentacdo gasosa) € uma condi¢ao
nutricional (concentracdo de NaNO; de cultura) sobre a produtividade de biomassa e composicao
das microalgas em termos de lipidios, carboidratos e proteinas. Os niveis das varidveis sdo

mostrados na Tabela 3 e foram estabelecidos apos consulta a bibliografia apropriada (BEHRENS
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et al., 1989; BILANOVIC et al., 2009; DRAGONE et al., 2011; PHUKAN et al., 2011). O fluxo
luminoso € facilmente modulado através do computador conectado ao fotobiorreator. A
concentracdo de CO, na alimentacdo gasosa foi ajustada através da medi¢do das vazdes
volumétricas de ar e CO, com rotametros (Dwyer, modelos RMA-13-SSV ¢ RMA-11-SSV,
respectivamente). No menor nivel desta varidvel (valor codificado de -1,68), fez-se a injecao de
apenas ar atmosférico. O nivel central para a concentracio de NaNO; (valor codificado de 0)

corresponde a concentracdo encontrada na formulagao original do meio BG-11.

Tabela 3— Valores das varidveis independentes analisadas no planejamento composto central

Nivel (valores codificados)
Varidvel independente

-1,68 -1 0 +1
Fluxo luminoso (uE m™s™) - 60 90 120
Concentragcdo de CO; (%) 0 3 7,5 12
Concentracdo de NaNO; (mg L) 156 700 1500 2300

Devido ao nimero de experimentos que seriam necessdrios para um planejamento
fatorial completo de trés varidveis e cinco niveis, optou-se por utilizar um planejamento
composto central de trés fatores. Desta forma, existe a possibilidade de se investigar diferentes
fatores e suas interagdes com menos experimentos e, portanto, com um menor custo total de

analise.

3.5 Cinética de crescimento

Nos diferentes cultivos, o comportamento da fase exponencial de crescimento foi

caracterizadopela reta descrita na Equagao 3:

InC-InCy, = u,,,. (t—1,) 3)

ondeC € a concentragdo celular no tempo #, Cy; € a concentracdo celular no instante de inicio da
fase exponencial de crescimento, ¢t é o tempo, t; € o tempo no instante de inicio da fase

exponencial de crescimento e 4, € a velocidade maxima especifica de crescimento.
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A partir de f,4y, fo1 possivel calcular o tempo de geragdo (f,) associado, ou seja, o tempo
necessdario para duplicacdo do nimero de células e, por conseguinte, da biomassa do cultivo. A

Equacido 4 fornece a expressao para f,:

_In2 4)
tg - ﬂma’x

A produtividade média de biomassa (P), dada em g L! dia'l, ¢ calculada segundo a
Equacdo 5:
-C, (5)

ondeCy € a concentragdo final de biomassa no cultivo (g L'l), C; é a concentracdo inicial de

biomassa no cultivo (g L'l) e t € o tempo total da batelada (dias).
3.6  Pds-processamento

Ao fim de cada cultivo, a biomassa foi recuperada através de centrifugacdo em
centrifuga (Eppendorf, modelo 5810R) a 1843xg por 15 min a 20 °C. As amostras foram lavadas
com 4gua destilada para retirada dos sais remanescentes do meio de cultivo e se procedeu a nova
centrifugacdo a 1843 xg por 15 min. A biomassa coletada foi congelada com nitrogénio liquido (-
196 °C) e conservada através de liofilizacdo em um liofilizador (Labconco, modelo
FreeZoneTriad) por 40 horas, a uma temperatura de -50 °C e sob vicuo de pelo menos 0,02 mbar
a fim de se evitar alteracdes na composi¢do e perdas de nutrientes. Posteriormente, as amostras

foram armazenadas em dessecador.
3.7 Hidrdlise acida
A ruptura das células anterior a hidrdlise foi feita por desintegracdo mecanica através do

uso de pildo e almofariz. Para a obtencdo dos carboidratos contidos nas microalgas, optou-se pela

hidrélise 4cida das células com H,;SO42 N. Para isto, suspensdes de 225 mg de biomassa
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liofilizada com concentracio de 15 g L™ foram tratadas por 30 min em autoclave vertical a uma

temperatura de 120 °C, conforme determinado por Harun e Danquah, 2011.

3.8 Fermentagdo etandlica

Para a obtencao de biomassa em quantia suficiente para o ensaio fermentativo, o cultivo
do planejamento experimental com maior produtividade de carboidratos foi repetido no
fotobiorreator descrito na Secao 3.3 e nas condi¢des determinadas na Secdo 3.4.

Para o ensaio de fermentagdo etandlica a partir do hidrolisado de microalgas obtido, foi
utilizada a levedura Dekkerabruxellensis CCA155 (mantida no Centro de Ciéncias
AgrariasdaUniversidade Federal de Sao Carlos), reconhecidamente produtora de etanol a partir
de hexoses e pentoses (BLOMQVIST et al., 2010; BASSI et al., 2011). Os experimentos foram
conduzidos em agitador orbital a 30 °C e agitacdo de 160 rpm por 120 h, com indéculo na
propor¢do de 10 g de massa imida por litro de hidrolisado e meio padrdao YEPD como controle.

Amostras foram coletadas a cada 24 h para quantificacao de agucares, inibidores e etanol
em cromatografia liquida de alta performance (HPLC), conforme Secdao 3.9.5, estimativa de
concentracdo celular por absorbancia a 600 nm utilizando curva padrdo e pH dos meios de

cultivo. Estes ensaios foram conduzidos nos laboratérios do CCA da UFSCar, em Araras (SP).

3.9 Meétodos analiticos

3.9.1 Concentragdo de biomassa no cultivo

A visualizacdo do estado do cultivo e a determinacao do nimero de células foram feitas
através de contagem em microscépio (Olympus, modelo CX21) com utilizacio de camara de
Neubauer.

A concentracio de biomassa (g L™)foi medidaperiodicamente durante a realizacio do
cultivo para acompanhamento da producdo de biomassa e obtencdo das curvas de crescimento
através da determinagdo da densidade Optica do cultivo com um espectrofotometro a 682 nm

(GBC ScientificEquipment, modelo Cintra 10e). Uma curva de calibracdo foi determinada a
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partir de diferentes padrées com concentracdes conhecidas de biomassa seca da microalga

(Anexo, Figura 30). Todas as medidas foram feitas em triplicata.

3.9.2  Quantificacdo de lipidios

A quantidade de lipidios contida nas microalgas foi determinada através do método de
Bligh e Dyer modificado (BLIGH e DYER, 1959). Foram pesadas 50 mg de amostra,
posteriormente maceradas com bastdao de vidro em tubo de ensaio. Adicionou-se 1,6 mL de H,O,
4mL de metanol e 2 mL de cloroférmio e misturou-se em agitador orbital de tubos por 30 min.
Adicionou-se 2 mL de cloroférmio e 2 mL de uma solu¢do aquosa de 1,5% de Na,SO,4 e
misturou-se novamente por 2 min. A emulsdo foi separada através de centrifugacao (Eppendorf,
modelo 5810R) a 4500 x g por 10 min, apds a qual trés fases distintas sdo observadas: uma fase
aquosa, no topo; um disco de proteina, central; e uma fase orgéanica, no fundo do tubo, contendo
os lipidios. A fase organica foi transferida para uma placa de vidro e colocada em uma estufa a
105 °C por 24h para remog¢do do cloroférmio. A massa da fragdo lipidica foi determinada por

gravimetria em balanca analitica apds atingir peso constante em dessecador.

3.9.3 Andlise qualitativa de dcidos graxos

A preparagdo do 6leo de microalgas para determinacdo dos 4acidos graxos foi feita
através de derivatizacdo com metanol, segundo Hartmann e Lago, 1973. Os ésteres metilicos dos
acidos graxos foram separados de acordo com o procedimento AOCS Ce 1f-96 (2009), em um
cromatégrafo gasoso capilar (Agilent, modelo 6850)equipado com coluna capilar DB-23 Agilent
(50% cianopropil — metilpolisiloxano), de 60 m x 0,25 mm de didmetro internoe 0,25 pm de
espessura de filme.

As condi¢des de operacdo do cromatdgrafo foram: fluxo de gds de arraste (He)de
ImLmin™, velocidade linear de 24 c¢cm s, temperatura do detector de 280°C, temperatura do
injetor de 250°C, temperatura do forno de 110 — 215 °C (aquecimento de 5°C min™"), 215°Cpor 24

min, volume de inje¢do de 1uL e razdo desplitde 1:50.
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3.9.4  Quantificac¢do de proteinas

A determinagdo do teor de proteinas na biomassa microalgal foi estimada pelo teor de
nitrogénio total através do método de digestdo com persulfato de potéssio e hidréxido de sédio.
Apos digestao em reator Hach DRB200 durante 30 min, realizou-se a leitura a 410 nm em
espectrofotometro Hach DR5000, descontando-se o valor de nitrato determinado por reagente
NITRAVER 5 (Hach). A concentragdo de proteinas foi entdo estimada pelo teor de nitrogénio

total multiplicado pelo fator de conversao de 6,25 (VOLTOLINA et al., 1999).

3.9.5 Quantificacdo de aclicares fermentesciveis, inibidores de fermentacdo e etanol

Utilizou-se HPLC para determinacdo das concentracdes dos diferentes compostos
provenientes das etapas de hidrélise da biomassa de microalgas e de fermentagao etandlica.

As concentracdes de actucares (glicose, xilose, arabinose e celobiose), dcido acético,
acido levulinico e etanol foram determinadas em um equipamento (Agilent, modelo 1260
Infinity) com detector de indice de refragdo modelo G1362A a 35 °C, utilizando-se uma coluna
Aminex HPX-87H de 300 mm x 7,8 mm a 30 °C, fase mével de H,SO, 0,01 N e fluxo de eluente
de 0,6 mL min™'. O volume de amostra injetado foi de 15 pL e o tempo total de analise foi fixado
em 30 min. Os tempos médios de reten¢do de cada composto foram: celobiose (7,3 min), glicose
(8,9 min), xilose (9,6 min), arabinose (10,6 min), dcido acético (15,6 min), acido levulinico (17,7
min) e etanol (21,1 min).

As concentragdes de inibidores de fermentacdo etandlica, furfural e HMF, foram
determinadas em um equipamento (Agilent, modelo 1260 Infinity) com detector de arranjo de
diodos modelo G4212B em um comprimento de onda de 280 nm,utilizando-se uma coluna
WatersNova-Pak C-18 de 150 mm x 4,6 mm a 30 °C, fase mével de acetonitrila em dgua 1:8 e
1% de acido acético (v/v) e fluxo de eluente de 0,8 mL min". O volume de amostra injetado foi
de 15 pL e o tempo total de andlise foi fixado em 20 min. Os tempos médios de reten¢do de cada

composto foram: HMF (2,7 min) e furfural (4,2 min).




CAPITULO 4
RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Cultivo de microalgas

4.1.1 Propagacdo do inoculo

A Figura 6 mostra o perfil de concentracdo celular de Chlorella vulgaris usada nos

experimentos, determinado através de contagem em cdmara de Neubauer.
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Figura 6 — Perfil de crescimento de um indculo usado no planejamento experimental

Através da Figura 6, pode-se constatar a ocorréncia de uma fase lag de
aproximadamente 72 h de duracdo. A partir do fim desta, inicia-se uma fase de crescimento
exponencial até cerca de 140 h de cultivo. Nos dias finais dos cultivos, percebe-se uma
desaceleracdo no aumento da concentracdo celular, a qual se segue uma fase estaciondria de
crescimento.Para garantir que o indculo estivesse na fase exponencial de crescimento e com alta
concentracao celular, a recuperacao da biomassa foi feita com 120 h de tempo total de cultivo.

Para este perfil de crescimento, foi calculada uma 5, de 0,497 +0,113 dia! eumat, de

1,44 + 0,28 dia.
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4.1.2 Delineamento do planejamento experimental

A Tabela 4 traz os valores empregados em cada uma das bateladas do planejamento
experimental. Ao todo, foram realizados 13 cultivos, sendo 11 referentes ao planejamento fatorial
completo e dois correspondentes aos pontos axiais de concentracdes de CO,na alimentacio

gasosa e de NaNOs3no cultivo minimas.

Tabela 4— Valores codificados e reais das varidveis nos cultivos do planejamento experimental

Valores codificados Valores reais
Cultivo  Fluxo  Concentragdo Concentragio Fluxo Concentragho - Concentrago
luminoso(nE de CO, de NaNOs
luminoso de CO, de NaNO; b r
m’s’) (%) (mg L)
1 -1 -1 -1 60 3 700
2 -1 -1 1 60 3 2300
3 -1 1 -1 60 12 700
4 -1 1 1 60 12 2300
5 1 -1 -1 120 3 700
6 1 -1 1 120 3 2300
7 1 1 -1 120 12 700
8 1 1 1 120 12 2300
9 0 0 0 90 7,5 1500
10 0 0 0 90 7,5 1500
11 0 0 0 90 7,5 1500
12 0 -1,68 0 90 0 1500
13 0 0 -1,68 90 7,5 156
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4.1.3 Produtividade média de biomassa

A Tabela 5 resume as concentragdes iniciais e finais, bem como as produtividades
médias de biomassa de cada um dos 13 cultivos realizados no fotobiorreator de placa plana. Para
calculo de P, conforme a Equacdo 5, foi utilizado um tempo total de cultivo igual a sete dias. Os
niveis das varidveis estudadas também sdao mostrados.

Em uma avaliacdo preliminar, observa-se que os cultivos 5 a 8 — aqueles com nivel
superior de fluxo luminoso — apresentam concentragdes finais de biomassa mais altas que as
demais (em torno de 2 g L'l) e, consequentemente, maiores valores de produtividade média de
biomassa (acima de 0,22 g L'l). Bholaer al., 2011, ao analisarem o cultivo autotréfico de
Chlorella vulgaris, mostraram que fluxos luminosos de até cerca de 200 pE m™ s’ limitam a
realizacdo da fotossintese pela microalga. Portanto, na faixa estudada, os cultivos do
planejamento experimental sdo limitados pelaquantidade de luz fornecida, o que explica a
obtencdo de maiores produtividades de biomassa com maiores fluxos luminosos.Os pontos
centrais do planejamento experimental (com todas as varidveis codificadas no nivel 0)
apresentaram boa reprodutibilidade, com produtividades médias de biomassa de 0,193, 0,198 e
0,206 g L™ dia™.

Empregando-se o software estatistico STATISTICA 7.0, pdde-se fazer uma andlise mais
detalhada da resposta da produtividade média de biomassa em fun¢do das varidveis estudadas.
Trabalhou-se com um intervalo de confianca de 95%, com erro puro, visto que ha trés repeti¢oes
no ponto central, e com efeitos lineares, quadraticos e interagdes de até dois efeitos. A Tabela 6
indica os coeficientes de regressdo para cada um dos efeitos, bem como os erros padrdes e outros
dados estatisticos das varidveis codificadas. Através do p-valor, pode-se constatar que os efeitos
significativos para explicar a variacdo da produtividade de biomassa s@o o fluxo luminoso (linear
e quadratico) e a concentracdo de CO, na alimentagdo gasosa (quadritico). Ao se ignorar os
outros seis efeitos ndo significativos, gerou-se a Tabela 7, que conta com os coeficientes de

regressao para estabelecimento de um modelo descritivo simplificado.
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Tabela 5— Concentracdes iniciais e finais de biomassa e produtividades médias de biomassa dos cultivos do planejamento experimental

Concentragdo Concentragdo  Produtividade média
Cultivo Fluxo luminoso Concentragdode  Concentragdo de inicial de final de de biomassa
CO, NaNO3 i 1 . 1 4 g

biomassa (g L")  biomassa (g L") (gL dia™)
1 -1 -1 -1 0,247 + 0,003 1,350 £ 0,015 0,158 + 0,002
2 -1 -1 1 0,293 £+ 0,004 1,566 + 0,005 0,182 £ 0,001
3 -1 1 -1 0,293 £ 0,001 1,290 £ 0,033 0,140 £ 0,003
4 -1 1 1 0,306 £ 0,001 1,317 £ 0,009 0,144 + 0,001
5 1 -1 -1 0,242 + 0,001 2,046 + 0,062 0,262 + 0,006
6 1 -1 1 0,316 £ 0,002 2,092 £0,011 0,254 £ 0,001
7 1 1 -1 0,304 £ 0,001 1,902 £ 0,019 0,227 +£ 0,002
8 1 1 1 0,326 + 0,005 2,062 £ 0,011 0,248 + 0,002
9 0 0 0 0,316 + 0,009 1,699 + 0,061 0,193 + 0,006
10 0 0 0 0,302 £ 0,001 1,739 £ 0,015 0,206 £+ 0,001
11 0 0 0 0,344 £ 0,003 1,752 £ 0,057 0,198 + 0,007
12 0 -1,68 0 0,318 + 0,001 1,224 + 0,016 0,130 + 0,002
13 0 0 -1,68 0,326 + 0,004 1,710 + 0,009 0,198 + 0,001
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Tabela 6— Anadlise de significancia para P com todas as varidveis

Coeficiente de

Estimativas por intervalo

Fator ~ Erro padrao t(2) p-valor
regressao -95% +95%

Média 0,198161 0,003618 54,7751  0,000333  0,182595 0,213727
L (L) 0,045875 0,002572 17,8329  0,003130  0,034806 0,056944
L(Q) 0,031843 0,004604 6,9164  0,020271 0,012034 0,051653
C(@L) 0,012093 0,003242 3,7299 0,064954 -0,001857  0,026042
CQ -0,056857 0,005417 -10,4957  0,008956 -0,080165  -0,033549
N (L) 0,003898 0,003242 1,2023 0,352269 -0,010051  0,017848
N(Q) 0,004841 0,005417 0,8937 0,465777 -0,018467  0,028150
LxC 0,002513 0,003107 0,8087 0,503572 -0,010854  0,015879
LXN -0,002512 0,003107 -0,8087  0,503572 -0,015879  0,010854
CxN 0,002020 0,004163 0,4852  0,675452 -0,015892  0,019932

L: nivel de fluxo luminoso; C: nivel de CO, na alimentac¢do gasosa; N:

de cultivo; (L): efeito linear; (Q): efeito quadratico

nivel de NaNO;3; no meio

Tabela 7— Andlise de significincia para P com as variaveis significativas (modelo simplificado)

Coeficiente de

Estimativas por intervalo

Fator ~ Erro padrao t(2) p-valor

regressao 959 +95%
Média 0,197005 0,003174 62,07505  0,000259  0,183350 0,210660
L (L) 0,045875 0,002318 19,78731  0,002544  0,035900 0,055850
L Q) 0,034526 0,004142 8,33534  0,014090 0,016704 0,052349
CQ) -0,047733 0,004824 -9,89448  0,010061  -0,068490  -0,026976

L: nivel de fluxo luminoso; C: nivel de CO, na alimentagcdo gasosa; (L): efeito linear; (Q): efeito

quadratico

A partir dos coeficientes de regressdo da Tabela 7, é possivel estabelecer um modelo
simplificado em varidveis codificadas para a produtividade média de biomassa no fotobiorreator

de placa plana, como mostrado na Equacao 6:
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P =0,197 +0,046L + 0,034L* — 0,048C* (6)

ondeL é o fluxo luminoso e C € a concentracdo de CO, na alimentacdo gasosa, em valores
codificados.

O modelo gerado foi validado através de uma anélise de variancia (ANOVA), mostrada
na Tabela 8. A percentagem de variagdo explicada pelo modelo é de 93,95%, um valor
satisfatorio. Através de testes com a distribuicdo de Fisher (teste F), valida-se a descricdo dos
dados experimentais pelo modelo simplificado. No primeiro teste F, compara-se a razao entre as
médias quadraticas da regressdo e dos residuos com o valor tabelado da distribui¢do de Fisher
para os graus de liberdade das duas fontes de variacdo. O modelo passa no primeiro teste se a
razdo calculada for maior que o valor tabelado. J4 no segundo teste F, a razdo entre as médias
quadraticas da falta de ajuste e do erro puro é comparada com o valor tabelado da distribuicdo de
Fisher para os graus de liberdade das duas fontes de variacdo. O modelo matematico passa no
teste se a razdo calculada for menor que o valor tabelado, sendo assim considerado védlido. No
caso da produtividade média de biomassa, o modelo matemdtico passa no primeiro teste F
(Featcutado = 46,6 >>F39 = 3,86) e no segundo (Feaculado = 4,40 << F;, = 19,4), sendo util para

descricao dos dados experimentais.

Tabela 8— ANOVA para P (modelo simplificado)

Fonte de variacao Soma quadrética Graus de liberdade Média quadratica
Regressdo 0,021922 3 0,007307
Residuos 0,001411 9 0,000157
Falta de ajuste 0,001325 7 0,000189
Erro puro 0,000086 2 4,3E-05
Total 0,023333 12
% de variacao explicada 93,95%
% méaxima de variac¢do explicavel 99,63%

A partir do modelo simplificado, pode-se tracar a superficies de resposta e a curva de

nivel associadas, como mostrado nas Figuras 7 e 8, respectivamente.




Resultados e Discussdo

67

(TR (V) TIOR3 BRI APEDAINDOIE
A -

08
0

o2

0 /52 I‘:Q¢

0. /;féil' "" SO S S LT T
L RN
- < ""0":2"“‘?"‘.‘

Figura 7—Superficie de resposta para a produtividade média
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CO; na alimentagdo gasosa

1,0

Nivel de CO,

Produtividade média de biomassa

I 0.27
I 024
o2

[ o.16
0,12
06 04 02 00 02 04 06 08 L0 iigy
Nivel de fluxo luminoso

Figura 8 — Curva de nivel para a produtividade média de biomassa

em fun¢do dos niveis de fluxo luminoso e de CO, na alimentagdo

gasosa




Resultados e Discussdo 68

Através da superficie de resposta e da curva de nivel, percebe-se nitidamente um
aumento na produtividade média de biomassa com um aumento no fluxo luminoso fornecido ao
cultivo. Ja a adicdo de CO; na alimentac@o gasosa tem efeitos similares nos seus extremos: em
cultivos aerados sem suplementacdao de CO,, a produtividade de biomassa € baixa, o que indica
que as microalgas tém capacidade para absorver mais CO, que o fornecido pelo ar atmosférico.
Entretanto, em cultivos com alta concentracdo de CO; na alimentacdo gasosa (em torno de 12%),
a produtividade de biomassa € tao baixa quanto em cultivos aerados apenas com ar atmosférico.
Isto se deve, muito provavelmente, ao baixo pH inicial (em torno de 4) do meio de cultivo
proporcionado pelo borbulhamento de CO,.Bholaet al., 2011, obtiveram resultados similares: em
concentracdes intermedidrias de CO, (cerca de 4%), a produtividade de biomassa de Chlorella
vulgaris foi significativamente maior que em cultivos aerados com ar atmosférico ou comaltas
concentracdes de CO,(de até 15%).

A quantidade inicial de NaNOs; no meio de cultivo ndo foi significativa para explicar a
produtividade de biomassa de Chlorella vulgaris. Em comparacdo com outros meios de cultivo
de microalgas, como o meio Bristol, por exemplo, o meio de cultivo BG-11 apresenta
quantidades de nitrogénio relativamente altas (250 e 1500 mg L™ respectivamente).Os menores
niveis de nitrogénio empregados no planejamento experimental (-1 e -1,68, correspondentes a
700 e 156 mg L' de NaNOs;, respectivamente) ndo afetaram a produtividade de biomassa

significativamente.

4.1.4 Cinéticas de crescimento dos cultivos do planejamento experimental

Através do monitoramento periddico da concentragdo de biomassa nos cultivos, foram
tracadas as curvas de crescimento correspondentes as diferentes condi¢des dos experimentos. Os
perfis de concentragdo de biomassa referentes as 13 bateladas definidas no planejamento
experimentalestdo agrupados em trés figuras distintas: cultivos com nivel de NaNOs igual a -1
(Figura 9), cultivos com nivel de NaNOs igual a +1 (Figura 10) e cultivos com fluxo luminoso no

nivel intermedidrio, igual a 0 em varidveis codificadas (Figura 11).
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Figura 9 — Curvas de crescimento para os cultivos com nivel de NaNO; igual a -1. Demais

condicdes: cultivo 1 (L-1, C-1); cultivo 3 (L-1, C+1); cultivo 5 (L+1, C-1); cultivo 7 (L+1, C+1)
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Figura 10 — Curvas de crescimento para os cultivos com nivel de NaNOs igual a +1. Demais
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Figura 11 — Curvas de crescimento para os cultivos com nivel de fluxo luminoso igual a O.

Demais condigdes: cultivos 9, 10 e 11 (L0, CO); cultivo 12 (C-1,68, NO); cultivo 13 (CO, N-1,68)

Através da andlise das curvas, percebe-se a inexisténcia da fase de lag no crescimento da
biomassa, fato que se deve a inoculacao de microalgas na fase exponencial tardia de crescimento.
Constata-se, no entanto, a presenca de fases exponenciais de crescimento bastante longas, com
cerca de quatro a cinco dias de duracao.

Nas Figuras 9 e 10, hd uma nitida diferenca entre as curvas de crescimento dos cultivos
expostos a um maior fluxo luminoso (cultivos 5 e 7 em relag@o aos cultivos 1 e 3 e cultivos 6 € 8
em relacdo aos cultivos 2 e 4, respectivamente).Na Figura 11, as cinéticas de crescimento dos trés
pontos centrais do planejamento experimental (cultivos 9, 10 e 11) se confundem com a curva
representativa do cultivo 13, com nivel de NaNO; igual a -1,68. Isto demonstra que
concentracdes de NaNO; acima de 156 mg L' no meio de cultivo ndo influenciam o
desenvolvimento dos cultivos. J4& o cultivo 12, aerado apenas com ar atmosférico,
apresentoucinética de crescimento distinta dos demais cultivos da Figura 11, com menor
concentracdo final de biomassa.Portanto, a suplementacdo de quantidades intermedidrias de CO,

em cultivos de Chlorella vulgarisfoi benéfica ao crescimento das microalgas, fato corroborado
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pelo modelo matemdtico que descreve a produtividade de biomassa no planejamento
experimental (Equacao 6).

A partir da andlise das cinéticas de crescimento, f4x € t, foram calculados para cada um
dos 13 cultivos, conforme as Equacdes 3 e 4.0s resultados sdo mostrados na Tabela 9 e os
desvios obtidos sdo referentes as regressdes lineares para determinacao de 4. O maior valor de
Umaxs de 0,517 +0,059 dia™”, foi encontrado para o cultivo 5, que também apresentou a maior
produtividade média de biomassa.Uma andlise dos dados, contudo, mostrou que nao houve
diferenca estatistica significativa entre os valores de ,;, em funcdo das varidveis do
planejamento experimental e sua distribui¢do ndo pode se explicada por um modelo matematico

satisfatorio.

Tabela 9— Velocidades especificas mdximas de crescimento e tempos de geracdo para os cultivos

do planejamento experimental

Cultivo Fluxo Concentracdo Concentra¢ao e (i) 1, (dia)
luminoso de CO, de NaNO;
1 -1 -1 -1 0,372+ 0,026 1,87 +£0,11
2 -1 -1 1 0,383 +0,057 1,84 +£0,23
3 -1 1 -1 0,256 £0,013 2,71 +£0,11
4 -1 1 1 0,253 +0,017 2,75+0,16
5 1 -1 -1 0,517 £0,059 1,35+0,13
6 1 -1 1 0,430 +0,049 1,63+0,15
7 1 1 -1 0,350 +£0,025 1,99 £0,12
8 1 1 1 0,398 £0,036 1,75+0,13
9 0 0 0 0,342 +0,036 2,04 +£0,18
10 0 0 0 0,393 +0,025 1,77 £0,09
11 0 0 0 0,322 +£0,032 2,17+0,18
12 0 -1,68 0 0,310£0,019 2,24 +0,11
13 0 0 -1,68 0,374 £0,018 1,85 +£0,07
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4.1.5 Efeito nos parametros auxiliares

O borbulhamento de uma corrente gasosa rica em CO, altera certas propriedades do
meio de cultivo, como pH e concentragdes de O, e CO, dissolvidos, afetando o crescimento
dasmicroalgas e a concentragcdo de reagentes em solugdo.

Tomando-se como base o valor de 1,49 g L' para a solubilidade de CO, em dgua alatm
e 27 °C, determinado pela lei de Henry,foram calculadas as concentracdes de CO, dissolvido em
cada um dos experimentos. A Figura 12 mostra os perfis de CO, dissolvido de trés cultivos com
diferentes concentracdes de CO, na alimentagdo gasosa: cultivo 1 (3%), cultivo 3 (12%) e cultivo

10, um dos pontos centrais do planejamento experimental (7,5%).
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Figura 12 — Concentracdo de CO, dissolvido nos cultivos 1,3 e 10

Nota-se que os niveis de CO, dissolvido apresentaram pouca variagdo ao longo dos
experimentos, com um leve aumento apds os dois dias iniciais de cultivo. Para cada concentracao
de CO; na injecdo gasosa, um nivel distinto de CO, dissolvido pode ser observado no meio. Uma

alimentacdo com 3% de CO, gerou uma concentracdo de cerca de 200 mg L de CO, dissolvido,
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enquanto alimentacdes gasosas de 7,5% e 12% geraram niveis de CO, dissolvido em torno de
250 e 325 mg L™, respectivamente. J4 o cultivo 12, aerado apenas com ar atmosférico, apresentou
niveis de CO, dissolvido entre 0,5 e 1,0 mg L'l, dada a baixa concentracdo de CO, na
alimentacgdo gasosa (cerca de 392 ppm, segundo NOAA, 2012).

A injecdo de CO; no cultivo também acarreta uma diminuicdo no pH, como visto na
Figura 13. No equilibrio de carbonatos, hd quatro espécies principais: CO; dissolvido (CO; (),
acido carbdnico (H,COs) e os ions bicarbonato (HCO3") e carbonato (C023'). Inicialmente, ocorre

a dissolucdo do CO; contido na fase gasosa, conforme a Equacgdo 7.

CO,,,=CO,, (7)

Parte do CO, em solug@o aquosa se combina com a dgua para formacdo do 4cido fraco

H,CO;3, que se dissocia em HCO3™ e em um hidron (H"), segundo a Equagio 8.

CO,,  +H,0=H,CO,2HCO, +H" (8)

2(aq)

O ifon HCOs' se dissocia, ainda, em um ion C023' e um hidron, conforme a Equacgao 9.

HCO, =C0,” +H" )

Por se tratar de um equilibrio quimico, as espécies envolvidas se interconvertem umas
nas outras devido a perturbacdes no sistema. Dependendo do pH do meio, ocorre a
predominancia de determinada espécie quimica: em solu¢des aquosas com pH abaixo de 6,3, a
espécie majoritaria € 0 COx,q); com pH acima de 10,3, predominam fons C023'; em solucdes com

pH intermediério (entre 7 e 10), a espécie predominante € o ion HCO3™ (GLIME, 2007).
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Figura 13 — Concentracdes de O, dissolvido e pH iniciais dos cultivos do planejamento

experimental

Em todos os cultivos realizados com suplementacio de CO,, o pH inicial foi
consideravelmente menor que o pH do meio antes da autoclavagem, de cerca de 7,5. Em cultivos
borbulhados com 3% de CO,, o pH obtido foi em torno de 5,2, enquanto inje¢cdo de maiores
quantidades de CO, alteraram o pH mais fortemente (pH em torno de 4,8 em cultivos
borbulhados com 12% de CO, e pH em torno de 5 nos pontos centrais do planejamento
experimental). O pH menos afetado pela alimentacao gasosa foi o do cultivo 12, que permaneceu
préximo ao valor original de 7,5 devido ao borbulhamento de ar com baixa concentracdo de CO..

A concentragdao de O, dissolvido seguiu a mesma tendéncia do pH: quanto maior a
injecdo de CO,, menor foi o nivel de O, no meio de cultivo. Utilizando-se o valor de 8,42 mg Lt
para a solubilidade de O, em dgua a 1 atm e 27 °C (DORAN, 1995), calculou-se as concentrac¢des
iniciais de O, dissolvido nos cultivos do planejamento experimental, mostradas na Figura 13.
Para injecoes contendo 3%, 7,5% e 12% de CO,, foram encontradas concentracdes de O,

dissolvido de cerca de 8,0mg L'1,7,3 mg L'e 6,5 mg L'l, respectivamente.
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4.1.6 Avaliacdo da biomassa

Andlises microscopicas foram feitas periodicamente para avaliagdo das culturas de
microalgas. As duas imagens justapostas na Figura 14 mostram a varia¢do no nimero de células
entre o inicio e o fim do cultivo 8. Em ambas as imagens, constata-se a presenca de microalgas de
uma espécie diversa da Chlorella vulgaris, provavelmente do género Desmodesmus (apontadas
por setas). Esta contaminacdo é comum e jd estava presente no indculo inicial de Chlorella
vulgaris adquirido, o que caracteriza o cultivo como sendo multiespecifico. No entanto, ao longo
dos cultivos iniciados no planejamento experimental, percebe-se que a quantidade de microalgas
contaminantes permanece relativamente constante, enquanto que a microalga desejada se
desenvolve no meio de cultivo.Medidas do didmetro das células de Chlorella vulgaris foram
realizadas para o cultivo 8, a fim de se avaliar a possivel influéncia de altas concentra¢des de CO,
(12%) no desenvolvimento da microalga. O didmetro inicial médio das células foi de4,05 +
0,37um e, o final, de4,36 £ 0,59um, ndo sendo influenciado pela concentracdo de CO, na
alimentacdo gasosa. Wonget al., 2000, indicam que o didmetro médio de células de Chlorella

vulgaris é de cerca de 4,50 um.
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Figura 14 — Imagens de microscépio da cultura de microalgas no (a) inicio e (b) fim do cultivo 8

(ampliagdo de 40x)
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4.1.6.1 Carboidratos

A percentagem de carboidratos contida nas microalgas foi avaliada apds a hidrélise
dcida para liberacdo de acucares. As Figuras 15a e 15b apresentamduas micrografias do
hidrolisado ap6s tratamento com H,SO4 e temperatura de 120 °C, com ampliacdes de 40x e 100x,
respectivamente. Através delas, constata-sea existéncia de células rompidas, com o seu conteido
interno disperso na suspensao e células aparentemente intactas.Sendo assim,a presenca de células
de Chlorella vulgaris ndo afetadas pela hidrdlise dcida é um indicativo de que a quebra das
paredes celulares e liberacdo de agucares ndao foi completa. Pode-se creditar tal fato a uma

maceracgdo ineficiente da biomassa de microalgas liofilizada.

Figura 15 — Imagens de microscépio da suspensio de microalgas hidrolisada. Ampliacdes de (a)

40x e (b) 100x

A Tabela 10 mostra as concentracdes de agicares fermentesciveis obtidas para a
biomassa de microalgas produzida em cada cultivo do planejamento experimental. Nao foram
detectados os agucares celobiose e arabinose, masnota-se a grande quantidade de xilose presente
em todos os cultivos, resultado da quebra da parede celular das microalgas. A glicose aparece em
menor quantidade, produto da quebra do polissacarideo amido. Quantidades maiores de ambos os
acucares poderiam ter sido obtidas com uma hidrdlise dcida mais eficiente ou outro método de

pré-tratamento,como hidrdlise enzimdtica, por exemplo. A Tabela 10 também apresenta a fracdao
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total de carboidratos nas microalgas, calculada através da razdo entre a soma das concentragdes
de glicose e xilose e a concentracao inicial de microalgas na hidrélise (em torno de 15 g L™). Pelo
mesmo raciocinio, uma hidrélise mais eficiente poderia ter mostrado o real conteido de
carboidratos nas células de Chlorella vulgaris. Phukanet al., 2011, indicam concentracdes de
carboidratos em Chlorella vulgarisem torno de 9,5%, embora Dragoneet al., 2011, reportem
valores de até 37% e Ho et al., 2012, informem contetidos de carboidratos entre 12 € 18% em
cultivos de Chlorella vulgaris sem limitacdo de nitrogénio.

Nota-se um aumento sensivel na concentracdo de glicose obtida apds hidrélise da
biomassa oriunda do cultivo 13 do planejamento experimental (realizado com nivel de NaNO;
igual a -1,68).Este resultado € devido a limitacdo de nitrogénio disponivel para crescimento no
meio de cultivo, o que leva as microalgas a aumentarem a producdo de carboidratos em

detrimento de proteinas, como apontado por Behrenset al., 1989, eDragoneet al., 2011.

Tabela 10— Concentragdes de agucares fermentesciveis obtidos apds

hidrdlise e fracdo de carboidratos na composicao de Chlorella vulgaris

Actcares fermentesciveis

Cultivo Glicose Xilose Fragdo de carboidratos (%)
(gL (gL
1 0,31 0,86 7,79
2 0,30 0,82 7,49
3 0,38 0,93 8,73
4 0,27 0,75 6,86
5 0,41 0,98 9,20
6 0,31 0,88 7,92
7 0,38 1,05 9,47
8 0,28 0,87 7,69
9 0,32 0,95 8,44
10 0,32 0,92 8,29
11 0,34 0,87 8,06
12 0,35 0,86 8,07

J—
W

1,80 0,23 13,54
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Miranda et al., 2012, indicam que concentracdes maiores de microalgas na etapa de
hidrdliselevariam a concentracdes mais altas de agucares fermentesciveis no hidrolisado, embora
a eficiéncia de extracdo de glicose seja menor devido a alta viscosidade no hidrolisado, que leva a
uma maior reten¢ao de agicares na biomassa residual.

Uma das consequéncias da hidrdlise dcida de biomassa com altas temperaturas € a
formagdao de determinadas espécies quimicas a partir da degradacdo de acucares e outros
compostos organicos. Neste sentido, a Tabela 11mostra as concentra¢des no hidrolisadode 4cido

levulinico e dos inibidores de fermentacao etandlica furfural e HMF.

Tabela 11— Concentra¢des de produtos de degradacdo e inibidores de

fermentacgao obtidos apds hidrélise

Acido levulinico Furfural HMF
Cultivo

(ppm) (ppm) (ppm)
1 63,9 37,6 2,88
2 85,0 34,7 2,72
3 69,3 30,5 2,81
4 64,9 23,8 2,35
5 73,6 31,6 3,25
6 66,0 33,8 2,79
7 71,0 39,5 3,18
8 72,3 38,6 2,90
9 79,0 36,6 2,84
10 70,2 36,2 2,95
11 60,5 26,7 2,96
12 61,0 27,4 391
13 116,0 34,3 10,8

A producdo destes compostos € indesejavel, uma vez que sdo prejudiciais aos agentes
fermentadores na sintese de bioetanol. Além disto, a sua formacdo indica a perda de acucares
fermentesciveis pela sua decomposicao:as hexoses (como a glicose) sdo degradadas para produzir

acido levulinico e HMF, enquanto o furfural € resultado da degradacao de pentoses(JEONG et
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al., 2012). Nos 12 primeiros cultivos do planejamento experimental, as concentracdes dos
inibidores ndo variaram consideravelmente. No entanto, a hidrélise do cultivo 13 gerou
concentracdes de 4cido levulinico e de HMF significativamente maiores que as demais: uma vez
que ambos os compostos sdo produtos de degradacao da glicose, o resultado obtido € influéncia

direta da maior concentragao deste acticar no hidrolisado.

4.1.6.2 Lipidios

A Figura 16mostra a aparéncia geral obtida na extracdo de lipidios de Chlorella
vulgaris. ApOs centrifugacdo, as diferentes fragdes mencionadas na Secdo 3.9.2podem ser
distinguidas na Figura 16a: a fase incolor, no topo, é composta por dgua e metanol; a fase
intermedidria constitui um disco s6lido de proteinas; e a fase do fundo contém cloroférmio, no
qual estdo dissolvidos os trigliceridios. A Figura 16b apresenta esta fase organica, transferida
para uma placa de Petri de vidro. Pode-se notar que a cor desta fracdo é um verde vivo, o que

assinala a coextracao da clorofila contida nas microalgas.

Agua e metanol —F——»

Proteinas ————»

Cloroférmio e lipidios —r»

Figura 16 — Extracdo de lipidios de Chlorella vulgaris: (a) carater trifdsico do método de Bligh e

Dyer e (b) fase organica contendo os lipidios
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As quantidades de lipidios determinadas para a biomassa de cada cultivo do
planejamento experimental sdo mostradas na Tabela 12.A certeza nos valores de percentual de
lipidios obtidos através de extracdo com solventes organicos pode ser, muitas vezes, contestada,
uma vez que o método de Bligh e Dyer pode coextrair diversos compostos, tais como nao-lipidios
(hidrocarbonetos, esterdis, cetonas e pigmentos, como clorofila e carotenos) e matéria graxa nao
saponificdvel. Pode-se, ainda, ter a presenca de matéria graxa na biomassa residual, ou seja, no
disco de proteinas ou na fase aquosa de topo.Os valores determinados, contudo, se encontram
entre cerca de 29 e 35% da biomassa seca, estando de acordo com a literatura correspondente,
uma vez queChisti, 2007, indicou o percentual de lipidios de Chlorella sp. entre 28 e 32%,
enquanto Lvet al., 2010, reportaram variacdes de fracdo lipidica entre 14 e 40% em Chlorella
vulgaris.

Constatou-se, também, que tanto as fra¢des de lipidios quanto as de carboidratos nao
variaram significativamente entre os cultivos do planejamento experimental, salvo pela
concentracdo de glicose obtida apds hidrdlise do cultivo 13 (realizado com concentragdo de
NaNOj; igual a 156 mg L'l).Isto indica que as demais concentragdes de NaNOjs testadas ndo foram
suficientes para inducdo do efeito de acimulo de lipidios e carboidratos em detrimento de
proteinas.Jianget al., 2012, citaram a supressdo de nitrogénio no meio de cultivo — ao invés da
simples limitacdo — a fim de levar as microalgas a sintetizarem tais compostos de estocagem
energética. Visto o considerdvel conteddo lipidico apresentado pelaChlorella vulgaris no
planejamento experimental, pode-se cogitar a producdo de biodiesel a partir desta espécie de

microalga em conjunto com a obten¢do de carboidratos para fermentacao a bioetanol.

Tabela 12— Fracao lipidica na constitui¢cdo daChlorella vulgaris

Cultivo Fracao de lipidios (%) Cultivo Fragao de lipidios (%)

1 334+15 8 35,9+£0,2
2 34,6 £3,0 9 29,8 £2,6
3 29,7+0,2 10 31,5 +£0,6
4 35115 11 32320
5 34,1+2,6 12 335+22
6 31,4+£0,9 13 31,0£ 34
7 31,325
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O perfil médio dos dcidos graxos constituintes dos trigliceridios das microalgas € visto
na Tabela 13. S@o apresentados os nomes comuns dos dcidos graxos e seus respectivos simbolos
numéricos, que tomam a forma CX:Y, onde X € o nimero de carbonos contidos na cadeia
carbonica e Y é o nimero de ligacdes duplas na cadeia carbdnica (normalmente do tipo cis).
Quatro acidos graxos majoritdrios correspondem a cerca de 75% do total de matéria lipidica:
acidos linolénico, palmitico, linoleico e hexadecatrienoico, os trés primeiros encontrados em
grande propor¢do em Oleos vegetais e, o ultimo, em O6leos de peixes. Da mesma forma,

predominam &cidos graxos de cadeia longa (entre 14 e 20 carbonos).

Tabela 13— Acidos graxos identificados na

composi¢ao lipidica da Chlorella vulgaris

Acido graxo Simbolo Fracao
numérico (%)

Linolénico C18:3 26,37
Palmitico C16:0 23,95

Linoleico C18:2 13,30
Hexadecatrienoico C16:3 10,21
Palmitoleico Cl6:1 4,10
Estearico C18:0 1,37
Oleico C18:1 1,07
Araquidico C20:0 0,79
Miristico C14:0 0,29
Pentadeciclico C15:0 0,20
Eicosenoico C20:1 0,18
Behénico C22:0 0,09
Outros 18,08

4.1.6.3 Proteinas

Com relacdo ao teor de proteinas na biomassa gerada nas diferentes condi¢desdo

planejamento experimental, verificou-se que, em muitos casos, a andlise de nitrogénio total usada
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para estimativa da proteina ndo foi bem sucedida devido ao alto teor de nitrato no meio BG-11.
Mesmo descontando a quantidade de nitrato para estimativa mais correta do nitrogénio proteico,
em muitos ensaios o teor de proteinas foi muito superior ao encontrado na literatura para
microalgas (Kay, 1991, reporta conteddos de proteina de até 70% em microalgas de diversos
generos).

De qualquer forma, ao se analisar o efeito da quantidade de NaNO3; no meio percebe-se
que no ensaio 6 onde foram usados 2300 mg L' de NaNOj; inicial (nivel 1 do planejamento
experimental) tem-se 43% (base seca) de proteinas na biomassa. Nestas condi¢des, um dos
ensaios de maior produtividade em termos de biomassa, temos um rendimento médio de
aproximadamente 0,33mg de proteinas por mg de nitrato. Por outro lado, a média do teor de
proteina na biomassa obtida nas condi¢des do nivel central do planejamento (1500 mg L de
NaNOs3) foi de 30%, com rendimento de aproximadamente 0,28 mg de proteinas por mg de
nitrato. Estes resultados indicam a alta influéncia da quantidade de nitrogénio disponivel na
conversdao em proteinas. Os teores determinados estdo dentro da faixa de proteina encontrada na
literatura para Chlorella vulgaris (entre 19 e 40% para cultivos limitados e ndo limitados por
nitrogé€nio, segundo Behrenset al., 1989, e entre 22 e 60%, segundo Ho et al., 2012) e nao foi
possivel a andlise da influéncia da luminosidade e da concentragdo de CO, devido a interferéncia
pela quantidade de nitrato no meio.

Cabe ressaltar ainda que estes resultados se referem a estimativa de proteina pela
determinagdo de nitrogénio total nas amostras ao invés de Nitrogénio Total Kjeldhal, valor este

que, por ser pouco inferior, levaria a um menor teor de proteinas (VOLTOLINAet al., 1999).
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4.2  Atividade fotossintética

4.2.1 Eficiéncia fotossintética

Os valores determinados para as eficiéncias fotossintéticasdas microalgas, medidas com
pulsos de luzes azuis e vermelhas, sdo representados graficamente na Figura 17. As eficiéncias
fotossintéticaspara cada uma das luzes foram calculadasa partir de cinco medidas durante as 12
primeiras horas de cultivo (conforme Equagdo 2). Devido a alteracdo da composi¢do do meio
provocada pelo crescimento das microalgas, os dias finais dos cultivos tendem a apresentar

eficiéncias fotossintéticas menores que os iniciais (LOMBARDI e MALDONADO, 2011).

55 I I I I I I I I I I I I I

E e Luzvemelha| A

E " Juzazul
t

&
I
o
i
—a—
l L

Eficiéncia fotossintética (%)

|98
=]
I
o
o
o—i

& &
I I
—a—
HH
—e— |—a—
—e—i
1 1 1

25 :
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Cultivo

Figura 17 — Valores de eficiéncia fotossintética (luzes azul e vermelha) dos

cultivos do planejamento experimental

Pela Figura 17, pode-se ver que, paraqualquer cultivo, a eficiéncia
fotossintéticadeterminadaatravés da luz azul émaior que aquela determinada por pulsos de luz
vermelha. Isto se deve ao fato de a luz azul, por ter um comprimento de onda menor que a luz

vermelha (455 nm e 627 nm, respectivamente), apresentar um maior conteido energético. Além
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disto, o FSII, fotossistemapara o qual as eficiéncias fotossintéticas sdo calculadas, € composto por
uma maior quantidade de clorofila “b” que de clorofila “a”, sendo que o primeiro pigmento
absorve mais fortemente na regiao do azul que o segundo.

Em uma andlise preliminar, através da Figura 17, distinguem-seregides caracteristicas de
eficiéncias fotossintéticas de acordo com as varidveis testadas nos cultivos. Experimentos
realizados com alto e baixo fluxo luminoso apresentam, respectivamente, baixos e altos valores
de eficiéncia fotossintética, enquanto que os cultivos do ponto central apresentam eficiéncias
fotossintéticas intermedidrias. Este comportamento indica que a medida se equivale ao
rendimento quantico operacional do FSII, indicando o estado fisioldgico do cultivo eo percentual
do fluxo luminoso que € efetivamente utilizado pelas microalgas.

Procedeu-se a andlise estatistica da resposta da eficiéncia fotossintética (determinada
pela luz azul) em funcdo das varidveis estudadas nos moldes da Secdo 4.1.3 (andlise com erro

puro e intervalo de confianca de 95%). A anélise de significancia para o0 modelo completo pode

ser vista na Tabela 14.

Tabela 14— Andlise de significancia para a eficiéncia fotossintética (azul) com todas as varidveis

Coeficiente de Estimativas por intervalo

Fator _ Erro padrao t(2) p-valor
regressao 959 +95%

Média 43,33739 0,891865 48,5919  0,000423 39,5000 47,17477
L L) -6,63900 0,634186 -10,4685  0,009002 -9,3677 -3,91032
L(Q) 1,06024 1,135005 0,9341 0,448850 -3,8233 5,94377
C (L) 1,12420 0,799257 1,4066 0,294815 -2,3147 4,56313
C Q) -5,04143 1,335471 -3,7750  0,063555  -10,7875 0,70464
N (L) 0,45382 0,799257 0,5678 0,627410 -2,9851 3,89275
N(Q) 0,90064 1,335471 0,6744 0,569564 -4,8454 6,64671
LxC 1,65825 0,765874 2,1652 0,162769 -1,6370 4,95354
LXN 0,31825 0,765874 0,4155 0,718088 -2,9770 3,61354
CxN 0,96514 1,026271 0,9404 0,446270 -3,4506 5,38082

L: nivel de fluxo luminoso; C: nivel de CO, na alimentacdo gasosa; N: nivel de NaNO3s no meio

de cultivo; (L): efeito linear; (Q): efeito quadratico
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Pela andlise do p-valor, o unico efeito significativo para explicar a eficiéncia
fotossintética (azul) éofluxo luminoso (linear).Ao se ignorar os demais efeitos ndo significativos,

oito no total, gerou-se a Tabela 15, que contém os parametros estatisticos relacionados a andlise.

Tabela 15— Andlise de significancia para a eficiéncia fotossintética (azul) com as varidveis

significativas (modelo simplificado)

Coeficiente de Estimativas por intervalo

Fator ~ Erro padrao t(2) p-valor

regressao -95% +95%
Média 42,26923 0,448359 94,2755  0,000112  40,34010 44,19836
L L) -6,13750 0,571548 -10,7384  0,008561  -8,59667 -3,67833

L: nivel de fluxo luminoso; (L): efeito linear

Com os coeficientes de regressdo da Tabela 15, deriva-se um modelo matemético

descritivo simplificado para a eficiéncia fotossintética (azul), mostrado na Equacao 10:

EF'(azul) = 42,27 - 6,14L (10)

ondeEF'(azul) é a eficiéncia fotossintética (azul) e L é o fluxo luminoso (em valores

codificados).A ANOV A para o modelo matematico simplificado € mostrada na Tabela 16.

Tabela 16— ANOVA para a eficiéncia fotossintética (azul) (modelo simplificado)

Fonte de variacao Soma quadrética Graus de liberdade Média quadratica
Regressao 301,351250 1 301,3513
Residuos 67,836442 11 6,166949
Falta de ajuste 62,6098 9 6,956642
Erro puro 5,2267 2 2,613333
Total 369,1877 12
% de variacao explicada 81,63%

% maxima de variagcao explicavel 98,58%
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O teste com as distribui¢des de Fisher validam o modelo obtido. No primeiro teste F, o
Fealcutado de 48,9 € maior que o valor tabelado de F; ;; de 3,86. J4 no segundo teste F, 0 Fcyiculado de
2,66 é menor que o valor tabelado de Fy, de 19,4. A partir da Equacdo 10, foi gerada a curva
representativa do modelo matemadtico obtido, mostrada na Figura 18. Por ser fung¢dao de apenas
uma varidvel (nivel de fluxo luminoso), o modelo matemético pode ser descrito através de uma
reta. Os valores individuais determinados para a eficiéncia fotossintética (azul) também sdao

representados na Figura 18.

Eficiéncia fotossintética (azul) (%)
N
[\®]

30 | 1 | 1 | 1 | 1 |
-1,0 -0,5 0,0 05 1,0

Nivel de fluxo luminoso

Figura 18 — Curva representativa do modelo matematico para a eficiéncia
fotossintética (azul) (linha sdlida) e valores individuais determinados para a

eficiéncia fotossintética (azul) no planejamento experimental (pontos azuis)
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A eficiéncia fotossintética determinada por pulsos de luz vermelha também foi analisada

estatisticamente. A Tabela 17 mostra a andlise de significancia para o modelo completo.

Tabela 17— Andlise de significancia para a eficiéncia fotossintética (vermelho) com todas as

variaveis

Coeficiente de Estimativas por intervalo

Fator _ Erro padrédo t(2) p-valor
regressao 959 +95%

Média 39,03141 0,286671 136,1541  0,000054  37,79796 40,26485
L (L) -5,77800 0,203846 -28,3450  0,001242  -6,65508 -4,90092
L(Q) -0,40181 0,364823 -1,1014  0,385555  -1,97152 1,16789
C (L) -0,17446 0,256904 -0,6791  0,567139  -1,27983 0,93091
C Q) -5,02849 0,429258 -11,7144  0,007209  -6,87544 -3,18154
N (L) -0,51060 0,256904 -1,9875  0,185216  -1,61597 0,59477
N(Q) 1,57522 0,429258 3,6696 0,066894  -0,27173 3,42217
LxC 1,87600 0,246174 7,6206 0,016787  0,81680 2,93520
LXN -1,27300 0,246174 -5,1711  0,035421  -2,33220 -0,21380
CxN 2,55873 0,329873 17,1567 0,016217 1,13940 3,97806

L: nivel de fluxo luminoso; C: nivel de CO, na alimentacdo gasosa; N: nivel de NaNO3z no meio

de cultivo; (L): efeito linear; (Q): efeito quadratico

Através da andlise do p-valor, constata-se que a eficiéncia fotossintética (vermelho) é
funcdo de um maior nimero de efeitos: fluxo luminoso (linear), concentracio de CO; na
alimentacdo gasosa (quadratico) e as trés interagdes de dois fatores (fluxo luminoso por
concentracdo de CO; na alimentacdo gasosa, fluxo luminoso por concentragao inicial de NaNO; e
concentracdo de CO; na alimentacdo gasosa por concentragdo inicial de NaNO3).Em comparacao
com a eficiéncia fotossintética (azul), a eficiéncia fotossintética (vermelho) é explicada pela
combinacdo de mais varidveis. Dada a baixa energia contida na radiacdo luminosa vermelha,
alguns efeitos antes encobertos pela maior energia da luz azul agora aparecem como

significativos, como a concentragdo de CO, (quadrético) e as trés interacdes de dois efeitos
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possiveis. Ao se ignorar os efeitos ndo significativos, gerou-se a Tabela 18, que mostra a andlise

de significancia do modelo matemaético simplificado.

Tabela 18— Andlise de significancia para a eficiéncia fotossintética (vermelho) com as varidveis

significativas (modelo simplificado)

Coeficiente de Estimativas por intervalo

Fator ~ Erro padrao t(2) p-valor
regressao 95% +95%

Média 39,55587 0,221209 178,8164  0,000031  38,60409 40,50766
L (L) -5,77800 0,203846 -28,3450  0,001242  -6,65508 -4,90092
CQ -5,28737 0,352085 -15,0173  0,004405  -6,80227 -3,77247
LxC 1,87600 0,246174 7,6206 0,016787  0,81680 2,93520
LXN -1,27300 0,246174 -5,1711  0,035421  -2,33220 -0,21380
CxN 2,50518 0,295232 8,4855 0,013605 1,23490 3,77546

L: nivel de fluxo luminoso; C: nivel de CO, na alimentacdo gasosa;N: nivel de NaNO; no meio

de cultivo; (L): efeito linear; (Q): efeito quadratico

Com os coeficientes de regressdo acima, deriva-se o modelo matemético simplificado

para a resposta eficiéncia fotossintética (vermelho), mostrada na Equagdo 11:

EF'(vermelho) = 39,56 —5,78L —5,29C* + 1,88 LC —1,27LN +2,50CN (11)

ondeEF’(vermelho) é a eficiéncia fotossintética (vermelho), L € o fluxo luminoso, C € a
concentracdo de CO; na alimentagdo gasosa e N € a concentracao inicial de NaNOs; no meio de
cultivo (em valores codificados).

A ANOVA para o modelo simplificado é apresentada na Tabela 19. O modelo passa no
primeiro teste F (Feacuado = 14,9 >Fs7 = 3,97), sendo adequado para descricdo da efici€éncia
fotossintética (vermelho). O modelo matemadtico apresenta uma alta percentagem de variacdo

explicada (91,42%).
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Tabela 19— ANOVA para a eficiéncia fotossintética (vermelho) (modelo simplificado)

Fonte de variacio Soma quadrética Graus de liberdade Média quadratica
Regressdo 345,386259 5 69,07725
Residuos 32,424510 7 4,632073

Falta de ajuste 31,8845 5 6,376902

Erro puro 0,5400 2 0,27
Total 377,8108 12
9% de variacdo explicada 91,42%
% maéxima de variacdo explicdvel 99,86%

A superficie de resposta e a curva de nivel associadas sdo mostradas nas Figuras 19 e 20,
respectivamente.
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Figura 19 — Superficie de resposta para a eficiéncia

fotossintética (vermelho) em funcdo dos niveis de

fluxo luminoso e de CO,
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Eficiéncia fotossintética (vermelho)

Nivel de CO,
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Nivel de fluxo luminoso
Figura 20 — Curva de nivel para a eficiéncia fotossintética

(vermelho) em fun¢édo dos niveis de fluxo luminoso e de CO,

4.2.2 Utilizacdo do fluxo luminoso

A partir das eficiéncias fotossintéticas previamente determinadas, pode-se calcular a
utilizacdo do fluxo luminoso pelas microalgas, ou seja, uma estimativa da quantidade de radiacdo
luminosa efetivamente empregada pelo micro-organismo para realizacdo da fotossintese. A
radiacdo luminosa fornecida aos cultivos € uma combinagdo de luzes azuis e vermelhas,
conforme os valores mostradosna Tabela 20. As proporg¢des entre as radiacdes das duas cores em
cada um dos trés niveis empregados no planejamento experimental sdo levemente
diferentes.Assim, a utilizacdo do fluxo luminoso é calculada ao se multiplicar a eficiéncia
fotossintética (azul ou vermelha) pelo fluxo luminoso correspondente. A utilizagdo do fluxo

luminoso total é obtida ao se somar as utilizacdes dos fluxos luminosos azul e vermelho e

fornecida em ua (unidades arbitrarias).
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Tabela 20— Composi¢do da radiacdo luminosa fornecida aos cultivos do planejamento

experimental
Radia¢do luminosa Fluxo luminoso (LE m™s™)
Luz azul 37 57 77
Luz vermelha 23 33 43
Total 60 90 120
Nivel codificado -1 0 1

A Figura 21 mostra uma representacdo grafica dos valores obtidos paraos valores de

utilizac¢do do fluxo luminoso de ambas as luzes, bem como a utilizacao luminosa total.
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Figura 21 — Representacao gréfica das utilizagdes de fluxo luminoso para as luzes

azul, vermelha e total
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Através da avaliacdo da Figura 21, percebe-se que a utilizacdo do fluxo luminoso total é
composta, majoritariamente, pela utilizacio do fluxo luminoso azul, uma vez que a radiacdo
luminosa desta cor é majoritaria e a eficiéncia fotossintética associada a ela também € maior.
Como esperado, os cultivos expostos a uma menor incidéncia luminosa apresentaram uma menor
utilizacdo total do fluxo luminoso. Esta varidvel € diretamente proporcional a produtividade
média de biomassa e, por consequéncia, a concentracdo final de biomassa que cada cultivo
atinge.

A andlise de significancia para a avaliagdo da utilizacdo do fluxo luminoso total em

func¢do das varidveis do planejamento experimental é mostrada na Tabela 21.

Tabela 21— Andlise de significAncia para a utilizacdo do fluxo luminoso total com todas as

variaveis

Coeficiente de Estimativas por intervalo

Fator _ Erro padrédo t(2) p-valor
regressao 959 +95%

Média 37,43084 0,478965 78,14937  0,000164  35,37002 39,49166
L (L) 6,44500 0,340582 18,92348  0,002781 4,97959 7,91040
L(Q) -1,51864 0,609541 -2,49145  0,130336  -4,14128 1,10400
C (L) 1,04162 0,429232 2,42670  0,136010  -0,80522 2,88845
C Q) -4,12429 0,717199 -5,75056  0,028934  -7,21015 -1,03844
N (L) 0,17771 0,429232 0,41403  0,719031  -1,66912 2,02455
N(Q) 1,00030 0,717199 1,39474  0,297813  -2,08555 4,08616
LxC 1,12675 0,411303 2,73947  0,111418  -0,64294 2,89645
LXN 0,07588 0,411303 0,18449  0,870639  -1,69381 1,84558
CxN 0,85384 0,551147 1,54921  0,261446  -1,51755 3,22524

L: nivel de fluxo luminoso; C: nivel de CO, na alimentacdo gasosa; N: nivel de NaNO3s no meio

de cultivo; (L): efeito linear; (Q): efeito quadratico

Pela andlise do p-valor, os efeitos considerados significativos para explicar a utilizacao

do fluxo luminoso total sdo o fluxo luminoso (linear) e a concentragdo de CO, (quadratico).Ao se
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ignorar os sete efeitos ndo significativos,a Tabela 22 foi gerada, contendo os parametros

estatisticos relacionados a andlise do modelo simplificado.

Tabela 22— Andlise de significancia para a utiliza¢do do fluxo luminoso (total) com as varidveis

significativas (modelo simplificado)

Coeficiente de Estimativas por intervalo

Fator ~ Erro padrao t(2) p-valor

regressao 95% +95%
Média 37,02296 0,366381 101,0504  0,000098  35,44655 38,59937
L (L) 6,75014 0,306943 21,9915  0,002061  5,42948 8,07081
CQ -3,79547 0,576425 -6,5845  0,022296  -6,27563 -1,31532

L: nivel de fluxo luminoso; C: nivel de CO, na alimentagdo gasosa; (L): efeito linear; (Q): efeito

quadratico

Com os coeficientes de regressao da Tabela 22, um modelo matemético simplificado

para a varidvel utilizacdo de fluxo luminoso total pode ser obtido, como mostrado na Equacao 12:

UL(total) = 37,02+ 6,75L —3,80C* (12)

ondeUL(total) € utilizagao do fluxo luminoso total, L € o fluxo luminoso e C € a concentracdo de
CO; na alimentagdo gasosa (em valores codificados). Nota-se que o modelo matemético obtido é
bastante similar ao modelo representativo da produtividade média de biomassa, mostrado na
Equacdo 6.

A ANOVA para o modelo simplificado é apresentada na Tabela 23. O modelo mostrado
na Equacdo 12 passa em ambos os testes com a distribuicao de Fisher: no primeiro teste, Feaicutado
(72,7) é maior que F; 10 (3,86); no segundo, Fyjculado (4,28) € menor que Fg, (19,4). Isto atesta a

validade do modelo obtido para descri¢ao dos dados experimentais.
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Tabela 23— ANOVA para a utilizacdo do fluxo luminoso (total) (modelo simplificado)

Fonte de variacdo Soma quadrética Graus de liberdade Média quadratica
Regressdo 397,193210 2 198,5966
Residuos 27,310314 10 2,731031

Falta de ajuste 25,8029 8 3,225361
Erro puro 1,5074 2 0,753711
Total 424,5035 12
% de variagdo explicada 93,57%
9% maxima de variagcdo explicavel 99,64 %

A partir do modelo matematico, pode-se tragar a superficie de resposta e curva de nivel
correspondentes, mostradas nas Figuras 22 e 23, respectivamente.
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Figura 22— Superficie de resposta para a utilizacido do

fluxo luminosos total em fungdo dos niveis de fluxo
luminoso e de CO,
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Utilizac8o do fluxo luminoso (total)

Nivel de CO,
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Nivel de fluxo luminoso

Figura 23 — Curva de nivel para a utilizacdo do fluxo luminoso

total em funcdo dos niveis de fluxo luminoso e de CO,

Tanto a eficiéncia fotossintética quanto a utilizacdo do fluxo luminoso sdo parametros
passiveis de estudo para melhoria do aproveitamento da radiacdo luminosa pelo cultivo de

microalgas, uma vez que maiores produtividades de biomassa sdo obtidas com o aumento destas

propriedades.

4.2.3 Influéncia da atividade fotossintética nos parametros auxiliares

A atividade fotossintética das microalgas pdde ser comprovada pelo seu efeito
navariagdo de certos parametros auxiliares, como o pH do meio de cultivo e a concentragdo de O,
dissolvido.

Em todos os experimentos, foi observado o aumento do pH do meio de cultivo devido a
realizacdo da fotossintese.Tal comportamento pode ser explicado pelo mecanismo de utilizagdao
de CO, por micro-organismos aqudticos, poisa fotossintese de microalgas pode se tornar limitada
pela baixa quantidade de COs,q) disponivel. Como hd a predominancia de fons HCOs; em
solucdes aquosas com pH intermedidrio, os micro-organismos aqudaticos sdo capazes de utiliza-
los indiretamente para realizag¢@o de fotossintese em adi¢do a0 COy,q) (CHEN e GAO, 2004).Em

microalgas cloroficeas, esta capacidade se baseia em dois processos quimicos principais: 0
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transporte ativo de HCO3™ nas células e a conversao de HCO;” em CO, pela enzima anidrase
carbonica (LARCHER, 1986), mostrados nas Equagdes 13 e 14, respectivamente. Em
combinacdo com a reagdo global da fotossintese, de acordo com a Equagdo 1, pode-se derivar

uma expressao geral para justificar o aumento de pH pela fotossintese.

CO, +H,0 - CH,0+0, (D)
H'+HCO, 2H,CO, (13)
H,C0,=CO0, +H,0 (14)

H* +HCO, — CH,0+0, (15)

A Equacdo 15indicaque a formagdo de glicose (de féormula empirica CH,0) e O, se dé a
partir da remog¢ao de fons HCOs e de hidrons do cultivo, o que leva ao aumento do pH da
solucdo. O mesmo raciocinio pode ser empregado para explicar o aumento da concentracdo de O,
dissolvido no cultivo quando da exposi¢cdo das microalgas a radiagdo luminosa.

De um modo geral, os perfis de pHe de concentracio de O, dissolvido dos cultivos
realizados com suplementacdo de CO, na alimentacdo gasosa seguiram o comportamento das

curvas mostradas na Figura 24 para o cultivo 1.

6,0 -

WMMS

ot
58 W
L NO
36 - r‘ﬁ 17 &
WW LMJ -
T i =.
= 54 /’W - §:
o e
46 X
52 | W" N
/ ]
50 - — O, dissolvido
1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 5
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Termpo (h)

Figura 24 — Evolucao do pH e da concentragcdo de O, dissolvido no cultivo 1
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Na Figura 24, percebe-se a nitida influéncia do fotoperiodo na concentracdo de O,
dissolvido: durante a iluminag¢do do cultivo, a quantidade de O,dissolvido aumenta (resultado
direto da atividade fotossintética dos micro-organismos), decrescendo imediatamente na fase
escura do cultivo. No total, s3o observados sete periodosclaros e sete periodos escuros, cada um
de 12 h de duracdo. J4 a evolucdo do pH ocorre de maneira mais suave, embora a influéncia do
fotoperiodo também possa ser constatada nos dias inicias do cultivo: o aumento do pH € mais
acentuado no periodo iluminado, sendo estabilizado durante a respirag¢do celular (fase escura).

A excecdo a este comportamento foi observada no cultivo 12, no qual ndo se fez injecao
de CO, suplementar na alimentacdo gasosa. A evolucdo do pH e da concentragdo de CO,
dissolvido no cultivo pode ser vista na Figura 25. Aqui também se percebe a influéncia do
fotoperiodo nos parametros citados, que os faz oscilar de forma ciclica. Devido a inje¢cdo de uma
corrente gasosa com baixa quantidade de CO,, o pH varia drasticamente durante o periodo com
iluminacdo, passando de 7,5 para cerca de 10, retornando para valores ligeiramente acima dos
iniciais no periodo escuro. Nos dias finais do cultivo, a amplitude de variacdo de pH diminui. Nos
demais cultivos, a inje¢cdo de CO,suplementar em quantidades muito maiores que a capacidade
das microalgas de o absorverem mantém a concentracdo de CO, dissolvido estabilizada, evitando

que o pH oscile da mesma forma que no cultivo 12.
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Figura 25 — Evolucdo do pH e da concentragdo de CO, dissolvido no cultivo 12




Resultados e Discussdo 98

Para todos os cultivos do planejamento experimental, foram calculadas as variagGes
produzidas no pH e na concentracdo de O, dissolvido. A varia¢do de pH foi determinada através
da diferenca entre os valores no inicio e no fim dos cultivos, enquanto que a variagdo da
concentracdo de O, dissolvido foi calculada pela diferenca entre as médias dos valores dos
periodos claro e escuro nas primeiras 24 h de cultivo. Para o cultivo 12, a variacdo de pH foi
calculada através da diferenca entre o pH inicial e o pico de pH nas primeiras 24h de cultivo. A
Figura 26 resume graficamente os valores encontrados.As maiores variacdes de pHe de O,
dissolvido foram encontradas para os cultivos com maior utiliza¢do do fluxo luminoso (5 a 8),
devido a maior atividade fotossintética das microalgas. Nota-se também a influéncia do CO,sobre
a variagdo de pH: entre cultivos submetidos a um mesmo fluxo luminoso,aqueles alimentados
commaioresquantidades de CO,apresentaram uma maior variacdo de pH. Isto se deve,
provavelmente, aos menores pHs iniciais destes cultivos, proporcionados pelas maiores

concentracdes de CO; dissolvido, pela alta atividade metabdlica e pelo consumo de fons NOs'.
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Figura 26 — Variagdo do pH e da concentracio de O, dissolvido nos cultivos do

planejamento experimental
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4.3  Caso especifico: fotoperiodo de 24 h

Uma das condi¢des de cultivo que podem alterar significativamente o crescimento e as
propriedades fisioldgicas de microalgas € o fotoperiodo. Para avaliacdo do seu efeito sobre o
cultivo de Chlorella vulgaris, realizou-se um experimento em fotobiorreator de placa plana com
iluminacdo continua, ou seja, sem periodos escuros. Foram utilizadas as mesmas condicdes
apresentadas na Secdo 3.4, sendo que as varidveis do planejamento experimental empregadas sao
equivalentes as do ponto central (fluxo luminoso de 90 pE m™s™, concentracio de CO, de 7,5% e
concentracdo de NaNO;3; no meio de cultivo de 1500 mg LY. A Figura 27 mostra ascurvasde
crescimento de dois cultivos deChlorella vulgarisnestas condi¢des submetidos afotoperiodos de

12 h (pontos vermelhos) e de 24 h (pontos pretos).
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Figura 27 — Curvas de crescimento de cultivos com fotoperiodo de 12 h (pontos

vermelhos) e 24 h (pontos pretos)

Ap6s sete dias de cultivo, atingiu-se uma concentragdo final de biomassa seca de 2,476
+ 0,079 ¢ L' ¢ uma produtividade média de biomassa de0,315 + 0,013 g L"' dia®. Nestas

condig¢des, o crescimento se torna acelerado a partir de 24 h de cultivo. A velocidade maxima
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especifica de crescimento y,, calculada foi de 0,559 0,059 dia'l, fornecendo um 7, de 1,25 +
0,11 dias. Os valores obtidos indicam que o fotoperiodo de 24 h proporciona uma taxa de
crescimento maior que qualquer um dos cultivos realizados no planejamento experimental, o que
mostra a influéncia positiva do fotoperiodo sobre o crescimento das microalgas. A Figura 28
mostra a evolucdo do pH e da concentragdo de O, dissolvido no cultivo. A curva depHsegue a
mesma tendéncia que nos experimentos do planejamento experimental (como exemplificado na
Figura 24), passando de 5,1 no inicio para 6,2 no fim do cultivo. J4 a concentracdo de
O,dissolvido deixa de exibir o comportamento ciclico caracteristico das condi¢des de fotoperiodo
de 12 h do planejamento experimental (Figura 24), apresentando uma pequena queda (cerca de

1,0mg L) ao longo dos sete dias de cultivo.
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Figura 28 — Perfil de pH e concentracdo de O, dissolvido no cultivo com fotoperiodo
de 24 h

Os valores determinados para as eficiéncias fotossintéticas (azul e vermelho) e para a
utiliza¢do do fluxo luminoso (Tabela 24) se encontram na mesma faixa que para os cultivos do

planejamento experimental submetidos a um fluxo luminoso de 90 uE m™ s'. Tal resultado era
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esperado, uma vez que as medidas de eficiéncia fotossintética sdo realizadas apenas no periodo
de iluminacdo do cultivo, descartando a influéncia do fotoperiodo.

A andlise de composi¢ao das microalgas também é mostrada na Tabela 24.0 teor de
lipidios determinado (29,9 + 0,1%)foi similar aosdos demais cultivos do planejamento
experimental (Tabela 12). J4 a hidrélise dcida da biomassa forneceu concentracdes de glicose
muito maiores que no cultivo experimental e um percentual de carboidratos de cerca de 12%, um
valor em melhor acordo com a literatura. No entanto, estes valores ndo devem ser vistos como
resultados diretos da influéncia do fotoperiodo no crescimento dos micro-organismos, mas sim
devidos a uma melhor maceracdo da biomassa liofilizada. Provavelmente, a quantidade de
microalgas com paredes celulares intactas nesta etapa de hidrdlise foi menor que nas hidrolises
feitas com a biomassa dos cultivos nas condi¢cdes do planejamento experimental.

Da mesma forma que a liberagdo de glicose na solu¢do foi maior, a producdo de
compostos oriundos da degradaciao de acucares também foi mais importante: 137 ppm de acido
levulinico, 43,5 ppm defurfurale 5,5 ppm de HMF.

A utilizacdo de iluminacdo continua no cultivo de microalgas se mostrou interessante,
principalmente do ponto de vista de produtividade média de biomassa, ou seja, cerca de 20%
maior que para o cultivo do planejamento experimental com maior destaque (cultivo 5). E uma
alternativa a ser considerada e melhor explorada para o cultivo de microalgas em escala industrial

em fotobiorreatores com iluminacao artificial.
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Tabela 24— Dados gerais referentes ao cultivo de microalgas com

fotoperiodo de 24h
Parametro Valor
Concentracio inicial de biomassa (g L") 0,276 £ 0,013
Concentragao final de biomassa (g L'l) 2,476+ 0,079
Produtividade média de biomassa (g L dia™) 0,315 +0,013
Lmax (dia™) 0,559 + 0,059
t, (dia) 1,25 +0,11
Eficiéncia fotossintética
Luz azul (%) 42,6 £ 1,6
Luz vermelha (%) 340+23
Utilizacdo do fluxo luminoso total (WE m™s™) 355+1,7
Composicao centesimal
Carboidratos (%) 12,14
Glicose(g L") 0,89
Xilose(g L) 0,94
Lipidios (%) 299 +0,1
Variagao de pH 1,11
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4.4  Fermentacdo etandlica

A fermentagdo do hidrolisado de biomassa de microalgas obtida no cultivo5 do
planejamento experimental foi conduzida com a levedura Dekkerabruxellensis CCA 155.
Emboraseja um micro-organismo capaz de produzir bioetanol a partir de hexoses e pentoses, esta
levedura apresenta metabolismo mais lento quando comparada as cepas de
Saccharomycescerevisiaeusadas nas usinas de acucar e dlcool para produgdo de bioetanol a partir
de caldo ou melaco de cana-de-agucar. Apesar da discreta queda no pH (de 7,1 para 6,2 em 120
h), o que € tipico em processos fermentativos, € o rdpido consumo de glicose em 24 h, ndo foi
possivel a andlise dos pardmetros de cultivo uma vez que as andlises de aguicares e etanol geraram
resultados abaixo do limite de detec¢do das curvas de calibracio do HPLC. Além disso, a baixa
variacdo de biomassa nas 120 hamostradas sugere que talvez o indculo das leveduras deva ser
adaptado ao hidrolisado de microalgas. Outra situagdo importante a ser explorada € o estudo das
condi¢des de hidrélise de maneira a disponibilizar uma quantidade adequada de hexoses e
pentoses para conversdo em etanol pela Dekkerabruxellensis. A relagdo entre o substrato
limitante e o indculo previamente adaptado deve ser estudada de forma a se determinar o tempo

de batelada ideal para este tipo ndo convencional de fermenta¢do etandlica.
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Conclusio

Nas diferentes condicdes de cultivo avaliadas, pdde-se perceber a robustez da microalga
Chlorella vulgaris, capaz de suportar concentragdes de CO, variadas e pHs entre 4 e 10.

O fluxo luminoso fornecido aos cultivos e a concentragdo de CO, na alimentagao gasosa
sdo varidveis com efeito significativo na produtividade média de biomassa das microalgas e,
portanto, determinam a concentragdo final de biomassa possivel de obtencao.

Da faixa de concentragdo inicial de nitrogénio no meio de cultivo explorada no
planejamento experimental, apenas o nivel mais baixo (156 mg L de NaNO;) foi capaz de
induzir acimulo de carboidratos na biomassa de microalgas.

A eficiéncia fotossintética e a utilizacdo do fluxo luminoso pela Chlorella vulgaris afeta
diretamente a produtividade de biomassa da microalga.

A avaliacdo da influéncia do fotoperiodode 24 h sobre o crescimento de microalgas
mostrou que a iluminagdo continua do cultivo proporcionou uma produtividade média de
biomassa maior que a de qualquer cultivo com fotoperiodo de 12 h. Produtividades e
concentracoes finais de biomassa superiores poderiam ter sido atingidas com o aumento do fluxo
luminoso fornecido ao cultivo e com o ajuste fino da concentracio de CO, na alimentacio
gasosa.

Os diferentes modelos mateméticos obtidos apresentam significancia estatistica e podem

ser utilizados para estimativa de parametros dentro das faixas estudadas.

5.1 Sugestdes para trabalhos futuros

Devido as diversas etapas envolvidas no cultivo e no processamento de microalgas para
producdo de bioetanol de terceira geracdo, vérias abordagens podem ser consideradas para trazer

avango ao assunto, especialmente em escala industrial:

Cultivo:(1) testar diferentes espécies de microalgas e cianobactérias com maior
capacidade de armazenamento de carboidratos, geneticamente modificadas ou ndo; (2) testar o
cultivo conjunto (consércio) de microalgas de diferentes espécies ou de microalgas e

cianobactérias para maximizacdo da produtividade de biomassa;(3) explorar menores
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concentracdes de nitrogénio no meio de cultivo;(4) avaliar o uso de FBRs e de lagoas abertas

para o cultivo em larga escala de microalgas.

Recuperacdo da biomassa:explorar a utilizagdo de sedimentadores e de agentes

floculantes (naturais e artificiais) na separacao da biomassa de microalgas do meio de cultivo.

Armazenamento: testar o efeito da secagem e da liofilizagdo sobre a composicao

centesimal das microalgas, avaliando a perda de nutrientes e a degradacdo de lipidios e

carboidratos.

Ruptura e hidrdlise:(1) explorar a utilizagdo de diferentes 4cidos em concentracdes e

temperaturas variadas ou de coquetéis enzimaticos para maximizacdo da ruptura das células das
microalgas e liberacdo de agucares fermentesciveis; (2) avaliar o aumento da concentragdo de
microalgas na suspensdao a ser hidrolisada para maximizagcdo da concentracdo de acucares

fermentesciveis no hidrolisado.

Fermentacdo etandlica:(1) testar diferentes micro-organismos (bactérias, fungos

filamentosos e leveduras nao convencionais) para produ¢do de bioetanol a partir do hidrolisado
de microalgas; (2) adaptar estes micro-organismos as condi¢des do hidrolisado; (3) avaliar o

efeito de concentracdes iniciais mais altas de actcares fermentesciveis na produgdo de bioetanol.

Processo global:avaliar a viabilidade econdmica do processo produtivo de bioetanol a

partir de microalgas.
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Capitulo 7 — Anexo

- Curva de calibracio para determinacdo de concentracio de biomassa em

espectrofotometro
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Figura 29 — Curva de calibragdo para determinag@o da concentragdo de biomassa

A Equagdo 16 mostra a expressdo obtida para a curva de calibragdo, onde C € a
concentracdo de biomassa seca e ABS € a absorbancia lida no espectrofotometro a 682 nm. O

coeficiente de determinagdo R’ éde 0,9966.

C =0,4883ABS —-0,0077 (16)
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Gerenciamento de residuos

Durante a execucdo deste projeto, quatro tipos principais de residuos foram

identificados:

1)

2)

3)

4)

Meios de cultura esgotados e com suspensdo de microalgas: por se tratarem de
solucdes aquosas diluidas e por poderem conter microalgas em diferentes
concentracodes, todos os meios de cultura foram autoclavados a 121 °C por 15 min

antes de serem descartados na pia.

Fase mével de HPLC para andlise de agtcares: este residuo é composto basicamente
por uma solug¢do aquosa de H,SO, em baixa concentracdo (cerca de SmM), tendo

sido descartado diretamente na pia.

Fase moével de HPLC para andlise de inibidores de fermentacdo: o residuo é
composto por acetonitrila em dgua na propor¢ao de 1:8 e 1% de 4cido acético (v/v).
De acordo com a NBR 10004, a acetonitrila € um composto que confere
periculosidade aos residuos. Desta forma, todo o volume de fase mdvel gerado teve
seu pH neutralizado, sendo posteriormente acondicionado em bombona de 20 Lpara

recolhimento e tratamento futuros.

Residuos de andlise de lipidios através do método de BligheDyer modificado: os
cerca de 400 mL de residuo gerados nesta andlise sdo compostos por 4gua, metanol,
uma fracdo de sélidos proveniente da biomassa de microalgas e cloroférmio. Como o
cloroférmio confere periculosidade aos residuos, segundo a NBR 10004, esta
mistura foi acondicionada em frasco ambar de 1 L, etiquetada e armazenada para

recolhimento e tratamento futuros.
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