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RESUMO

Em consequéncia das variaveis que influenciam no desenvolvimento das
microalgas, é interessante a utilizacdo de modelos matematicos com a capacidade
de prever o crescimento, acumulo de biomassa e metabdlitos. Nesta perspectiva, o
objetivo do presente trabalho consistiu na elaboragdo de dois modelos matematicos
simplificados a partir do metabolismo central baseados na equacao de Monod, para
descrever o acumulo de biomassa, carboidratos, lipideos e proteinas totais na
microalga Tetradesmus obliquus. Os modelos foram desenvolvidos utilizando os
dados obtidos através dos experimentos em escala laboratorial, realizados em
condigdes foto autotroficas e mixotroficas. Para este ultimo, a fonte de carbono
orgéanica utilizada foi o glicerol na concentragdo de 5 g.L™", devido ao seu baixo custo
e disponibilidade na cadeia de produgao de biodiesel no Brasil. Os in6culos com
concentragéo inicial de 0,1881 + 0,0056 g.L-', foram avaliados em relagdo a
produtividade de biomassa seca, carboidratos, lipideos, proteinas totais, pH,
absorbancia do cultivo e concentragao celular. A adigdo do glicerol provocou a maior
produtividade da biomassa e das macromoléculas entre o 3° e o 6° dia de cultivo,
correspondendo a 0,0976 + 0,0046 g.L'.d' de biomassa, 0,0266 + 0,0004 g.L"'.d""
de carboidratos totais, 0,0144 + 0,0033 g.L".d"! de lipideos totais e 0,0309 + 0,0017
g.L-".d' de proteinas totais, com relagdo aos outros dias e a condigdo com a
auséncia de glicerol. Além disso, foi observado no experimento mixotrofico que as
microalgas atingiram a fase estacionaria no intervalo dos dias 3 e 6, enquanto na
condicao foto autotréfica esse comportamento néo foi verificado durante o periodo
cultivado. O primeiro modelo matematico considerou a hipétese logistica e o
segundo a formacdo do composto de inibicdo. Para resolugdo dos coédigos
computacionais, foi utilizado o software MATLAB®, o método Nelder-Mead, a rotina
Fminsearch e a subrotina ode23s. As simulacbes demonstraram baixo tempo
computacional, aproximadamente 4 segundos. O erro quadrado normalizado foi
proximo de 0,2 e 0,3 para o modelo do fator logistico e o modelo de inibicao,
respectivamente. A partir do modelo do fator logistico foi possivel descrever o
comportamento das microalgas para a condi¢cdo de cultivo determinada, enfatizando
a ferramenta da modelagem como método promissor na previsdo dos fendbmenos.

Palavras-chave: Microalgas. Cultivo mixotréfico. Modelagem matematica.

Validagao experimental.



ABSTRACT

As a result of the variables that influence the microalgae development, it is
interesting to use mathematical models with the ability to predict growth, biomass
accumulation and metabolites. Thus, the objective of the present work was the
elaboration of two simplified mathematical models based on the central metabolism
using the Monod equation, to describe the accumulation of biomass, carbohydrates,
lipids and total proteins in the Tetradesmus obliquus microalgae. The models were
developed using data obtained through laboratory scale experiments, performed
under photo autotrophic and myxotrophic conditions. For the latter, the source of
organic carbon used was glycerol at a concentration of 5 g.L™", due to its low cost and
availability in the biodiesel production chain in Brazil. Inocula with initial concentration
of 0.1881 + 0.0056 g.L-' were evaluated for productivity of dry biomass,
carbohydrates, lipids, total proteins, pH, culture absorbance and cell concentration.
The addition of glycerol caused the highest productivity of biomass and
macromolecules between the 3™ and 6" day of cultivation, corresponding to 0.0976 +
0.0046 g.L-'.d" biomass, 0.0266 *+ 0.0004 g.L."".d"! total carbohydrates, 0.0144 +
0.0033 g.L".d"" total lipids and 0.0309 + 0.0017 g.L".d"" total proteins, relative to the
others days and the condition with the absence of glycerol. Furthermore, it was
observed in the mixotrophic experiment that microalgae reached the stationary phase
in the days 3 and 6, while in the photo autotrophic condition this behavior was not
verified during the cultivated period. The first mathematical model considered the
logistic hypothesis and the second the formation of the inhibition compound. For
computational code resolution, the MATLAB® software, the Nelder-Mead method, the
Fminsearch routine and the ode23s subroutine were used. The simulations
demonstrated low computational time, approximately 4 seconds. The normalized
square error was close to 0.2 and 0.3 for the logistic factor model and the inhibition
model, respectively. From the logistic factor model it was possible to describe the
behavior of microalgae for the determined cultivation condition, emphasizing the

modeling tool as a promising method for predicting the phenomena.

Keywords: Microalgae. Mixotrophic cultivation. = Mathematical modeling.

Experimental Validation.
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1 INTRODUGAO

Os biocombustiveis apresentam-se promissores com relagdo aos
combustiveis fosseis, pois além de serem renovaveis possuem o ciclo do carbono
parcialmente fechado devido a realizacdo da fotossintese das plantas utilizadas
como substrato (DARDA; PAPALAS; ZABANIOTOU, 2019). Nesta perspectiva, as
microalgas possuem um crescente mercado pela rapida capacidade de multiplicagao
(FANG; YEH; LIU, 2018). O desafio de obter alta produtividade de metabdlitos nas
cepas considera mecanismos como temperatura, adigdo de ions metalicos, inibicao
de nitrogénio, fésforo, adicdo de carbono, potencial hidrogeniénico (pH) e estresse
salino, que interferem além do acumulo de biomassa e metabdlitos (SAJJADI et al.
2018) no desenvolvimento do cultivo, podendo influenciar na divisdo celular e no
aumento da concentragao de biomassa (ZHAN; RONG; WANG, 2017).

A destinacdo da biomassa destes microrganismos permite que o meio de
cultura seja manipulado para aplicagdes especificas, tornando interessante a
utilizagcado de coprodutos industrias. Devido ao aumento da producao de biodiesel em
consequéncia das novas politicas do seu emprego no Brasil (BRASIL, 2018), é
possivel constatar uma maior geragao de coprodutos do processo, sendo um destes
a glicerina (THOAI et al.,, 2017), que pode ser utilizada como fonte de carbono
organico para o cultivo de microalgas em meio mixotréfico (MORAIS et al., 2019). No
contexto do estudo da utilizagdo de microalgas aplicadas para a producdo de
energias renovaveis, o Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Energia
Autossustentavel (NPDEAS), localizado na Universidade Federal do Parana (UFPR),
realiza pesquisas que apresentam como objetivo aprimorar o cultivo em larga escala
através de fotobiorreatores compactos.

O prédio cultiva microalgas utilizando dejeto suino biodigerido como
nutrientes para estes microrganismos € em consequéncia das elevadas
concentracdes de nitrogénio e fosforo no substrato do meio (TAHER, 2013), a
biomassa obtida apresenta altos teores de proteinas, pois o excesso dos dois
compostos mencionados em relacdo a quantidade de carbono tem como
consequéncia uma maior formagdo proteica na microalga (FERNANDES et al.,
2016). A Figura 1 apresenta as areas tematicas com pesquisas em andamento no

laboratério, relacionadas a estes microrganismos.



Figura 1 - LINHAS DE PESQUISA EM DESENVOLVIMENTO NO NPDEAS.
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FONTE: Satyanarayana, Mariano e Vargas (2011), adaptado.

Atualmente, dentre as destinagdes da biomassa € incluida a produgao do
biodiesel de terceira geragdo, que consiste na extragdo dos lipideos da microalga
utilizando solvente organico e apds, € realizada a saponificagao utilizando hidréxido
de sédio (NaOH), seguida da esterificagdo empregando acido cloridrico (HCI)
(FANG; YEH; LIU, 2018). O mosto gerado apresenta baixo teor lipidico e no conceito
de biorrefinaria, que segundo o National Renewable Energy Laboratory (NREL,
2018), é definida como a conversédo de biomassa em produtos quimicos, energia e
combustivel realizando a integracao de processos e equipamentos (PANDEY et al.,
2015), é interessante a utilizagdo da biomassa residual para fermentagao simultanea
e desta maneira obter como produto o etanol. Dentre as vantagens, o tratamento
com solventes na etapa de extracao lipidica contribui na quebra da parede celular e
nao interfere no amido presente, sendo reduzidos o custo e o tempo de pré
tratamento da biomassa para obtengdo dos mondmeros que serao utilizados na

fermentacdo (CHNG; CHAN; LEE, 2016). Assim sendo, para ocorrer uma economia



circular na producdo de etanol de terceira geragédo, € necessario o aumento de
carboidratos na biomassa da microalga e uma das alternativas € o enriquecimento
nutricional, podendo substituir parcial ou totalmente o dejeto suino biodigerido pelo
glicerol.

Portanto, foi realizado o cultivo mixotréfico com glicerina para verificar o
aumento de carboidratos e lipideos na espécie Tetradesmus obliquus anteriormente
conhecida como Scenedesmus obliquus (NADZIR et al., 2019; PANCHA et al.,
2014). De acordo com a literatura, a porcentagem de carboidratos, lipideos e
proteinas nesta microalga possui composicao variada entre os valores na faixa de
10 a 17% de carboidratos, 12 a 14% de lipidios, 50 a 56% de proteinas (JAMBO et
al., 2016). E importante destacar que uma maior quantidade de carbono no meio de
cultivo da microalga em relagcdo aos demais nutrientes favorece o acumulo de
carboidratos na cepa (FERNANDES et al., 2016), portanto, podem ocorrer variagoes
nestes valores. Assim, considerando os dados observados experimentalmente,
foram elaborados e ajustados dois modelos matematicos preditivos para descrever o
comportamento da espécie em relacdo ao acumulo de biomassa, carboidratos,
lipideos e proteinas totais.

Com relagcdo a realidade do NPDEAS, o trabalho desenvolvido em
laboratério podera ser implementado na escala industrial, aumentando o teor de
carboidratos e lipideos na cepa e possibilitando através de pesquisas futuras, a
realizagao de uma rotina de producgao de etanol, que pode ser utilizado na produgcao
do biodiesel de terceira geragao, permitindo que o biocombustivel tenha rota de
obtencdo 100% sustentavel, conforme a Figura 2. Portanto, o presente trabalho
realizou a obtencdo dos dados experimentais dos cultivos realizados em ambiente
controlado com a microalga da espécie Tetradesmus obliquus, em condi¢ao foto
autotréfica e mixotrdfica, nesta ultima adicionando 5 g.L-" de glicerol. De acordo com
os valores obtidos na concentragao de biomassa, carboidratos, lipideos e proteinas,
foram realizados dois modelos matematicos simplificados a partir do metabolismo
central, o primeiro considerando a hipétese logistica e o segundo a formacgéo do
composto de inibigdo () a partir do glicerol. Os parametros dos modelos foram

ajustados utilizando o software MATLAB® e o modelo da hipétese logistica validado.



Figura 2 - POSSIBLIDADE DE APLICACAO DA PRESENTE PESQUISA NAS ROTAS DE
OBTENGCAO DE BIODIESEL E BIOETANOL SUSTENTAVEL.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 MICROALGAS

Microalgas sado organismos unicelulares e eucariéticos (LEHMUSKERO,;
CHAUTON; BOSTROM, 2018) capazes de realizar fotossintese e converter dioxido
de carbono (CO2) em oxigénio (O2) estimando-se que a proporgdo de conversao
seja 2 kg de COz2 para 1 kg de biomassa (SAJJADI et al., 2018). As aplicagdes
biotecnoloégicas das microalgas possuem finalidades como a producdo de
suplementos alimentares, farmacos, cosméticos e bioenergia (SHOW et al., 2017). O
cultivo destes seres é classificado em quatro fases que podem se dividir em
adaptacao, desenvolvimento, estacionaria e declinio, sendo que em cada uma
ocorre 0 acumulo em diferentes propor¢gdes de metabdlitos. Assim, € fundamental a
compreensao dos componentes necessarios para cada etapa, considerando que a
partir destes € possivel reduzir gastos operacionais na produgdo da biomassa,
tornando a tecnologia mais acessivel para destinacdo do substrato (LIAO et al.,
2018). A Figura 3 apresenta a possivel destinagdo da biomassa de microalgas no
setor do desenvolvimento de produtos (CHNG; CHAN; LEE, 2016;
SATYANARAYANA; MARIANO; VARGAS, 2011).

Figura 3 - POSSIVEIS APLICACOES DA BIOMASSA DE MICROALGAS EM DIVERSOS SETORES
TECNOLOGICOS.
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2.1.1 Sistemas e tipos de cultivo

Os desafios para o cultivo de microalgas em alta escala de producao
englobam a utilizacdo de agua e nutrientes nos fotobiorreatores. Estima-se que para
cada 5000 L de cultivo sejam produzidos 1 kg de biodiesel (LAURENS; CHEN-
GLASSER; MCMILLAN, 2017), ou seja, o processo necessita de melhorias para que
a producdo aconteca em escala comercial, tornando os estudos nesta area
fundamentais, sendo uma alternativa o reaproveitamento da biomassa residual para
producdo de  etanol de terceira  geragdo (SIVARAMAKRISHNAN;
INCHAROENSAKDI, 2018), buscando proporcionar um maior aproveitamento da
biomassa.

Nesta perspectiva, os cultivos podem ser realizados em sistemas abertos e
fechados. O primeiro emprega lagoas ou tanques, apresentando limitagdes devido a
grande area superficial utilizada, em consequéncia da profundidade necessaria para
que a radiagao solar alcance de maneira homogénea as microalgas. Outro desafio é
a presencga de bactérias e fungos que podem acarretar um ambiente competitivo e
interferindo na produtividade da espécie. Entretanto, nos sistemas fechados
considera-se os fotobiorreatores que sdo geralmente constituidos por tubulagbes
transparentes para que a luminosidade no meio permita a realizagao da fotossintese
pelas microalgas (BIBI et al., 2017). Estes sistemas facilitam a realizacdo de um
cultivo unialgal, com maior controle das trocas gasosas e das contaminacdes
externas (SUNDARRAJAN et al., 2019).

Os cultivos podem se classificar como foto autotréficos, heterotroficos e
mixotréficos. No primeiro, as microalgas utilizam CO:2 atmosférico e radiagao
luminosa, havendo reducao de custos e alta produgéo de fotoquimicos e pigmentos,
sendo o crescimento e a produtividade de biomassa relativamente baixos. No cultivo
heterotréfico, o carbono organico € empregado elevando o custo de produgéo e
ocasionando uma diminui¢ao na porcentagem de pigmentos e fotoquimicos de valor
agregado. Ainda, é notavel o aumento no crescimento, na produgcdo de biomassa e
metabdlitos como carboidratos e lipidios, podendo ser reduzida a area superficial
dos fotobiorreatores. Em meio mixotréfico, é utilizado como fonte de energia CO:2 e
carbono organico, que apesar do maior custo e risco de contaminagao pela fonte

carbono externa mesmo quando esterilizada, ha um maior crescimento,



apresentando elevada razdo de biomassa, lipidios e carboidratos obtidos, sendo os
pigmentos e fotoquimicos preservados (ZHAN; RONG; WANG, 2017).

2.1.2 Composicao e nutrientes fundamentais para o desenvolvimento

As microalgas constituem-se por metabdlitos primarios e secundarios, sendo
que carboidratos, lipidios (que apresentam na composi¢ao basicamente carbono) e
proteinas (constituidas em grande parte por nitrogénio, na média 16%) compdem
aproximadamente 80% da massa seca total destes seres (MARKOU; MONLAU,
2019). Neste sentido, os nutrientes fundamentais para o desenvolvimento das
microalgas podem ser definidos pela razdo molar de Redfield, onde se estima que
0os componentes ideais estejam presentes no meio de cultivo na estequiometria
106C:16N:1P, podendo ocorrer variagdes. De acordo com as diferentes culturas,
ocorre a variabilidade nas concentragcbes de carbono, fésforo e nitrogénio
(LAURENS; CHEN-GLASSER; MCMILLAN, 2017), sendo estes essenciais no
crescimento das microalgas (ENAMALA et al., 2018).

E importante destacar que na formacdo de pigmentos, DNA e RNA
presentes em menor quantidade na célula, também sao necessarios micronutrientes
como Mg, Co, Zn, Mn, dentre outros primordiais para o metabolismo destes
compostos (MARKOU; MONLAU, 2019). A Tabela 1 demonstra a composi¢céo
aproximada da biomassa em condi¢gdes consideradas adequadas, o teor sob regime

de stress e os respectivos elementos que caracterizam cada metabdlito.

Tabela 1 — COMPOSICAO GERAL DA BIOMASSA DE MICROALGAS E PRINCIPAIS ELEMENTOS
QUE CONSTITUEM CADA METABOLITO

Metabdlito Composicao (%) Condigao de stress (%) Elementos principais
Carboidratos 10-25 > 50 C
Lipideos 10-20 > 50 C ( P e N em baixas quantidades)
Proteinas 30 -50 <15 C,NeS
DNA e RNA 2-8 - CNeP
Pigmentos e 0,5-1,5 <0,3 C,N, P, Mg, Fe, Mn e Ca
fotossintéticos 5-15 >3
5-15
Enzimas - - C, N, P, Mg, Co, Fe e Mn

FONTE: Markou e Monlau (2019), adaptado.



Em consequéncia das microalgas serem organismos aquaticos, no cultivo, o
CO:2 utilizado para realizacdo da fotossintese se encontra dissolvido, ocasionando
variagdes no potencial hidrogeniénico do meio (MARKOU; MONLAU, 2019). Ainda, a
formacao de ions HCO3 e CO2 no meio pode ser prejudicial ao desenvolvimento da
célula pois algumas espécies sao incapazes de absorver ambos (CAMIRO-VARGAS
et al., 2005). Outro fator € a presencga de nitrogénio no cultivo em forma de nitrato (o
qual as microalgas possuem capacidade de absorgdo) e ambnia em baixas
concentragbes (pH<9), pois, acima desta faixa €& toxica aos microrganismos
(MARKOU; MONLAU, 2019), inibindo o crescimento e podendo causar a morte
celular.

O desenvolvimento das microalgas nem sempre esta relacionado ao
aumento da biomassa, pois, existem casos que ocorre um menor crescimento
celular e maior acumulo da mesma (PARANJAPE; LEITE; HALLENBECK, 2016), em
consequéncia do aumento da concentragcdo dos metabdlitos pelas cepas. Assim,
alteracdes na composicdo quimica do meio de cultivo podem induzir a producéo de
determinados compostos. Destaca-se ainda que a utilizagdo de nutrientes sintéticos
como fosfato, nitrato e outros tornam o processo ambientalmente e economicamente
inviavel, pois, estes elementos sao fundamentais para o desenvolvimento das
plantas e assim, causam competicdo com as culturas agricolas. Desta maneira, a
reciclagem dos compostos é fundamental para tornar a tecnologia da producéo de
microalgas promissora e para isto, o0 emprego de substratos de baixo valor agregado
faz desnecessario total ou parcialmente o uso dos fertilizantes quimicos (MARKOQOU;
MONLAU, 2019), sendo também interessante técnicas para acumulo de metabdlitos

na espécie utilizada.

2.1.3 Lipideos e carboidratos: componentes na célula das microalgas

Os lipidios dividem-se em neutros (triacilglicerol (TAGs), diacilglicerol
(DAGs), monoacilglicerol (MAGs), pigmentos, acidos graxos livres e
hidrocarbonetos) e polares (fosfolipidios e glicolipideos), também conhecidos como
de reserva e estruturais, respectivamente. Neste contexto, basicamente os acidos
graxos poliinsaturados (PUFAs) constituem a estrutura da célula, enquanto os TAGs
sdo lipideos de armazenamento, facilmente convertidos em energia metabdlica.

Estes ultimos encontram-se na grande maioria saturados e em menor quantidade na



forma insaturada (SAJJADI et al., 2018). E importante destacar que o perfil lipidico
acumulado pela microalga depende de fatores como nutrientes disponiveis no meio,
salinidade, radiagao ultravioleta (UV), temperatura, pH e da fase que se encontra o
cultivo (PALIWAL et al., 2017).

Em consequéncia do alto valor agregado na produgao de biomassa, torna-se
viavel a produgdo dos lipideos para destinagdes nobres, como a industria de
farmacos (KUMAR et al., 2019; SAYEDA,; ALI; EL-BAZ, 2015), ao invés da utilizacao
na producado de biocombustiveis como o biodiesel. Desta forma, o emprego da
biomassa residual para producao de etanol através da fermentacédo dos carboidratos
€ uma alternativa. Nesta perspectiva, lipidios e carboidratos s&o produzidos no
processo conhecido como fotossintese escura. Os hidratos de carbono possuem
funcdo bioldgica definida, dividindo-se em estruturais e de reserva (de maneira
similar aos lipidios), sendo importante destacar que os primeiros sdo na maioria
constituidos pela celulose e a hemicelulose e o0 segundo pelo amido (SAJJADI et al.,
2018).

A celulose € o polimero mais abundante no reino vegetal, formada por
ligacdes B 1-4-D-glucopiranose na conformacédo 4C1, apresentando cadeia linear
(ZHOU; BROADBELT; VINU, 2016). Além disso, possui fungéao bioldgica estrutural
formando a matriz polimérica juntamente com a hemicelulose e a lignina, que
constitui o suporte das plantas. Entretanto, em microrganismos como as microalgas,
€ importante destacar a auséncia da macromolécula lignina, o que torna a estrutura
da celulose mais acessivel a hidrolise (RIZZA et al., 2017).

O amido é um carboidrato de reserva, presente nos vegetais, composto de
amilose e amilopectina, sendo esta em maior concentragédo. A primeira constitui uma
estrutura linear no formato de hélice, estando presentes na menor unidade da
composicdo quimica monémeros de glucose unidos por ligagdo glicosidica no
carbono a-1,4, sendo hidrossoluvel. Na amilopectina € possivel observar dois tipos
de ligagao, na estrutura principal monémeros de glucose encontram-se ligados por
ligacbes a-1,4 estando também presente ramificagdes com ligacbes a-1,6
(BERTOFT, 2017). De acordo com a classificacdo das espécies botanicas
encontradas na natureza ha diferencas na constituicao estrutural do amido e neste
contexto, a estrutura interna da amilopectina € responsavel pelas caracteristicas
morfolégicas da composi¢cdo do granulo de amido (ZHU, 2018), sendo importante

destacar que no interior encontra-se a parte menos hidrofébica que define a



caracteristica amorfa e na externa uma estrutura cristalina no grédo (BERTOFT,
2017).

2.2 MICROALGAS: BIOMASSA POTENCIAL COMO MATERIA PRIMA

Na produgcdo de energias renovaveis através da biomassa, as microalgas
apresentam vantagens e dentre estas, podem ser destacadas a nao competicao
com o setor alimenticio que ocorre atualmente com relagdo a cana de agucar e a
soja utilizadas na producao de etanol e biodiesel, respectivamente. Outro fator é a
menor extensdo territorial necessaria para o cultivo das microalgas e a alta taxa de
crescimento/produtividade de metabdlitos em comparagdo com culturas agricolas,
como também a capacidade de biorremediacdo de efluentes e conversao para
biomassa (MATHIMANI et al., 2019). Como argumentado durante o documento, a
incorporagao dos processos torna viavel o emprego de subprodutos industriais para
o cultivo destes microrganismos e redu¢cdo nos custos de produg¢do, gerando uma
alternativa mais sustentavel. Em relagao a biomassa, apds a extracdo lipidica, uma
possibilidade € a utilizagao do substrato residual para produgao de etanol. A partir do
exposto, € promissor o emprego do montante de glicerol no cultivo de microalgas
para aumento dos carboidratos e lipideos, assim como o tratamento do efluente. A

Figura 4 demonstra o conceito de biorrefinaria e sustentabilidade deste processo.

Figura 4 - CONTEXTO DE SUSTENTABILIDADE E BIORREFINARIA
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2.1.4 Fatores que influenciam no desenvolvimento do cultivo e metodologias para

enriquecimento nutricional

O cultivo das microalgas é influenciado por fatores abidticos como a
temperatura, o pH, a radiagcdo luminosa e a presenca de ions. E também por fatores
bidticos, por exemplo, a presenga e interacdo de microrganismos como bactérias e
fungos no meio. Com relagdo aos fatores abidticos, estes podem ser variados
buscando as condi¢des ideais para o cultivo das microalgas. No metabolismo foto
autotrofico, para a realizacdo da fotossintese, a microalga utiliza como fonte de
carbono o HCOg, carbonato (CO 3%) e o CO2 enquanto no heterotréfico, o carbono
organico é consumido (IASIMONE et al., 2018). Ainda, a variagao da intensidade da
radiacao luminosa pode interferir na absorcdo de diferentes fontes de carbono
organico, como o acido acético, glucose e glicerol (PATEL et al., 2019).

Dentre as técnicas utilizadas para o aumento de metabdlitos em microalgas
ressalta-se a engenharia genética, que busca o aprimoramento de organismos com
capacidades especificas melhoradas. Entretanto, diversos sdo os questionamentos
com relagdo a seguranga ambiental, necessitando maiores estudos para obter
informacdes sobre a interagcao destes organismos geneticamente modificados com o
meio (DARDA; PAPALAS; ZABANIOTOU, 2019). Portanto, apesar de promissora, a
técnica do melhoramento genético evidenciando as fungdes de interesse na célula
ainda esta restrita a cultivos em pequenas proporgoes.

Considerando a importancia do equilibrio celular na razdo C : N para o
crescimento da célula (MARKOU; MONLAU, 2019), em condi¢des de fome de
nitrogénio, ocorre a maior producdo dos carboidratos e lipidios (MARKOU,;
MONLAU, 2019; RIZZA, et al., 2017; PATNAIK; MALLICK, 2015), pois, o nitrogénio é
responsavel pelo crescimento e divisdo celular (SHUNNI et al., 2016) e quando a
concentracdo nao é ideal, estes dois fatores sdo inibidos. Os carboidratos séo fontes
de armazenamento energético das microalgas para sintese dos lipidios na auséncia
de nitrogénio (KONG et al., 2013) e assim, quando inibido este ultimo, ocorre maior
acumulo de carboidratos. Outro mecanismo para enriquecimento nutricional de
carboidratos na microalga € o controle de enxofre, eficiente para cultivos numa
escala de menor tempo, onde as células demonstram redugdo na producédo de

proteinas e aumento dos carboidratos. Contudo, em periodos mais longos ocorre a



reducdo destes ultimos (RIZZA et al., 2017), o que no conceito de biorrefinaria,
utilizando a biomassa residual para produg¢ao de etanol, ndo € interessante.

A partir do exposto, os métodos para modificagcbes no cultivo devem avaliar
tempo de producdo, custo de operacdo e adaptacdo da cepa de acordo com a
metodologia realizada. Além disso, as alteragdes no meio de cultura necessitam
considerar a posterior destinacdo da biomassa. Buscando a maior produtividade, €
fundamental a aplicagdo de coprodutos industriais como substrato, sendo o glicerol
uma alternativa para a produ¢cdo de compostos nas microalgas, que podem ser
convertidos em produtos. O emprego do tri-alcool altera a composigao bioquimica
das células, diminuindo a producédo de proteinas e pigmentos e aumentando os
teores de carboidratos e lipidios (KONG et al., 2013). Além disso, € possivel realizar
o tratamento biolégico de efluentes através do consumo do glicerol pelos
microrganismos (MORAIS et al., 2019). Desta maneira, na literatura constam
inumeros trabalhos utilizando diferentes espécies e mecanismos em cultivo
mixotréfico com glicerol, sendo apresentados na Tabela 2.

Como fonte de energia, o glicerol sugere que a absorgao esta interligada a
fotossintese, permitindo um maior crescimento. Em outros casos, ndo ocorre
diferenga no crescimento mixotréfico, fato que sugere a auséncia de um sistema de
metabolismo da molécula na microalga, nao interferindo a presenga deste no meio.
Outra abordagem é que o glicerol possa ser utilizado como armazenamento de
outros materiais e ndo como fonte de energia, 0 que ocasiona pouca influéncia no
crescimento. Em determinadas microalgas, pode ocorrer um aumento menor quando
expostas ao glicerol em comparagcao ao cultivo foto autotréfico, justificado por
consequéncia do tri-alcool atuar como um inibidor em determinados sistemas
metabdlicos (PARANJAPE; LEITE; HALLENBECK, 2016).

No estado da arte, Andruleviciute e colaboradores (2013) cultivaram a
microalga Scenedesmus obliquus em regime mixotrofico adicionando diferentes
concentracdes de glicerol técnico em meio BG11 modificado, iniciando o inéculo
com 0,287 g.L-'. Através dos dados experimentais o valor de 5 g.L-' demonstrou
melhor eficacia para o crescimento da espécie, acumulando a concentragcao de 2,15
g.L”" em biomassa, com uma produtividade de 0,229 g.L-".dia'. Contudo, o maior
acumulo de TAG foi observado com a concentragdo de glicerol de 10 g.L-, atingindo
15,12 %, em contrapartida a 5 g.L"', que apresentou 13,46%. Similarmente, com a

espécie Scenedesmus obliquus, Choi e Yu (2015) realizaram cultivos em meio



Jaworski (JM) com indéculo inicial de 0.367 g.L-' £ 0.6 g.L™", adicionando 0,74 L.min"’
de CO2 e variando a concentragcédo de glicerol. A maior produtividade da biomassa
para a espécie também foi alcangada na concentragéo de 5 g.L-" do tri-dlcool, sendo
0,231 g.L".dia'. Nesta mesma condigdo foram obtidos os maiores teores de TAG,
acidos graxos insaturados e acidos graxos saturados, correspondendo a 16,24%,
79,77% e 20,23%.

Em determinadas espécies como a Chlorella sp. marinha e a
Nannochloropsis salina (CCMP 1776) observou-se a necessidade da presenga do
nitrogénio para assimilacdo do glicerol, pois, na redugdo de nitrogénio ocorreu
somente a absor¢do minima do composto. Além disso, estes microrganismos
necessitam da presenca de luz para absorver eficientemente o glicerol no
metabolismo (PODDAR; SEN; MARTIN, 2018). Em outros casos, a espécie Chlorella
vulgaris UTEX2714 demonstrou uma maior capacidade de utilizar os nutrientes das
aguas residuais, oriundas de uma estacdo de tratamento que foram adicionadas
como substrato juntamente com o glicerol no cultivo. Este fenbmeno é consequéncia
da razdo mais equilibrada entre carbono e nitrogénio e também da presencga de
bactérias que apresentam uma relagao de sinergia com as microalgas (REN et al.,
2017).
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2.3 BIOCOMBUSTIVEIS COMO ALTERNATIVA AOS COMBUSTIVEIS FOSSEIS

Considerando o aumento do consumo energético mundial é fundamental
analisar os gargalos de produgédo dos combustiveis. A crescente preocupagdo com
as iniciativas de sustentabilidade e dependéncia das fontes fosseis destaca os
biocombustiveis, que utilizam matérias primas renovaveis e podem ser classificados
em quatro geracgdes. A Tabela 3 demonstra os aspectos gerais de cada classe
(DARDA; PAPALAS; ZABANIOTOU, 2019). E possivel verificar que a caracteristica
renovavel da matéria ndo a torna necessariamente sustentavel e diante deste
cenario, € importante o emprego do conceito de biorrefinaria, como discutido
previamente. E abordado nas préoximas secgdes o contexto da producdo de etanol e
biodiesel, a importancia destes biocombustiveis para a insergao das politicas verdes
e a contribuigdo na matriz energética Brasileira buscando a redugdo das emissdes

dos gases poluentes.

Tabela 3- CLASSIFICAGAO GERAL DOS BIOCOMBUSTIVEIS: VANTAGENS E DESVANTAGENS

Biocombustiveis Matéria prima Vantagens Desvantagens

o A matéria prima
utiizada evidencia a
disputa alimento x
combustivel;

e Vastas extensdes

Dominio dos territoriais;
processos e da e Grandes quantidades
tecnologia de 4gua na cultura;

e Dependéncia das
fontes fosseis para
logistica na obtengao
de matéria prima até as
etapas finais.

Substratos que competem

Primeira geracao . o
gera¢ com o setor alimenticio

e Com excecao da

Correta competicao com
Sequnda geracéo Coprodutos de processos destinagdo dos alimentos, todos os
9 gerag industriais e agroindustriais residuos aspectos mencionados

nos biocombustiveis de
primeira geracéo.

e Alto consumo de
Alta de taxa de energia e nitrogénio

Terceira geragao Algas e microalgas produgao de e Processos ainda nao
biomassa disponiveis em escala
piloto e industrial
~ Lixo e organismos Economia e Custos e gastos
Quarta geragao . e . "
geneticamente modificados circular energéticos elevados.

Fonte: A autora (2019).



2.2.1 Etanol

O etanol € um composto polar com estrutura quimica C2HsOH (PANDIYAN
et al., 2019), obtido a partir do processo de fermentagao, na qual ocorre a conversao
de agucares em etanol e dioxido de carbono. No substrato, as hexoses presentes
sao fermentadas por leveduras, sendo esses microrganismos capazes de converter

a glucose em etanol de acordo com a equacgao 1 (ZABED et al., 2017).

levedura 1
C,H,,0, «—>2C0,+2C,H,0H+calor )

O etanol é um biocombustivel com potencial para diminuir a utilizagao dos
combustiveis fésseis, podendo ser empregado totalmente nos motores dos veiculos
automotivos. Entretanto, para que esta tecnologia seja utilizada em escalas
consideraveis, € necessario que as industrias automobilisticas contribuam no
desenvolvimento para atender as especificidades proporcionando o funcionamento
dos automoveis com etanol (JAMBO et al., 2016). Em relagdo ao cenario global, o
ranking do mercado que lidera a producdo deste biocombustivel pertence ao
Estados Unidos, que utiliza como matéria prima o milho, enquanto o Brasil ocupa a
segunda posigdao, empregando como biomassa a cana de agucar (ZABED et al.,
2017).

Para melhor compreender a importancia do etanol na matriz energética
Brasileira, € interessante conhecer as politicas de incentivo a producdo deste
biocombustivel que iniciaram no século XX, em decorréncia do alto preco dos barris
de petrdleo no inicio da década de 1970. No ano de 1975 foi iniciado o Programa
Nacional do Alcool (PROALCOOL), onde o principal objetivo era suprir a demanda
de combustivel no pais. Por volta do ano de 1979, as industrias automobilisticas
adaptaram-se as tecnologias existentes, construindo veiculos que empregaram
alcool hidratado (95%), fato este que permitiu a independéncia parcial com relagao
as fontes fosseis de combustiveis (CORTEZ et al., 2016). Nesta perspectiva, de
acordo com a resolugdo 01/77, estabelecida pelo Instituto do Alcool e do aclcar
(IAA), o etanol foi classificado como alcool anidro, adicionado a gasolina como
aditivo, alcool industrial e alcool hidratado 5%, empregado nos motores flex
(BRASIL, 1983).



Incluido na classificagdo dos biocombustiveis apresentada, atualmente o
etanol pode ser de primeira, segunda ou terceira geracédo (ZABED et al., 2017). Na
primeira geragao, a matéria prima para a cadeia produtiva € oriunda da cana de
acgucar (RIZZA et al., 2017). Além da necessidade de agucares pouco complexos
para facilitar a fermentagdo dos microrganismos, a produg¢ao de etanol agucareiro é
algo questionavel, considerando que grande parte dos carboidratos ficam retidos no
substrato (DALENA et al., 2019). Outro fator € a extensa area territorial utilizada para
cultivo das plantagdes canavieiras e a poluicdo gerada no processo (RIZZA et al.,
2017) como a realizacdo das queimadas e transporte. Apesar da disponibilidade
territorial Brasileira propensa para o cultivo da cana de agucar, € primordial
considerar fatores como a competicdo entre comida e alimentos (ABUD; SILVA,
2019; HASSAN; WILLIAMS; JAISWAL, 2019), que foram mencionados como um dos
grandes desafios na produgao de biocombustiveis de primeira geragao, assim como
o envelhecimento dos canaviais (MME, 2018), que comprometem a disponibilidade
da matéria prima para suprir a demanda nacional.

Na producgao do etanol de segunda geragéo, o substrato para fermentagao é
constituido de coprodutos lignocelulosicos. Entretanto, a presenca da
macromolécula lignina envolvendo a celulose dificulta a obtencdo de uma maior
eficiéncia no processo fermentativo, sendo necessarios pré tratamentos para
transformar estruturas complexas em agucares simples e esta etapa adicional,
aumenta os custos envolvidos no processo (ZABED et al., 2017). Portanto, apesar
da interessante destinagdo dos coprodutos lignoceluldésicos para contribuir na
geragao da matriz energética brasileira, maiores estudos sdo fundamentais para que
esta tecnologia seja utilizada em grandes propor¢gdes no cenario dos
biocombustiveis.

As vantagens do etanol de terceira geragdo em relagdo ao de primeira e
segunda sdo as microalgas cultivadas em fotobiorreatores que ocupam areas
relativamente pequenas quando comparada a producao de cana de acucar (BIBI et
al., 2017). As microalgas sao ainda utilizadas na biorremediagao, no tratamento de
efluentes e para absorver e fixar da atmosfera compostos como o COz2, reduzindo as
concentragdes deste poluente, que € um dos causadores do aquecimento global
(SHOW et al.,, 2017). Como apresentado neste documento, diferentemente do

substrato de segunda geragao, as microalgas nao apresentam a macromolécula



lignina na estrutura celular, permitindo uma maior acessibilidade na obtencédo dos
monoémeros utilizados na fermentacgao.

A partir do exposto, fica evidenciada a importancia de pesquisas na area,
com o objetivo de utilizar como matéria prima compostos de origem sustentavel e
renovavel, sendo as microalgas uma estratégia interessante e em desenvolvimento,
pois, atualmente a produgcdo de etanol de terceira geragdo se encontra limitada a
escala laboratorial (ZABED et al., 2017). Desta maneira, visando o desenvolvimento
de combustiveis renovaveis com menores emissdes de gases poluentes, tempo na
produgcdo da matéria prima e baixo custo de comercializacdo, em paises que
apresentam reduzido territério, o etanol de terceira geracdo é uma opgao

consideravel.

2.2.2 Biodiesel

A produgdo mundial de biodiesel atingiu 36,6 bilhdes de litros em 2017,
sendo que o ranking pertence aos EUA e ao Brasil, com 16% e 11%,
respectivamente (REN21, 2019). A matéria prima utilizada para produgdo de
biodiesel nos EUA € o d6leo oriundo do milho, considerado um coproduto da extragéo
do amido (VELJKOVI¢ et al., 2018). No Brasil, o 6leo de soja é utilizado como
substrato sendo um subproduto da extragdo de proteinas da oleaginosa (OLIVEIRA,;
COELHO, 2017). O biodiesel é produzido através da transesterificagdo que consiste
na reagao de um TAG com um alcool de cadeia curta (metanol ou etanol), na razédo
de 1:3 mols, na presenga de um catalisador (THOAI et al., 2017), sendo comumente
utilizado o hidréxido de sddio (NaOH) e hidréxido de potassio (KOH) (ARAUJO et al.,
2013) pelo baixo custo e alta eficiéncia na conversao dos ésteres. Neste contexto, a
reacdo de transesterificacdo possui etapas reversiveis, ocorrendo nas duas
primeiras uma substituicdo nucleofilica, sendo liberado como produto final 3 mols de
éster e um do tri-alcool glicerol (SINGH; KUMAR; BLUMICH, 2019). As reagdes

intermediarias s&o apresentadas nas equacoes 2, 3 e 4, respectivamente.

k; ,

TAG+ALCOOL<k—>DAG+ESTER (2)
k3 r

DAG+ALCOOL<k—>MAG+ESTER (3)

ks B
MAG+ALCOOL © GLICEROL+ESTER 4)



A historia do biodiesel no cenario brasileiro iniciou em meados da década de
1920, onde foram realizados os primeiros experimentos com este biocombustivel
(SOLOMON; BAILIS, 2014). Contudo, somente na década de 1970 com a crise do
petroleo foi criado o Programa Nacional do Biodiesel (PRO-OLEO) de acordo com a
resolucao n°® 007 de 22 de outubro de 1980. Diversas foram as tentativas de instituir
na matriz energética Brasileira, em 2002 foi aprovado o decreto n°® 702 em 30 de
outubro, incentivando os produtores com a implementagdo do Programa Brasileiro
de Desenvolvimento Tecnoldgico para o Biodiesel (PROBIODIESEL). Entretanto,
somente em 2005, com o Programa Nacional de Producdo e Uso do Biodiesel
(PNPB), este biocombustivel foi implementado significativamente, iniciando o
acréscimo de 2% do biodiesel ao diesel comum, que passou a ser obrigatdrio no ano
de 2008 (OLIVEIRA; COELHO, 2017).

Atualmente, de acordo com a Lei n° 13.263, instituida em 23 margo de 2016,
fica aprovado que os percentuais de adi¢ao do biodiesel ao diesel comum sao de 8,
9 e 10%, no periodo de doze, vinte e quatro e trinta e seis meses apds o
sancionamento (BRASIL, 2016), com perspectivas de aumento futuro a partir de
2019 até margo de 2023 para 15%, através da resolugao n° 16 de 29 de outubro de
2018 (BRASIL, 2018). A crescente produgdo sugere o emprego das fontes
alternativas de matéria prima e uma destinagao correta do coproduto gerado, pois, o
glicerol quando descartado de maneira inadequada pode causar danos ambientais
irreversiveis, contrariando a politica verde da instituicdo do biodiesel em veiculos
automotores. Uma possibilidade para destinacdo deste subproduto € o cultivo de
microrganismos, como as microalgas, pois, atualmente, com o aumento do consumo
energético global e o crescimento populacional surge a necessidade de novas fontes

para a substituicdo parcial ou total daquelas utilizadas no biodiesel.

2.4 MODELAGEM MATEMATICA

A necessidade de representar o mecanismo intracelular de microalgas e
cianobactérias consideram algumas generalidades para ambas as espécies
(BAROUKH et al., 2015a). Para predizer o desenvolvimento dos microrganismos
foram elaborados modelos simplificados como o modelo exponencial, utilizado na
descricdo do comportamento inicial da cultura, entretanto, em longo prazo, a

previsdo € inadequada e considerando a importancia para decisdes futuras, é



ineficiente para determinados contextos, ndo sendo capaz de prever as influéncias
dos fatores externos na cultura como os nutrientes disponiveis no meio, as variacées
ambientais e o envelhecimento das células.

Apds, o modelo logistico proposto por Verhulst inclui a constante de
saturacgdo, apresentando um comportamento mais coerente a realidade observada,
sendo um aprimoramento do modelo exponencial (TSOULARIS; WALLACE, 2002).
A definicdo do modelo logistico descreve que “a resisténcia ou a soma dos
obstaculos opostos ao desenvolvimento indefinido da populagdo aumenta
proporcionalmente ao quadrado da taxa em que a populagcdo tende a aumentar”
(VOGELS et al., 1975, p. 184), ou seja, considera que o crescimento da populagao
em um dado intervalo de tempo é diretamente proporcional a intensificacdo dos
fatores que ocasionam as limitagbes fisicas nos individuos (condi¢des estas néo
consideradas no modelo exponencial), acarretando a tendéncia em atingir a fase
estacionaria.

Posteriormente, o modelo de Monod foi elaborado para descrever o
desenvolvimento das populagdes, considerando as alteragcées ocasionadas no meio
devido a presenga dos microrganismos. A equagao geral de Monod € uma extenséo
da equacéao de Michaelis, destacando que o modelo inclui a limitagdo dos nutrientes
causada pelo consumo dos organismos, a formagao dos produtos inibitérios e a
modificagdo do pH no cultivo (MONOD, 1949). Portanto, os modelos matematicos
sao desenvolvidos com a finalidade de prever comportamentos e otimizar as etapas
envolvidas na produgcdo dos componentes de interesse. A Figura 5 apresenta o
diagrama que descreve as hipoteses direcionando a elaboragdo da modelagem de
um sistema (VARGAS; ARAKI, 2017).



Figura 5 — ESQUEMA PARA FORMULAGCAO DO MODELO MATEMATICO DE UM SISTEMA
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FONTE: Vargas e Araki (2017), adaptado.

De acordo com o fluxograma apresentado, as hipoteses elaboradas precisam
ser coerentes com a realidade e fundamentadas em argumentos especificos. Nesta
perspectiva, através do modelo biolégico de microrganismos é possivel observar
trabalhos envolvendo o metabolismo de carboidratos, lipideos, proteinas, DNA e
RNA que apesar de simplificados, relatam de maneira eficiente o comportamento
dos organismos e assim, a engenharia metabdlica € uma ferramenta promissora
(BAROUKH et al., 2015a). O estado da arte utiliza inumeras espécies em cultivos
mixotréficos e foto autotréficos explicando o crescimento, a formagao de metabdlitos
e 0 acumulo de biomassa. A Tabela 4 apresenta pesquisas que realizaram a

modelagem matematica de sistemas biolégicos das microalgas.



Tabela 4 - ESTADO DA ARTE: MODELAGEM MATEMATICA DE ACUMULO DE BIOMASSA E
METABOLITOS

Autores Microalga Cultivo Fatores analisados Validagao

Crescimento, acumulo
de lipidios neutros e

Mairet et al. (2011) Isa_clyry SIS Foto autotréfico carboidratos e fluxo de Experimento
affinis galbana carbono para formar
membranas, acidos
nucléicos e proteinas.
Chiorella Crescimento, lipideos e
Yang et al (2011) minutissima Mixotréfico consumo de, Ii(F;)eroI Experimento
UTEX 2341 9 '
Lipideos, carboidratos,
Guest et al. (2013) Chlamy domgn Foto autotrofico biomassa, nitrato e Experimento
as reinhardftii fosfato, dentre outros
nutrientes.
Neochloris Amido biomassa e
Klok et al. (2013) oleoabundans  Foto autotrdéfico TAG ’ Experimento
Adesanya et al. Chlorella Mixotrofico e foto Amido, biomassa e Experimento
(2014) vulgaris autotrofico TAG. P
Baroukh et al. Tisochrysis . Acﬂmy lo . de .
' Foto autotroéfico carboidratos e lipideos Experimento
(2015Db) lutea . .
(dia e noite)
Radiacao luminosa, Experimento
C. nitrogénio e carbono na
Yoo, Kim e Lee protothecoides . - entrada. Glicina,
Mixotrofico o
(2014) glucose, lipidios e
biomassa na saida do
sistema
Isochrysis Experimento
He et al. (2016) galbana Foto autotrofico Lipideos e biomassa
F[gueroa-torres, Chlamydomon ' o Experimento
Pittman e . - . e Crescimento, lipideo e
as reinhardtii. Mixotrofico :
Theodoropoulos amido
(2017)
Nannochloro Crescimento, Jia et al
Ryu et. al (2018) ) orop Foto autotréfico  carboidratos, lipidios e (2015)
Sis oceanica .
proteinas

FONTE: A autora (2019).

A partir do exposto, Mairet et al. (2011) desenvolveram um modelo
matematico do crescimento e acumulo de carbono no interior da célula (constituindo
as proteinas, as membranas e os acidos nucléicos) e mais dois compartimentos que
se dividem em lipidios neutros e carboidratos, com o objetivo de avaliar e definir a
melhor condi¢ao para a incidéncia da luz e concentragao de nitrogénio, sendo capaz
de predizer a producdo de biomassa, carboidratos e a produtividade de lipidios
neutros. Para validagdo do modelo foram coletados dados experimentais da espécie
Isachrysis affinis galbana. Figueroa-torres, Pittman e Theodoropoulos (2017)

realizaram a modelagem matematica do crescimento, producgao de lipidios e amido



em microalgas. Os dados experimentais para validacdo foram obtidos através do
cultivo mixotréfico com a espécie Chlamydomonas reinhardtii, utilizando acetato e
inibindo nitrogénio. O modelo preditivo foi capaz de calcular a concentragao inicial
adequada de nitrogénio e carbono empregadas no meio de cultura.

Ainda, Guest et al. (2013) consideraram para a elaboragdo do modelo
matematico a espécie Chlamydomonas reinhardtii e para validagao utilizaram os
dados do cultivo em regime foto autotréfico em fotobiorreator, empregando um mix
de microalgas oriundas das aguas residuais da rede de tratamento de esgoto
sanitario. A modelagem avaliou o armazenamento de lipideos, carboidratos e
biomassa funcional, dentre outros nutrientes como fosfato e nitrato. Yoo, Kim, Lee
(2014) cultivaram a microalga C. protothecoides em fotobiorreatores utilizando meio
mixotréfico e como fonte de nitrogénio e carbono adicionaram glicina e glucose,
respectivamente. Os dados experimentais foram empregados para validacdo do
modelo matematico que permite verificar a radiagdo luminosa e as concentragdes de
carbono e nitrogénio na entrada, assim como a concentracéo de lipidios, biomassa,
glicina e glucose na saida do sistema.

Outros autores como He et al. (2016) formularam um modelo matematico para
avaliar a relagdao da produgdo de proteinas, lipidios e também o acumulo de
biomassa de acordo com os nutrientes disponiveis no meio. Os dados para
validacdo experimental utilizaram a espécie [sochrysis galbana cultivada em
fotobiorreator de placa plana variando as concentragdes de nitrato de sédio (NaNO3)
no meio. Yang et al. (2011) descreveram a formacao de lipidios, o consumo de
glicerol e o crescimento através do modelo matematico elaborado. Para validagdo a
partir dos dados experimentais, foi realizado o cultivo mixotréfico com a espécie
Chlorella minutissima UTEX 2341, alterando as concentracbes de caseina e
glicerina empregadas como fonte de nitrogénio e carbono.

O modelo desenvolvido por Klok et al. (2013) apresenta a produgao de amido,
biomassa e o acumulo de lipideos (TAG), de acordo com a luminosidade e o
nitrogénio disponivel. A espécie Neochloris 6leo abundans foi cultivada para
obtencdo dos dados e posterior validagao experimental. Ryu et al. (2018) realizaram
um modelo matematico explicando o acumulo de carboidratos, lipideos e proteinas a
partir do metabolismo central e para validacdo, foram utilizados os dados
experimentais do trabalho realizado por Jia et al. (2015) com a espécie

Nannochloropsis oceanica. Baroukh et al. (2015b) desenvolveram um modelo



matematico para explicar o acumulo de carboidratos e lipideos no periodo diurno e
noturno, utilizando na validagdo a microalga Tisochrysis lutea em condigdo foto
autotrofica. E possivel destacar que o estado da arte apresenta modelos
interessantes para a explicacdo da formacédo dos metabdlitos celulares, entretanto,
até o presente momento n&o foi encontrado um modelo matematico que descreva o
acumulo de biomassa, carboidratos, lipideos e proteinas em meio mixotrofico

utilizando como fonte de carbono glicerina.



3 JUSTIFICATIVA

O contexto apresentado na fundamentagao teorica destaca as microalgas
como uma matéria prima promissora para a geragao mais sustentavel de energia,
considerando a capacidade de biorremediagcdo destes microrganismos, captura e
conversdo dos gases de emissao em metabdlitos de alto valor agregado, assim
como a utilizagdo de subprodutos industriais como fonte de carbono organico no
cultivo, destacando o glicerol, pois, devido a crescente adicdo de biodiesel nos
veiculos automotores, ocorre a grande disponibilidade do tri-alcool. Portanto, a partir
das inumeras pesquisas no estado da arte que utilizaram diferentes espécies de
microalgas para cultivo mixotréfico com este composto, surge a importancia de
modelos matematicos capazes de prever o comportamento do acumulo de
biomassa, carboidratos, lipideos e proteinas na presenca do glicerol. Neste cenario,
€ apresentado na fundamentagcdo tedrica trabalhos sobre os modelos de
crescimento e acumulo das macromoléculas em microalgas, sendo nesta
dissertacao, elaborados dois modelos matematicos que buscam prever a formagao
da biomassa, carboidratos, lipideos e proteinas totais a partir do tri alcool. Desta
forma, considerando que um dos grandes gargalos para a producéo de microalgas é
o alto custo, a partir do modelo logistico foi possivel calcular a tendéncia da
produtividade e a concentracdo dos componentes mencionados em diferentes
periodos para a microalga Tetradesmus obliquus nas condigdes utilizadas nesta
pesquisa, contribuindo para o desenvolvimento na area e permitindo uma destinacao

mais adequada da biomassa de acordo com as diferentes aplicagdes.



4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral a realizagdo da modelagem
matematica e validagdo experimental do cultivo da microalga da espécie

Tetradesmus obliquus em meio foto autotréfico e mixotréfico com glicerol.

4.1.1 Objetivos especificos

o Obtencao dos dados experimentais para analise do comportamento no
acumulo de biomassa, carboidratos, lipideos e proteinas totais, no cultivo da
microalga Tetradesmus obliquus na condi¢ao foto autotréfica e mixotrofica;

o Desenvolvimento de dois modelos matematicos a partir dos dados
experimentais: um utilizando a hipotese logistica e o outro a hipotese da inibicao
pelo glicerol;

o Ajuste dos parametros envolvidos nos modelos matematicos e

validagao experimental do modelo matematico da hipdtese logistica.



5 MATERIAIS E METODOS

O tépico que apresenta a descrigdo dos materiais € métodos foi dividido em
trés sec¢des. A primeira identificada como 5.1, relata as etapas na obtencédo dos
dados experimentais. Na sequéncia, a secdo 5.2 descreve as hipdteses e as
equacgdes consideradas para elaboracdo dos modelos matematicos. Por fim, a secéo
5.3 expbe a metodologia empregada para o ajuste dos parametros, assim como a

validacdo do modelo matematico da hipétese logistica.

5.1 OBTENGAO DOS DADOS EXPERIMENTAIS

5.1.1 Origem da microalga Tetradesmus obliquus e condigdes de cultivo do inéculo

inicial

A microalga Tetradesmus obliquus foi isolada no laboratério do NPDEAS,
localizado na UFPR. A espécie é originalmente encontrada na agua da rede de
abastecimento local, da cidade de Curitiba, estado do Parana, Brasil. A Figura 6
apresenta a imagem da célula obtida em a) microscopio 6ptico em camara de
Neubauer com aumento de 400x e b) microscopio Olympius BX40 com camara de

captura acoplada Olympius DP71 através da objetiva de 100x.

Figura 6 - CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DA MICROALGA DA ESPECIE Tetradesmus
obliquus

FONTE: A autora (2019).



O in6culo foi cultivado em meio CHU, seguindo como protocolo a norma
NBR 12648 (2011). O volume da solugéo 1 a 6 adicionado no cultivo foi de 10 mL e

da solugéo 7 a 10 foi de 1 mL em cada litro, respectivamente. Os reagentes e a

concentracao utilizada em cada solugao sédo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — COMPOSICAO DO MEIO CHU UTILIZADO PARA CULTIVO DA MICROALGA
Tetradesmus obliquus EM CONDICOES CONTROLADAS.

Solugao Composicao Concentragao (g.L™")
1 NaNOs 25
2 CaCl2.2H20 2,5
3 MgSQO4.7H20 7.5
4 K2HPO4 7,5
5 KH2PO4 17,5
6 NaCl 2,5
7 C1oH1aN2Na20s.2H 50
20
KOH 31
8 FeS04.7H20 4,98
9 H3sBO3 11,42
10 ZnS04.7H20 0,0882
MnCl2.4H20 0,0144
NaMoO4.2H20 0,00119
CuS04.5H20 0,0157
Co(NOs3)2.6H20 0,0049

FONTE: A autora (2019).

Em seguida, o material foi auto clavado, de acordo com o manual de
JACINAVICIUS, na temperatura de 125 °C, a 1,5 atm por um periodo de 30 minutos.
Apoés, o indculo foi manuseado em fluxo laminar previamente esterilizado por 20
minutos. A manutencao do indculo teve duragao de 3 semanas com repique a cada
7 dias, no volume de 1,6 L, em que o objetivo foi padronizar as células tornando-as
mais homogéneas e garantindo a maior confiabilidade nos resultados experimentais

obtidos.

5.1.2 Avaliagédo da contaminag&o no meio cultivo

Para avaliar a possivel presenga de contaminantes bioldgicos no meio de
cultivo contendo glicerol, além do microscopio 6ptico utilizando camara de Neubauer
com aumento de 400x, foram realizados plaqueamentos em meio CHU sdélido
contendo 1,5 % de agar. A Placa de Petri foi auto clavada seguindo o protocolo

JACINAVICIUS descrito no item 5.1.1. A diluicdo seriada dos cultivos foi realizada



em fluxo laminar previamente esterilizado adicionando inicialmente o volume de 100

ML, com uma razéo final do cultivo : solu¢do salina 0,85 % de 1:1000.

5.1.3 Condicdes de cultivo e obtencao da biomassa nas diferentes fases do

crescimento

Os ensaios contendo o in6culo foram cultivados em duplicatas no laboratério
em frascos Erlenmeyers com volume de 1,6 L, a temperatura de 22 °C = 0,1, com
luminosidade de 720-760 lux e fluxo de ar 1,5 L.min-', por um periodo de luz e
aeracao de 24 h ao dia. A Figura 7 apresenta imagens da bancada na sala de
cultivo, em que foram acondicionados os Erlenmeyers. Acoplados a estes se

encontram as mangueiras que fornecem ar originario de um motor de compressao

localizado no ambiente externo do prédio.

Figura 7 — PRIMEIRO DIA DE CULTIVO DO INOCULO

FONTE: A autora (2019).

O periodo de duracao do experimento foi de 15 dias, com sacrifico do cultivo
para coleta a cada trés dias e realizagdo das analises como o pH, a contagem
celular, a densidade 6ptica e a biomassa seca. Para obtengao da biomassa, o cultivo
foi submetido a um pH entre 6-7 utilizando acido cloridrico (HCI). Na sequéncia, este
foi acondicionado em compartimentos com capacidade de 2 L no Jar Test para
floculagdo conforme apresentado na Figura 8 e entdo adicionou-se o floculante a

base de tanino TANFLOC, na concentragdo de 0,2 g.L". Nos 10 segundos iniciais foi



mantida a rotacdo maxima e depois reduzida para a metade, até completar o tempo

de 10 minutos.

Figura 8 — EQUIPAMENTO JAR TEST UTILIZADO NA FLOCULAGAO E CULTIVO FLOCULADO
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FONTE: A autora (2019).

Apoés aguardar a biomassa floculada decantar, realizou-se a filtragdo em um
aparato constituido de um baldo Kitasato acoplado em uma bomba a vacuo, retendo
o recuperado em tecido. O esquema realizado e a biomassa coletada estao de

acordo com a Figura 9.

Figura 9 — PROCEDIMENTO PARA RECUPERAGCAO DA BIOMASSA
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FONTE: A autora (2019).

A secagem da biomassa recuperada ocorreu na estufa a uma temperatura de
60 °C, sendo ao fim macerada em um gral de porcelana com pistilo, até obtencao de

granulos, como € apresentado na Figura 10.



Figura 10 — BIOMASSA OBTIDA NO CULTIVO DA MICROALGA Tetradesmus obliquus EM
LABORATORIO

FONTE: A autora (2019).

A biomassa seca foi armazenada em congelador a uma temperatura
aproximada de -5 °C para evitar a oxidacao e posteriormente foram realizadas as

analises de carboidratos totais, lipidios totais e proteinas totais.

5.1.3 Descri¢ao das analises do meio de cultivo

Para acompanhamento do desenvolvimento dos cultivos realizou-se as
analises de pH, densidade optica, contagem celular e quantificagdo de biomassa

Seca.

5.1.3.1 pH, absorbancia, contagem celular e biomassa seca

O pH das amostras foi mensurado utilizando pHmetro mPA 210 para o
controle do crescimento. Na analise da absorbéncia do cultivo, foi utilizado uma
amostra com volume de 10 mL no espectrofotometro UV/VIS PerkinElmer Lambda
25, com comprimento de onda de 540 nm. O crescimento celular e a quantificagao
de biomassa seca das microalgas foram realizados de acordo com Danesh et al.
(2017). A contagem celular utilizou a camara de Neubauer, no microscépio
BIOVAL®, com lente de aumento de 400x. A biomassa seca foi quantificada por
método gravimétrico, em que inicialmente mensurou-se a massa da membrana de
fibra de vidro com 0,7 um de retengédo de particulado, utilizando balanga analitica

com precisao de quatro casas decimais, marca SHIMADZU e modelo AUW220D.



Em seguida, o volume de 10 mL foi retirado de cada Erlenmeyer e filtrado, sendo
posteriormente colocado na estufa a uma temperatura de 70 °C até manter o peso
constante. A Figura 11 demonstra a membrana apos a recuperagao da biomassa

sendo resfriada para a pesagem.

Figura 11 — ESQUEMA UTILIZANDO DESSECADOR COM SILICA E BALANGA ANALITICA PARA
OBTENGAO DA BIOMASSA SECA

LIMITE PARA
PESAGEM: 5 g

£0099® 2

FONTE: A autora (2019).

Para célculo do valor da biomassa seca (Bs), foi utilizada a equacéo 4.

— (mz -m, ) (4)
S Vf

B

Em que m1 é o peso seco da membrana, mz € 0 peso seco da membrana

com a biomassa e Vr é o volume de cultivo utilizado para a andlise.
5.1.4 Analises da composi¢cao das microalgas

5.1.4.1 Carboidratos totais

A analise de carboidratos totais utilizou a metodologia de Dubois et al. (1956),
qgue consiste em um método colorimétrico. Para a realizagcao deste, foram utilizadas
as seguintes solug¢des: uma solugdo de acido sulfurico (H2SO4) 80% (v/v), uma
solugéo fenol 5% (m/v) e uma solugdo padrdo de 0,1 g.L”' de glucose anidra. As
leituras das amostras foram realizadas em espectrofotometro, no comprimento de

onda de 490 nm, em cubeta de quartzo com volume de 3 mL e 1 mm de espessura.



No preparo das amostras, 20 mg de biomassa foram pesadas e colocadas em
tubos de penicilina e apds, foi inserido 1 mL da solugdo de H2SO4 80% previamente
preparada. Nas quatro horas iniciais, as amostras foram mantidas em banho de gelo
para evitar a carbonizagdo. Em seguida, foram acondicionadas na bancada pelas
proximas 16 h, totalizando 20 h. Na sequéncia, foram diluidas com 9 mL de agua
destilada e uma aliquota de 1,5 mL retirada do sobrenadante sendo transferida para
diferentes Eppendorfs (MYKLESTAD; HAUG, 1972). Os recipientes foram
centrifugados a 4000 rpm por um periodo de 20 min. Foi inserido em tudo de ensaio
o volume de 0,5 mL da amostra tratada, 2,5 mL de H2SOa4 concentrado e 0,5 mL da

solugao de fenol. Aguardou-se aproximadamente 30 min para realizagao da leitura.

5.1.4.2 Lipidios totais

A obtencao dos valores de lipideos totais utilizou o método de Folch et al.
(1957), adaptado por Hosseini et al. (2015). Inicialmente foi mensurado 0,05 g de
biomassa e entao inserido o volume de 1,2 mL da solugao de cloroférmio : metanol,
na razao 2 : 1. Em seguida os tubos de ensaio contendo a mistura foram colocados
no ultrassom SCHUSTER L200, por um periodo de 30 minutos. Entéo, estes foram
acoplados na centrifuga Daiki 80-2B-DM por 15 minutos, a 4000 rpm. O
procedimento foi repetido por 3 vezes e em cada intervalo foi retirado o
sobrenadante e depositado em tubos de penicilina previamente pesados. Apds, os
frascos permaneceram na estufa a 60 °C, até manter peso constate e o teor de

lipidios totais foi calculado por método gravimétrico.

5.1.4.3 Proteinas totais

O procedimento de proteinas totais foi realizado pelo laboratério do
Departamento de Nutricdo Animal localizado na UFPR. A técnica utilizada foi a
metodologia de Kjeldahl, que consiste na detecgao de proteinas de maneira indireta
através do teor de nitrogénio nas amostras, sendo o fator de conversao deste para
microalgas 4,78 (TEMPLETON; LAURENS, 2015). Para extragao do nitrogénio, foi

realizado um tratamento da biomassa com acido cloridrico e posterior quantificagéo.



5.1.4 Calculo da produtividade de biomassa e metabdlitos

Para calculo da produtividade de biomassa (Pbn) de acordo com o dia do

cultivo foi utilizada a equacgao 4.

p,— (Pcb) @
At

Em que, bi € a concentragdo de biomassa inicial, br € a concentracdo de
biomassa final e At é a variagdo do tempo.

Para calculo da produtividade de carboidratos totais (Pcarb) foi utilizada a
equacao 5.

_ (b X bX,) ()

i“tcl

carb 100At

Em que, Xci é o teor de carboidratos no dia zero e Xcr € 0 teor de carboidratos

final.
Para calculo da produtividade de lipidios totais (Piip) foi utilizada a equacgao 6.
= (belf_biXIi) (6)
o 100At
Em que, Xii € o teor de lipideos no dia zero e Xir € o teor de lipideos final.
Para calculo da produtividade de proteinas totais (Pprot) foi utilizada a equagao
7.
_ (bepf 'biXpi) (7)
pret 100At

Em que, X, é o teor de proteinas no dia zero e Xpr € 0 teor de proteinas final.



5.2 MODELO MATEMATICO

Baseados na Equacao de Monod (1949), foram propostas nesta dissertagao
duas hipoteses para descrever o comportamento obtido no cultivo da microalga
Tetradesmus obliquus, a partir das condicbes descritas. No primeiro modelo
matematico, apresentado no topico 5.2.1, foi sugerida a hipétese de um fator
logistico que limita a formagdo de biomassa e das macromoléculas (carboidratos,
lipideos e proteinas totais). No segundo modelo matematico, descrito no tépico
5.2.3, foi elaborada a hipétese do acumulo de um composto de inibicdo a partir do

glicerol, que inibi as mesmas variaveis apresentadas no modelo 1.

5.2.1 Elaboragédo da modelagem matematica utilizando a hipétese logistica

Em consequéncia da complexidade dos mecanismos de formagao dos
metabdlitos celulares a partir do metabolismo central, € necessaria a elaboracao de
um modelo matematico simplificado para explicar a formagao destes (BAROUKH et
al., 2015a). Desta maneira, o0 modelo matematico confeccionado nesta dissertagao
utilizando a hipotese do fator logistico, propde descrever simplificadamente o
mecanismo de acumulo de biomassa, lipideos, carboidratos e proteinas totais em
regime foto autotréfico e mixotrofico, utilizando como substrato a glicerina a partir
dos intermediarios de carbono. Na Figura 12 é apresentado um diagrama

esquematico do sistema.

Figura 12 — MECANISMO DE ACUMULO DAS MACROMOLECULAS E BIOMASSA NA CELULA
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FONTE: A autora (2019).



As hipéteses para formulagao deste modelo consideram:

e Todo o metabolismo é representado pelo diagrama;

e O sistema total (intra e extracelular) possui uma distribuicdo homogénea de
nutrientes e metabdlitos;

e Os produtos finais do metabolismo (carboidratos, lipideos e proteinas totais)
compdem o acumulo da biomassa;

¢ A biomassa apresenta um crescimento logistico.

O modelo matematico parte da constatacdo que os dados experimentais de
biomassa, carboidratos, lipideos e proteinas totais apresentam um comportamento
logistico. Dessa forma, todas as equacdes vao ter um fator logistico representado

por Fiog.

Em que X é a concentracdo de biomassa seca e Xmax € a concentracio
maxima de biomassa.

Como pode ser observado na Figura 12, a fotossintese ocorre a partir do CO2
disponivel no meio de cultura e da luz incidente. A equacdo 10 descreve a

velocidade que ocorre a fotossintese.

r. = Flog“’foto [COZ ]X (1 O)
foto KCOZ +[C02]

Em que pfto € a velocidade maxima da fotossintese, [CO2] é a concentracéo
de didéxido de carbono no meio e Kco: é a constante de saturagao do COo.
Ainda, considerando o meio enriquecido com glicerol, a velocidade de

absorgao do tri-alcool é descrita através da equagao 11.

— Flogl’tglicgliX (1 1 )
. K tcy;



Em que pgi € a velocidade maxima de absorcdo do glicerol, cgi € a
concentracao do glicerol e Kgii € a constante de saturagcao do glicerol no meio.

Por hipétese como mostra o diagrama esquematico, tanto o carbono fixado na
fotossintese quanto o glicerol absorvido sdo transformados em intermediarios de
reserva, mencionados anteriormente como intermediarios de carbono (Pc), que
podem ser convertidos em macromoléculas. Neste contexto, a sintese de proteinas
depende também da concentragdo do nitrogénio no meio de cultura. Os fendmenos
para a velocidade de formagdo dos lipideos, carboidratos e proteinas, sao

representados pelas equagdes 12, 13 e 14, respectivamente.

L= Flog“lichX (1 2)
" (Klip+Pc)
Em que uip € a velocidade maxima da formacdo de lipideos e Kip € a

constante de saturacédo da formacgao de lipidios.

r — Flogl’tcaercX (1 3)
carb (K +PC )

carb

Em que pcarb € a velocidade maxima da formagéo de carboidratos e Kcarb € a
constante de saturacéo de carboidratos.
Flog“‘protPcXN (14)

+P)(Kyy, TN)

I.prot = (K

prot

Em que pprot € a velocidade maxima da formagao de proteinas, Koot € a
constante de saturacao da formacao de proteinas, Knvs € a constante de saturacao
do efeito da amdnia na producédo de proteina e N corresponde a concentragao de
nitrogénio no meio.

Considerando o ar comprimido inserido no cultivo, a concentragao de
equilibrio do CO2 no meio de cultura € descrita através da Lei de Henry, apresentada
pela equagao 15.



[CO,]*=H_ P, (15)

Onde Hco: € a constante de Henry e Pco; é a presséo parcial de CO2 no ar.

5.2.1.1 Equagdes diferenciais

A partir das equacgdes anteriores, foi realizado o balango de massa para cada
componente do modelo. Desta maneira, a taxa de acumulo do gas carbdnico no

meio de cultura € apresentada de acordo com a equacgao 16.

d[CO, ]
dt

(16)

=K, ([CO,]* - [CO,]) - YCOZ/PC Tioto

Em que Kia é o coeficiente de transferéncia de massa, [CO2]* é a
concentragédo de equilibrio do ar injetado, [CO2] € a concentragdo de CO2 no meio
liquido, Y., , € coeficiente de rendimento de COz para Pc (ou seja, quantas gramas

de CO:z2 sera utilizado para produzir 1 g de carbono intermediario).

A equacéao 17 apresenta a taxa de acumulo do glicerol.

dlc] (17)

dt - Yo, m T
o 8 u versa i
Onde Y. ,€ a constante que representa a conversdo do glicerol nos
gli’ e

intermediarios de carbono.

O balango de massa para os intermediarios de reserva é apresentado pela

equacéao 18.
dP, (18)
cC —
dt - I.foto—i_ rgli - YPc /[lip]rlip - YPC/[carb]rcarb - YPc /[prot]rprot
Em que Y, ,,;, € o coeficiente de conversao dos intermediarios de carbono em

lipidios, Y, ,...; € O coeficiente da conversdo dos intermediarios de carbono em



carboidratos e Y, ;..

: € o coeficiente da conversdo dos intermediarios de carbono em
proteinas.
A taxa de acumulo da formacdo dos lipidios, carboidratos e proteinas é

definida pelas equacgdes 19, 20 e 21, respectivamente.

d[lip] (19)

a

Onde a taxa de formacdo dos lipideos é representada pela velocidade de

formagao dos lipideos.

d[carb] (20)
= rcarb
dt

Onde a taxa de formacgao dos carboidratos é representada pela velocidade de

formagao dos carboidratos.

d[prot] (21)
dt - I-prot

Onde a taxa de formacdo das proteinas € representada pela velocidade de
formagao das proteinas.

A taxa de consumo do nitrogénio € descrita na equagéao 22.

d[N] _ (22)
T - -YN/[prot]rprot

Em que Yy, € o coeficiente de converséo do nitrogénio em proteinas.

prot]
Desta maneira, a partir do exposto, a taxa de produ¢ao da biomassa depende

da formacéo de lipidios, carboidratos e proteinas apresentada pela equacéao 23.

d[X]
T = (rlip+ I.carb-'_ I.prot )YX

(23)



Para resolucdo do equacionamento apresentado no modelo, foi utilizado o

programa MATLAB® e a subrotina ode23s.

5.2.2 Elaboragc&o da modelagem matematica utilizando a hip6tese da inibigdo pelo

glicerol

Devido a complexidade do sistema, ainda considerando as simplificacdes
designadas no modelo matematico descrito anteriormente com relagdo ao
metabolismo central, outra hipotese relacionada a inibicado da formacéo de biomassa
e das macromoléculas foi sugerida na realizacdo deste trabalho. Na Figura 13 é

apresentado um diagrama esquematico do sistema.

Figura 13 — MECANISMO DE ACUMULO DAS MACROMOLECULAS E DA BIOMASSA NA CELULA
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FONTE: A autora (2019).

As hipéteses para formulagcao deste modelo consideram:

e Todo o metabolismo é representado pelo diagrama;

e O sistema total (intra e extracelular) possui uma distribuicdo homogénea de
nutrientes e metabdlitos;

e Os produtos finais do metabolismo (carboidratos, lipideos e proteinas totais)
compdem o acumulo da biomassa;

e Ocorre a formagdo de um composto | a partir do glicerol que inibe todo o

metabolismo celular considerado.



A partir do comportamento dos dados experimentais, surge a hipotese da
formagdo de um composto que inibe o metabolismo celular (l), sendo este oriundo
do glicerol. Neste sentido, a formagao de biomassa, carboidratos, lipidios e proteinas
sao parcialmente reduzidas. A equacgao 24 apresenta a velocidade de producédo do
composto |.

_ Hey X (24)
1 (K1 +Cgli)

Em que pi é a velocidade maxima da formagado do composto |, cgi € a
concentragao de glicerol do meio e Ki € a constante de saturagdo do composto |.
O composto | inibe 0 metabolismo celular na velocidade que pode ser descrita

pela equagao 25.

K. (25)

Em que n é atribuido os valores de 1 a 5, onde 1 corresponde a fotossintese,
2 ao glicerol, 3 aos lipideos, 4 aos carboidratos e 5 as proteinas, sendo | a
concentragéo do inibidor gerado a partir do glicerol.

Como pode ser observada, a fotossintese ocorre a partir do COz2 disponivel no
meio de cultura e da luz incidente. A equacéo 26 descreve a velocidade que ocorre a

fotossintese.

b T [CO,X (26)
foto Kcoz ‘|‘[C02]

Em que pfto € a velocidade maxima da fotossintese, [COz2] é a concentracéo
de dioxido de carbono no meio e Kco: € a constante de saturagcéo do CO..
Ainda, considerando o meio enriquecido com glicerol, a velocidade de

absorc¢ao do tri-alcool é descrita através da equacéo 27.



_ Tp e X (27)
. Kty

Em que pugi € a velocidade maxima da absor¢do do glicerol, cgi € a
concentragao do glicerol e Kgi € a constante de saturagcéo do glicerol no meio.

Por hipétese como mostra o diagrama esquematico, tanto o carbono fixado na
fotossintese quanto o glicerol absorvido séo transformados em intermediarios de
reserva, mencionados anteriormente como intermediarios de carbono (Pc), que
podem ser convertidos em macromoléculas. Neste contexto, a sintese de proteinas
depende também da concentragdo do nitrogénio no meio de cultura. Os fenébmenos
para a velocidade de formacdo dos lipideos, carboidratos e proteinas, sao

representados pelas equagdes 28, 29 e 30, respectivamente.

. :T3I‘J“IichX (28)
" (Klip+Pc)
Em que pip € a velocidade maxima da formacdo de lipideos e Kip é a

constante de saturacao da formacgao de lipidios.

r = T4“caercX (29)
carb (K +Pc )

carb

Em que pcarb € a velocidade maxima da formagao de carboidratos e Kcarb € a

constante de saturacao de carboidratos.

Ty, PXN (30)
P Ky, TN)

I.prot - (K

prot

Em que pprot € a velocidade maxima da formagdo de proteinas, Kprot € a
constante de saturacao da formacao de proteinas, Knvs € a constante de saturacao
do efeito da aménia na producédo de proteina e N corresponde a concentragao de

nitrogénio no meio.



Considerando o ar comprimido inserido no cultivo, a concentracdo de
equilibrio do CO2 no meio de cultura € descrita através da Lei de Henry, apresentada

pela equagao 31.

[CO,1* =H,, P (31)

€0, ™ €O,

Onde Hco2 é a constante de Henry e Pco, € a pressao parcial de CO2 no ar.

5.2.2.1 Equacbes diferenciais do modelo

A partir das equacdes anteriores, foi realizado o balango de massa para cada
componente do modelo. Desta maneira, a taxa de acumulo do gas carbénico no

meio de cultura é apresentada de acordo com a equacgao 32.

d[CO, ]
dt

(32)

=K, ([CO,]* - [CO,]) - YCOZ/PC Lot

Em que Kia é o coeficiente de transferéncia de massa, [CO2]* é a
concentragédo de equilibrio do ar injetado, [CO2] € a concentragdo de CO2 no meio

liquido, Y., , € o coeficiente de rendimento de CO2 para Pc (ou seja, quantas

gramas de COz2 sera utilizado para produzir 1 g de carbono intermediario).
A equacéao 33 apresenta a taxa de acumulo do glicerol.

d[cgli] (33)

L %

dt T T Cui/P,

Onde Y. , € o coeficiente que representa a converséo do glicerol nos
ailPe

intermediarios de carbono.
O balango de massa para os intermediarios de reserva € apresentado pela
equacéao 34.

dp (34)

c —
dt - I‘foto—i_ rgli - YPC /[lip]rlip - YPC/[carb]rcarb - YPC /[prot]rprot



Em que Y, ,, € o coeficiente de converséo dos intermediarios de

lip]

carbono em lipidios, Y, .., € 0 coeficiente da conversao dos intermediarios

carb

de carbono em carboidratos eY, ., € o coeficiente da conversédo dos

intermediarios de carbono em proteinas.
A taxa de acumulo da formacdo dos lipidios, carboidratos e proteinas é

definida pelas equacgdes 35, 36 e 37, respectivamente.

d[lip] (35)

Onde a taxa de formacao dos lipideos é representada pela velocidade de

formagéao dos lipideos.

d[carb] (36)
= rcarb
dt

Onde a taxa de formagao dos carboidratos é representada pela velocidade de

formacéao dos carboidratos.

dfprot] _ (37)
d t prot

Onde a taxa de formagao das proteinas é representada pela velocidade de
formagao das proteinas.

A taxa de consumo do nitrogénio € descrita na equagao 38.

oy

d t N/[prot] I.prot

Em que Yy, € 0 coeficiente de conversdo do nitrogénio em proteinas.

prot]
Desta maneira, a partir do exposto, a taxa de produgao da biomassa depende

da formacéo de lipidios, carboidratos e proteinas apresentada pela equacao 39.



d[X (39)
% - (rlip+ I.carb-'_ I.prot )YX

Ainda, a taxa de formacdo do composto de inibigdo (I) é descrita pela
equacéo 40.

dl (40)
dt

Para resolucdo do equacionamento apresentado no modelo, foi utilizado o

programa MATLAB® e a subrotina ode23s.
5.3 CONDICOES INICIAIS DO MODELO MATEMATICO

As concentragdes iniciais dos componentes considerados nas equacodes

diferenciais constam na Tabela 6.

Tabela 6 - CONDIGOES INICIAIS DOS COMPONENTES CONSIDERADOS NO MODELO

Componentes (g.L™) Mixotrofico Foto autotréfico
CO2 0,006 0,006
Lipideos 0,0473 0,0298
Carboidratos 0,0508 0,0275
Proteinas 0,1621 0,1426
Pc 0,02 0,02
NHs3 0,2 0,2
Biomassa 0,3461 0,3028
Glicerol 4.3 0
Composto de inibicao 0,5 0

FONTE: A autora (2019).

5.4 AJUSTE DOS MODELOS MATEMATICOS E VALIDAGCAO EXPERIMENTAL
DO MODELO DA HIPOTESE LOGISTICA

Para o ajuste dos parametros dos modelos matematicos foi considerada a
funcdo objetiva (Fobj) descrita na equacao 41 (FIGUEROA-TORRES; PITTMAN;

THEODOROPOULOS, 2017).



Fob:"fj(<te<’>rico<i)-_exp<i))j2 (41)
J exp(1)

i=1

Em que nexp corresponde ao numero de experimentos, i ao numero de pontos

experimentais (32 ao todo), teorico(i) aos dados tedricos obtidos na simulagédo e
exp(i) aos dados coletados no experimento.

Os valores foram normalizados em consequéncia das medidas serem

discrepantes. Para resolugcdo do modelo, foi utilizado o método de Nelder-Mead

através da rotina Fminsearch e subrotina ode23s no software MATLAB® 2018.
5.3.1 Modelo matematico da hipotese logistica

O modelo matematico da hipétese logistica possui o total de 15 parametros e
para o0 ajuste, os valores inicialmente adicionados para cada parametro
corresponderam a 1. O ajuste dos parametros do modelo matematico foi realizado a
partir do conjunto de dados coletados no experimento cultivado em regime
mixotrofico e a descricdo de cada parametro € apresentada na Tabela 7.

Apos definir e realizar o ajuste dos parametros do experimento contendo
glicerol, o modelo matematico foi validado através dos dados do cultivo em meio foto
autotrdéfico, ou seja, foi simulado os valores deste regime com as constantes obtidas
durante a etapa de ajuste do modelo matematico, exceto para concentragdo maxima

de biomassa (Xmax), em que foi considerado o valor obtido no experimento controle.

Tabela 7 — PARAMETROS UTILIZADOS PARA A SIMULAGAO DO MODELO MATEMATICO.

Parametros Descrigao Unidade de
medida
Mfoto Velocidade especifica maxima da fotossintese dia’
Ksco2 Constante de saturagao do COz g.L?
Miip Velocidade especifica maxima da produgao de lipidios dia™
Ksiip Constante de saturacao da producéo de lipideos g.L?
Mcarb Velocidade especifica maxima da producao de carboidratos dia™
Kscarb Constante de saturacao da producéo de carboidratos g.L?
Mprot Velocidade especifica maxima da producao de proteinas dia™
Ksprot Constante de saturacao do efeito do Pc na producéo de proteina g.L"
KsNH3 Constante de saturagado do efeito da aménia na produgao de proteina g.L’
Kia Coeficiente de transferéncia de massa do CO2do ar para o meio dia!
Yx Coeficiente de rendimento da biomassa g.g”’
Mgi Velocidade especifica maxima da absorgéo de glicerol dia™
Kgii Constante de saturagao da absorgao de glicerol g.L?
Xmax Concentracdo maxima de biomassa g.L’

FONTE: a autora (2019).



5.3.2 Modelo matematico da hipotese da formacao do composto |

O modelo matematico da inibicdo pelo glicerol possui o total de 20
parametros, em que os valores iniciais para obtencdo de cada parametro
corresponderam a 1. A descricdo de cada parametro € apresentada na Tabela 8.

Para este modelo foi realizado apenas o ajuste dos parametros definidos
inicialmente utilizando ambos os dados experimentais do cultivo mixotréfico e foto
autotréfico para calibragdo dos parametros. Neste modelo matematico ndo foi
realizada a validagdo experimental. Gradualmente a fungao objetivo foi sendo
multiplicada por um fator de 10 conforme o valor absoluto da funcédo objetivo era

menor que uma unidade.

Tabela 8 - PARAMETROS UTILIZADOS PARA A SIMULAGAO DO MODELO MATEMATICO.

Parametros Descrigao Unidade de
medida
Mfoto Velocidade especifica maxima da fotossintese dia
Kscoz Constante de saturacao do COz g.L?
Miip Velocidade especifica maxima da producéao de lipidios dia™
Ksiip Constante de saturacao da produgao de lipideos g.L?
Mcarb Velocidade especifica maxima da producao de carboidratos dia™
Kscarb Constante de saturagdo da produgéo de carboidratos g.L’
Mprot Velocidade especifica maxima da produgao de proteinas dia™
Ksprot Constante de saturacao do efeito do Pc na produgao de proteina g.L’
KsNH3 Constante de saturacao do efeito da aménia na produgao de proteina g.L’
Kia Coeficiente de transferéncia de massa do CO2do ar para o meio dia™
Yx Coeficiente de rendimento da biomassa g.g”’
Mgli Velocidade especifica maxima da absorgéo de glicerol dia!
Kgii Constante de saturacao da absorgéo de glicerol g.L
Kig1 Constante de inibicdo da fotossintese pelo composto | g.L?
Kig2 Constante de inibicdo da absor¢ao do glicerol pelo composto | g.L?
Kigs Constante de inibicdo da sintese de lipideos pelo composto | g.L?
Kiga Constante de inibigdo da sintese de carboidratos pelo composto | g.L?
Kigs Constante de inibigdo da sintese de proteinas pelo composto | g.L?
Mi Velocidade especifica maxima da produgao do composto | dia’
Ki Constante de saturacao da producdo do composto | g.L?

FONTE: a autora (2019).



6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os topicos para apresentagao dos resultados sao divididos em trés secgdes.
A secdo 6.1 descreve a discussao referente a etapa experimental em que foram
analisados os valores da concentragdo de biomassa seca, densidade celular,
absorbancia e pH do cultivo. Na secéo 6.2 € realizada a analise da concentracao de
carboidratos, lipideos e proteinas totais obtidas, assim como as respectivas
produtividades de cada metabdlito, demonstrando o periodo adequado para
obtencdo da biomassa, buscando reduzir o tempo de cultivo das microalgas e os
custos relacionados a produgéo. A sec¢ao 6.3 apresenta a relagao dos resultados da
simulagcdo com os dados experimentais, sendo o topico 6.3.1 referente ao modelo
com a hipotese do fator logistico e o topico 6.3.2, sobre o modelo da hipotese da
formagdo do composto |. Finalizando na secdo 6.4, ambos os modelos sao
comparados evidenciando aspectos interessantes e gargalos de cada um, assim
como a importancia da ferramenta da modelagem matematica na previsdo do
comportamento de microrganismos para cultivos em maior escala, sugerindo

possiveis extensdes dos modelos e aplicagdo dos metabdlitos de interesse.

6.1 DADOS EXPERIMENTAIS DOS CULTIVOS

Considerando a importancia do controle no cultivo das microalgas para
avaliar o desenvolvimento, foram coletados a cada trés dias os dados nas diferentes
condigdes, como descrito no item 5.1.3.1. No experimento foto autotréfico utilizado
como controle, & possivel observar uma maior formacado de biomassa seca com
relacdo ao cultivado em meio mixotréfico. O inicio da fase estacionaria nao foi
observado durante a realizagdo do experimento no regime foto autotréfico, enquanto
no mixotrofico, ocorreu no intervalo dos dias 3 e 6, sendo 0 maximo de biomassa
obtida para cada condigdo 1,1248 g.L-' e 0,8912 g.L-!, respectivamente. Portanto,
surge a hipétese da contaminagao oriunda do ar comprimido utilizado para aeragao
do meio, que sera discutida posteriormente. A Figura 14 apresenta o acumulo de

biomassa seca da microalga cultivada no controle e com adigéo do glicerol.



Figura 14 - BIOMASSA SECA COLETADA DURANTE O PERIODO DE 15 DIAS NO CULTIVO FOTO
AUTOTROFICO E MIXOTROFICO
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FONTE: A autora (2019).

Na literatura, a concentracdo de biomassa para espécie -cultivada
adicionando 5 g.L" do glicerol correspondeu a 2,15 g.L-' em meio BG11 modificado
(ANDRULEVICIUTE et al., 2013) e 1,92 g.L™" utilizando meio Jaworski (JM), que
além da adigdo do tri-alcool, também acrescentou CO2 na vazéo de 0,74 L.min""
(CHOI; YU, 2015), sendo importante destacar que a concentragcdo do indculo inicial
para cada autor foi 0,287 e 0,367 g.L™', valor superior ao utilizado na presente
pesquisa que empregou 0,1881 + 0,0056 g.L"'. A maior concentragdo de biomassa
para os autores pode ser devido ao fato do meio BG11 empregado por
Andruleviciute et al. (2013) apresentar maior concentragcao de nitrato em relagéo ao
meio CHU, permitindo a divisdo celular por mais tempo. Para Choi e Yu (2015), a
adicdo do CO2 como fonte de carbono inorganico juntamente com o glicerol contribui
de forma significativa para a fotossintese e aumento das células, visto que, no
presente trabalho foi utilizado ar comprido que apresenta menores proporcoes deste
composto.

Com relagédo aos dados obtidos no experimento, observando os valores de
biomassa seca de ambos os cultivos no sexto dia, é notoria a diferenga no aumento
do mixotréfico com relagdo ao foto autotréfico, sendo ainda perceptivel o inicio da
fase estacionaria no primeiro. Por consequéncia, uma das hipéteses consideradas é

que apesar da alta disponibilidade de carbono orgénico devido a presenga do



glicerol, considerando que o0 meio sintético utilizado nas culturas ndo foi
suplementado com nitrogénio e fosforo, as concentragdes destes dois compostos
foram reduzidas no decorrer do tempo. Portanto, devido a necessidade do primeiro
para a multiplicagao celular (SHUNNI et al. 2016), pode ter ocorrido a inibicdo da
divisdo, ocasionando o inicio da fase estacionaria como observado na Figura 15,

que apresenta o crescimento das células no cultivo foto autotréfico e mixotroéfico.

Figura 15 — NUMERO DE CELULAS COLETADAS DURANTE O PERIODO DE 15 DIAS NO
CULTIVO FOTO AUTOTROFICO E MIXOTROFICO
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FONTE: A autora (2019).

Contudo, apesar da razdo C:N ser inadequada no meio devido a nao
suplementacao de nitrogénio e adi¢cdo de glicerol, este fato nao justifica a redugao
da concentracdo da biomassa seca. A partir da realizacdo do plaqueamento do
regime mixotréfico em meio agar, foi constatada a contaminacdo causada por
microrganismos possivelmente oriundos do ambiente externo presentes no ar
comprimido, utilizado para a aeragéo no sistema de cultivo. A presenga de fungos foi
corroborada conforme demonstrado na Figura 16. Segundo Fott (1967) e Illkov
(1975) a contaminagdo com o quitridio Phlyctidium scenedesmi ocasionou uma
menor producdo da alga Scenedesmus em lagoas abertas e de acordo com a
literatura, devido aos sistemas de cultivo em escala piloto e industrial utilizarem uma

cultura unialgal, a presencga dos fungos pode ocasionar a redugao das microalgas no



meio, acarretando impactos econdmicos na producdo de biomassa (CARNEY;
LANE, 2014).

Figura 16 - CRESCIMENTO DO CULTIVO MIXOTROFICO EM PLACA DE PETRI

Fonte: A autora (2019).

A contagem celular no cultivo foto autotrofico atingiu o maximo de 2480 *
294 x 10% cel.mL' no 15° dia. Em contra partida, o intervalo entre os dias 6 e 9 no
regime com adigao de glicerol obteve o maior numero de células, sendo 1270 + 56
cel.mL" e apds, iniciou um declinio indicando a morte celular. Como resultado do
crescimento e maior concentracdo da biomassa ocorreu 0 aumento da densidade do
meio, acarretando na menor incidéncia de luz no interior do cultivo. Este fato pode
ter influenciado no crescimento homogéneo das microalgas, mesmo na presencga da
aeracao, pois, uma menor radiacdo ocasiona a baixa eficiéncia da fotossintese e
desta maneira, a célula passa a consumir o carbono disponivel para exercer o
funcionamento do metabolismo (LEHMUSKERO; CHAUTON; BOSTROM, 2018),
reduzindo o acumulo da biomassa. Assim, uma das alternativas é elevar a
intensidade luminosa do sistema no decorrer do periodo, contudo, as microalgas
presentes na parede do fotobiorreator tendem a receber uma maior radiagao o que
pode interferir no desenvolvimento destas (LEHMUSKERO; CHAUTON; BOSTROM,
2018; ZHUANG et al., 2018). Portanto, o valor da luminosidade neste experimento



foi mantido constate. A Figura 17 demonstra os valores de absorbancia observados

em diferentes intervalos no cultivo foto autotréfico e mixotroéfico.

Figura 17 — VALORES DA ABSORBANCIAIDURANTE O PERJODO DE 15 DIAS NO CULTIVO
FOTO AUTOTROFICO E MIXOTROFICO
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FONTE: A autora (2019).

A maior densidade constatada no cultivo das microalgas pode ser
caracterizada pela condicdo de hiperplasia, que consiste no aumento da divisao
celular, como também através da hipertrofia, na qual as células acumulam
metabdlitos de reserva aumentando o volume (RYU et al.,, 2018). Além disso, a
eficiéncia da fotossintese corresponde a formagdo de clorofila (ZHUANG et al.,
2018) e este pigmento pode interferir na analise do desenvolvimento das microalgas,
com relacdo ao aumento da intensidade da coloragdo. Além disso, € relatado na
literatura que os microrganismos podem apresentar diferentes tamanhos em cada
fase do cultivo, portanto, a concentracdo celular e a densidade podem ndo ser
proporcionais (MONOD, 1949). Por este motivo, a DO deve estar associada a outras
analises, para corroborar os dados obtidos. A Figura 18 apresenta o pH do cultivo

foto autotréfico e mixotréfico nos diferentes periodos analisados.



Figura 18 — VALORES DO pH COLETADOS DURANTE O PERIODO DE 15 DIAS NO CULTIVO
FOTO AUTOTROFICO E MIXOTROFICO
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FONTE: A autora (2019).

O aumento do pH esta diretamente relacionado ao crescimento das
microalgas (QIU et al., 2017). Neste contexto, o pH do indculo inicial correspondeu a
8,01, sendo que no 15° dia ocorreu o maior valor constatado no meio foto autotréfico
sendo 9,11 £ 0,21, indicando que neste o desenvolvimento celular foi favorecido em
relagdo ao meio mixotréfico, que apresentou pH=8,45 + 0,08. Caso o valor do pH 9
nao seja adequado para a multiplicacdo das microalgas, nesta faixa estes
microrganismos formam um composto polimérico extracelular como protecédo do
meio externo (ZHUANG et al., 2018). Outro fenbmeno, é a inibicdo causada na
sintese de proteinas pelo pH alcalino, enquanto valores nesta faixa, estimulam a

formagao de polissacarideos (YUAN et al., 2019).

6.2 ANALISE DA BIOMASSA: ACUMULO DE METABOLITOS E PRODUTIVIDADE

Na fase estacionaria do cultivo das microalgas ocorre o acumulo de
metabdlitos de reserva (LIAO et al.,, 2018) e portanto, utilizando o protocolo da
analise de carboidratos totais descrito na seg¢ao 5.1.4.1, calculou-se a equagao da
reta por regresséao linear empregando a relagao entre absorbancia e concentracgao,

com R?=0,996 obteve-se y=0,04x+0,015 e através desta, foi realizado o calculo da

concentragcado de carboidratos nos diferentes dias das condigbes cultivadas. A partir



dos procedimentos experimentais mencionados na metodologia, a concentragdo de
carboidratos, lipideos e proteinas em regime mixotrofico e foto autotréfico séo

apresentadas na Figura 19.

Figura 19 - CONCENTRAGAO DE CARBOIDRATOS, LIPIDEOS E PROTEINAS TOTAIS NA
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FONTE: A autora (2019).

A concentracdo de carboidratos demonstrou aumento acentuado no
intervalo entre os dias 6 e 9 para o cultivo em regime mixotréfico com relagéo ao foto
autotrofico. Este fato pode ser justificado em consequéncia da presenga do glicerol
no meio, que proporciona um aumento na razdo C:N, contribuindo para o acumulo
de carboidratos e lipideos (ZHAN; HONG; HU, 2016, CHENG et al., 2009). Além
disso, os carboidratos atuam como um composto de armazenamento para a sintese
lipidica na presenca de concentragées menores ou inibigdo de nitrogénio (KONG et
al., 2013), sugerindo o consumo da maior quantidade deste nutriente na fase inicial

do cultivo com glicerol, pois, analisando a concentracdo de proteinas no meio



mixotrofico, € verificado o decréscimo destas apds o 6° dia, enquanto para os
carboidratos este comportamento nao € observado.

Apods analisar o acumulo dos metabdlitos, foi calculada a produtividade da
biomassa e das macromoléculas, visando a realizacdo de cultivos em escala
industrial que possam ser utilizados para aplicagdes biotecnolégicas, como a
extracdo lipidica e posterior aproveitamento da biomassa residual para producao de
etanol. A Tabela 9 apresenta a produtividade de biomassa, carboidratos, lipidios e

proteinas totais no regime foto autotrofico.

Tabela 9 - PRODUTIVIDADE DE BIOMASSA E MACROMOLECULAS NO MEIO FOTO
AUTOTROFICO

Intervalo de tempo Produtividade (g.L™.dia™")

(dias) Biomassa Carboidratos Lipideos Proteinas
0-3 0,0382 +£0,0079  0,0033 £0,0004  0,0029 £0,0006  0,0174 £ 0,0014
3-6 0,0250 £0,0125  0,0030 * - 0,0031 £0,0010  0,0149 £ 0,0008
6-9 0,0593 £0,0063  0,0120 +£0,0004  0,0086 +0,0010  0,0255 + 0,0009
9-12 0,0701+£0,0144  0,0188 £0,0003  0,0101 £0,0016  0,0260 + 0,0002

12-15 0,0625 +£0,0007  0,0171 £0,0003  0,0093 £0,0010  0,0194 £ 0,0012

Fonte: A autora (2019).

Os valores de produtividade obtidos para todos os componentes analisados
no cultivo foto autotrofico, demonstram um valor crescente até o intervalo dos dias 9
e 12, sendo apos este periodo constatada a reducdo dos valores. Barbera et al.
(2016) observaram que a menor concentragao de P, N e micronutrientes, ocasionam
a reducdao da produtividade da espécie Scenedesmus sp., sugerindo que o
decréscimo no presente experimento € consequéncia da diluigdo dos nutrientes no
cultivo, devido ao consumo pelas microalgas. Apos os resultados obtidos no meio
controle, é possivel identificar o aumento em relagcédo a produtividade de biomassa e
das macromoléculas no meio mixotroéfico com adi¢cdo de glicerol, apresentados na
Tabela 10.



Tabela 10 — VALORES DA PRODUTIVIDADE DE BIOMASSA, LIPIDEOS E PROTEINAS DO

CULTIVO MIXOTROFICO.

Intervalo de tempo

Produtividade (g.L"dia™)

(dias) Biomassa Carboidratos Lipideos Proteinas
0-3 0,0527 £0,0044 0,0110 £0,0008  0,0087 £0,0015 0,0239 + 0,0010
3-6 0,0976 £ 0,0046  0,0266 + 0,0004  0,0144 £ 0,0033 0,0309 + 0,0017
6-9 0,0727 £0,0058 0,0223 £0,0011  0,0127 £0,0009 0,0153 £ 0,0010
9-12 0,0499 +£0,0062 0,0175+0,0009 0,0100 £ 0,0005 0,0131 +0,0013
12-15 0,0469 £ 0,0086  0,0169 £ 0,0008  0,0096 + 0,0009 0,0074 + 0,0014

FONTE: A autora (2019).

O intervalo de tempo com maior produtividade de biomassa, carboidratos,
lipidios e proteinas totais no regime mixotréfico foi entre o 3° e o 6° dia, sendo
aproximadamente 3,90; 8,87; 4,65 e 2,07 vezes maior que o controle,
respectivamente, neste mesmo periodo. Através dos resultados do experimento com
a microalga Tetradesmus obliquus, é obtido o intervalo mais adequado para a
interrupcdo da cultura nas condi¢gdes realizadas, proporcionando assim o melhor
aproveitamento da biomassa e possibilitando reduzir o tempo da produgdo no

processo.

6.3 MODELOS MATEMATICOS

Os modelos matematicos desenvolvidos considerando a hipétese logistica e
a hipdétese da formagcdo do composto de inibicdo a partir do glicerol, foram
implementados em MATLAB® com sucesso, apresentando um baixo tempo

computacional.

6.3.1 Hipotese logistica: Ajuste e validagao experimental

No modelo da hipdtese logistica, apds o ajuste dos parametros por otimizagéao
utilizando inicialmente o conjunto de dados do experimento em condicdo mixotrdfica,
foi possivel descrever os dados experimentais apresentados anteriormente. A
Tabela 11 demonstra os valores encontrados no ajuste dos parametros realizado no
MATLAB®.



Tabela 11 — VALORES DOS PARAMETROS ENCONTRADOS NO CULTIVO MIXOTROFICO.

Parametros Valor Unidade de Parametros Valor Unidade de
medida medida
Moto 0,2145231 dia’ KNH3 1,7397741 g.L’
Keo2 0,00000105 g.L" Kia 2,00614127 dia!
Miip 0,11111838 dia’ Yx 1,34598763 g.9”
Kiip 0,94058973 g.L? Mgii 1,90451476 dia™
Mcarb 0,249455 dia’ Kgii 0,00003801 g.L?
-1 o -1
Kearb 1 ,31 594337 gL Xmaxmix 1 ,0421 92 gL
Mprot 0,3912384 dia’ Kmaxfoto 5,254531 g.L?
Kprot 0,00001405 g.L

FONTE: A autora (2019).

Os valores obtidos para cada parametro apdés a realizacdo do ajuste
possuem grandezas que apresentam significado fisico. Este fato corrobora as
hipéteses consideradas na realizacdo do modelo matematico. Apesar da diferenca
entre os modelos matematicos e consequentemente, das consideragdes atribuidas
para cada parametro, realizando uma analise em relagdo a ordem de grandeza, os
valores encontrados no presente trabalho sdo semelhantes aos realizados em
condicdes mixotroficas na literatura (YANG et al., 2011; FIGUEROA-TORRES;
PITTMAN; THEODOROPOQOULOS, 2017). Na Figura 20 € demonstrado o ajuste do
modelo para os dados do cultivo em meio mixotréfico e como pode ser observado,

as curvas se aproximam dos pontos experimentais com pequenas discrepancias.

Figura 20 - COMPARACAO ENTRE A SIMULAGAO NUMERICA E OS DADOS EXPERIMENTAIS
COLETADOS NO CULTIVO MIXOTROFICO: CONCENTRACAO DE BIOMASSA, CABOIDRATOS,
LIPIDEOS E PROTEINAS.
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FONTE: A autora (2019).

Nos valores reais coletados, através da biomassa seca, € possivel observar a
tendéncia ao fim da fase exponencial no cultivo mixotrofico no dia 6, semelhante a
curva tedrica. O modelo também conseguiu ajustar de maneira satisfatéria a
tendéncia dos dados experimentais no acumulo de carboidratos, lipideos e
proteinas, corroborando as hipoteses consideradas. Com relacdo a validacao
experimental, pode ser observado na Figura 21, a comparagdo do modelo
matematico com os pontos correspondentes ao experimento do cultivo foto
autotrofico. Para isso, foram utilizados os mesmos valores dos parametros obtidos

da simulag&o do sistema em regime mixotrofico.

Figura 21 — COMPARAGCAO ENTRE A SIMULAQAO NUMERICA E OS DADOS EXPERIMENTAIS
COLETADOS NO CULTIVO FOTO AUTOTROFICO: CONCENTRACAO DE BIOMASSA,
CABOIDRATOS, LIPIDEOS E PROTEINAS.
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FONTE: A autora (2019).

0,00

Na validacao experimental é perceptivel que o modelo foi capaz de descrever
o0 acumulo de biomassa e das macromoléculas. Analisando o ultimo ponto dos
dados obtidos no experimento referentes a concentragdo de biomassa, apesar da
tendéncia no comportamento da fase estacionaria no cultivo, para corroborar este
fato seria necessario a coleta de pontos além do periodo que este foi realizado.
Portanto, a curva tedrica € uma aproximacéo da realidade observada. De maneira
geral, o aumento verificado nos lipideos e carboidratos em algumas fases do cultivo
mixotréfico em relagdo ao foto autotréfico, € decorrente da atuagcdo do glicerol
intracelular, que pode ser convertido para energia instantdnea ou armazenado como
reserva energética na forma de carboidratos e lipidios (PARANJAPE; LEITE;
HALLENBECK, 2016).

Neste contexto, Yang et al. (2011), descrevem um acréscimo na biomassa do
meio no cultivo mixotréfico com glicerol, diferentemente do fendmeno observado na
presente pesquisa. Entretanto, é importante destacar que os autores utilizaram junto
ao tri-alcool a caseina como fonte de nitrogénio, proporcionando o balango mais
equilibrado entre o C e N no meio, favorecendo o fornecimento de energia ao
metabolismo e a divisdo celular. Contudo, no experimento realizado neste trabalho,
a concentracdo de nitrogénio foi mantida constante (de acordo com o meio sintético
CHU) para o meio foto autotrofico e mixotrofico, pois, um dos gargalos que tornam
insustentavel a produgcédo de microalgas em maior escala é a utilizagdo deste
elemento, devido a competicdo ocasionada com as culturas agricolas (MARKOU,;

MONLAU, 2019), como descrito na fundamentacéo teorica.



No cultivo mixotréfico, o crescimento dos fungos pode ter sido favorecido
devido a presenca do glicerol, pois, a fonte de carbono organica contribui no
desenvolvimento destes microrganismos que em alta concentragao, interferem na
produtividade da biomassa das microalgas (LAM et al., 2018). Contudo,
considerando que a modelagem realizada € uma simplificagdo metabdlica avaliando
somente carboidratos, lipideos e proteinas, os valores tedricos obtidos sao
coerentes, sendo importante destacar que existe a formagao de outros componentes

na célula (atualmente desconsiderados), que influenciam no peso final da biomassa.

6.3.2 Hipotese da formagao do composto I: ajuste dos parametros

O ajuste dos parametros por otimizagdo no modelo matematico que considera
a hipotese da formacdo do composto | através do glicerol, foi realizado com o
conjunto de dados do regime foto autotrofico e mixotréfico. Apds ajuste dos
parametros, estes foram utilizados na simulagdo com os dados do cultivo foto
autotrofico, sendo possivel descrever a tendéncia dos dados experimentais neste
meio com excegdao do comportamento observado nas proteinas totais, que
apresentou discrepancia na curva teorica em relagao a experimental. Desta maneira,
na Tabela 12 constam os valores encontrados no ajuste dos parametros realizado
no MATLAB®.

Tabela 12 — VALORES DOS PARAMETROS ENCONTRADOS NO CULTIVO MIXOTROFICO.

Parametros Valor Unidade de Parametros Valor Unidade de
medida medida
Mroto 0,10518749 dia™ Yx 1,34236249 g.g’
Keo2 0,00006971 g.L? Mgti 8,61047439 dia
Miip 0,07332302 dia Kgii 3,11943867 g.L?
Kiip 0,33000044 g.L? Kig1 2,25643181 g.L?
Mcarb 3,51899504 dia! Kig2 0,10568548 g.L?
Kearb 11,05986291 g.L? Kiga 5,60624945 g.L
Mprot 0,00026980 dia! Kiga 2,33207824 g.L
Kprot 0,00003308 g.L? Kigs 81,18628764 g.L?
KNH3 17,82931766 g.L? Mi 2,90826571 dia
Kia 11,98738703 dia Ki 9,65645018 g.L’

FONTE: A autora (2019).

E possivel constatar nos parametros valores que apresentam uma
significancia fisica com excecdo do Kigs, demonstrando a limitagdo do modelo

matematico e sendo interessante um valor mais coerente para este parametro. Na



Figura 22 se encontra o ajuste do modelo para os dados do cultivo em meio foto
autotréfico e como pode ser observado, as curvas obedecem a tendéncia dos dados
experimentais, descrevendo os fendmenos do acumulo de biomassa, carboidratos e
lipideos no meio utilizado como controle. Contudo, com relagdo a concentracido de
proteinas, a curva tedrica ndo segue o comportamento dos valores obtidos no
experimento, possivelmente devido ao valor elevado encontrado no parametro Kigs,
que corresponde a constante de inibicao da sintese de proteinas pelo composto |, ou
seja, os dados da simulagao indicam a continuagdo do acumulo de proteinas, sendo
incoerentes com a realidade do experimento que no intervalo entre os dias 12 e 15
apresenta uma estabilidade na produgéo. Além disso, o ajuste da fase exponencial

na curva tedrica de biomassa com relagao aos dados reais nao foi verificado.

Figura 22 — COMPARAGAO ENTRE A SIMULAGCAO NUMERICA E OS DADOS EXPERIMENTAIS
COLETADOS NO CULTIVO FOTO AUTOTROFICO: CONCENTRACAO DE BIOMASSA,
CABOIDRATOS, LIPIDEOS E PROTEINAS.
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FONTE: A autora (2019).



Apds, os parametros ajustados inicialmente utilizando o cultivo foto autotrofico
e mixotréfico, foram simulados empregando o conjunto dos dados do meio com
adicdo de glicerol. As curvas tedricas podem ser observadas na Figura 23,
permitindo a comparacdo do modelo matematico com os pontos coletados
referentes a concentracdo de biomassa, carboidratos, lipideos e proteinas totais.
Através da simulacao, é perceptivel que o modelo nao foi capaz de descrever com
precisdo os dados experimentais. Nos valores reais coletados, € verificado na
concentracdo da biomassa o fim da fase exponencial aproximado no dia 6, enquanto
a curva tedrica apresentou um aumento exponencial até o 15° dia aproximadamente.
Uma das hipéteses para explicagdao do fendmeno é a presenga da contaminagao
fungica (LAM et al.,, 2018) e assim, fatores incluindo a influéncia destes
microrganismos no cultivo das microalgas necessitam ser considerados em modelos

matematicos futuros para melhor explicagao dos dados experimentais.

Figura 23 — COMPARAGAO ENTRE A SIMULAGAO NUMERI~CA E OS DADOS EXPERIMENTAIS
COLETADOS NO CULTIVO MIXOTROFICO: CONCENTRACAO DE BIOMASSA, CABOIDRATOS,
LIPIDEOS E PROTEINAS.
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FONTE: A autora (2019).

O modelo realizado € uma simplificacdo metabdlica e inclui somente
carboidratos, lipideos e proteinas totais, sendo os valores tedricos observados
incoerentes com a realidade. Contudo, € importante destacar que existe a formagao
de outros componentes na célula que foram desconsiderados e influenciam no peso
final da biomassa. A n&o representacao da curva tedrica do modelo com a hipotese
da formagao do composto de inibi¢gao pelo glicerol, empregando os dados obtidos no

experimento, demonstram a limitagao das hipoteses utilizadas.

6.4 DISCUSSAO SOBRE OS MODELOS MATEMATICOS

O modelo matematico do fator logistico melhor apresentou a tendéncia dos
dados experimentais. Enquanto o modelo da hipétese de inibicdo descreve
satisfatoriamente o acumulo de biomassa, carboidratos e lipideos no meio foto
autotrofico, ndo é adequado para indicar o comportamento do cultivo mixotroéfico. O
modelo logistico demonstrou o comportamento do acumulo da biomassa e dos
metabdlitos em regime foto autotréfico e mixotrofico, entretanto, foi necessario o
ajuste de Xmax diferenciado para o conjunto de dados dos diferentes cultivos,
reduzindo a generalidade do modelo. Considerando a complexidade do acumulo de
biomassa e das macromoléculas através do metabolismo central, o modelo da
hipotese logistica desenvolvido e validado utilizando os dados experimentais, pode
auxiliar na reducado do tempo de producao do cultivo, pois, no desenvolvimento das
tecnologias relacionadas as microalgas um dos maiores desafios € o alto custo de
producao (SUN et al., 2018).

Em relacdo as possiveis extensdes, € interessante a utilizagdo de outras
espécies e fontes de carbono organico oriundas dos subprodutos de processos
industriais, agregando maior sustentabilidade a cadeia e podendo substituir
parcialmente ou totalmente compostos inorganicos de origem nao renovavel ou que
competem com o setor de alimentos e assim, avaliar o aumento da produtividade da
biomassa e das macromoléculas nas microalgas. Neste contexto, a interferéncia da
luz e da temperatura poderiam ser implementadas como variaveis no modelo
preditivo. Outra possibilidade de extensdo do modelo & considerar a inibicao

causada pela presenga dos fungos que possivelmente reduziram a produtividade da



biomassa, pois, o desenvolvimento destes € propiciado no meio de cultivo quando
existe a presenca da fonte de carbono organica como o glicerol (LAM et al., 2018).

A partir do modelo matematico logistico, € possivel estimar o acumulo de
biomassa e macromoléculas na microalga, auxiliando nos cultivos destes
microrganismos, pois, além da destinagéo para elaboragéo de produtos de alto valor
agregado na industria de cosmético e farmacos, a producao de etanol de terceira
geragao considera inumeros fatores que sdo caracterizados pelo emprego de
matrizes renovaveis que gerem poucos impactos ao meio ambiente, alto rendimento
no produto obtido e baixos custos de producédo (JAMBO et al., 2016), na qual, a
biomassa residual das microalgas pos delipidagdo, pode ser utilizada como
substrato na  fermentagdo  alcodlica (CHNG; CHAN; LEE, 2016,
SIVARAMAKRISHNAN; INCHAROENSAKDI, 2018).

7 CONCLUSAO

A partir dos objetivos propostos no trabalho, a presente pesquisa realizou a
coleta dos dados experimentais no laboratério cultivando a microalga em regime foto
autotrofico e mixotréfico com adigcao de glicerol, quantificando o teor de carboidratos,
lipideos e proteinas totais. Além disso, os modelos matematicos foram elaborados e
ajustados com os valores experimentais no software MATLAB®, sendo somente o
modelo da hipotese logistica validado. De acordo com os resultados constatados é
possivel concluir:

o O comportamento experimental do cultivo realizado com a microalga
Tetradesmus obliquus em condigao foto autotrofica e mixotréfica demonstrou
diferengca na concentracdo de carboidratos, lipideos e proteinas, dependendo do
intervalo de tempo analisado. Contudo, os resultados apresentam um menor
acumulo de biomassa no meio com adi¢cao de glicerol, podendo ser justificado pela
constituicdo de outros metabdlitos com menor peso molecular. Uma segunda
hipotese é a inibicdo pela contaminagao fungica constatada, contudo, esta nao foi
avaliada, sendo sugestdo para trabalhos futuros. Ainda, a menor divisdo celular
pode ser decorrente da ndo suplementacédo de nitrato no meio e assim, apesar da
alta disponibilidade da fonte de carbono organica, houve um desequilibrio da razao

entre C:N, sendo o ultimo nutriente essencial para a divisdo celular.



o O modelo matematico logistico elaborado utilizando a equagao de
Monod foi capaz de demonstrar o acumulo de biomassa, carboidratos, lipideos e
proteinas na microalga Tetradesmus obliquus cultivada nas condigdes descritas. A
simulacéo logistica utilizando os valores para obtengcdo dos parametros e ajuste do
modelo foi realizada em baixo tempo computacional, assim como a validagao
experimental. As curvas tedricas da simulagdo seguiram a tendéncia dos valores
reais, demonstrando a coeréncia da modelagem com o sistema. Apesar da
complexidade da constituicdo da biomassa, foi possivel descrever o comportamento
das fases exponencial e inicio da estacionaria para o regime mixotréfico. Como
discutido durante o trabalho, os demais componentes das microalgas foram
desconsiderados para simplificacdo, influenciando no peso total da célula e desta
maneira, o modelo é adequado para previsdes gerais.

o O modelo matematico proposto através da hipétese da formacédo do
composto | foi incapaz de demonstrar com precisdo o comportamento do acumulo
da biomassa e das macromoléculas em regime mixotréfico. Desta forma, o modelo

logistico apresentou a melhor descricdo dos dados experimentais.

8 SUGESTAO DE TRABALHOS FUTUROS

A partir da realizagdo do presente trabalho, inUmeros direcionamentos
podem ser considerados para prosseguimento da pesquisa, sendo importante
destacar a necessidade do estudo do acumulo dos metabdlitos de interesse nas
microalgas, para a substituicdo parcial ou total de fontes ndo renovaveis ou
insustentaveis na produg¢ao de energia e alimentos. Desta maneira, € destacado os
seguintes aspectos:

1)  Cultivo da microalga Tetradesmus obliquus em meio mixotréfico com
glicerol utilizando diferentes concentracdes de nitrogénio para definicdo das
melhores condi¢cbes experimentais do crescimento e acumulo dos metabdlitos de
interesse;

2) Mensurar a concentragao de nitrogénio do meio, buscando monitorar a
capacidade de absorcdo deste nutriente pela microalga no decorrer do tempo em
cultivo mixotréfico com glicerol. Desta maneira, sera possivel verificar a relagédo

destes dois fatores na formacgao da biomassa.



3) Utilizagdo do modelo matematico elaborado para outras espécies de
microalgas cultivadas sob diferentes condi¢ées, empregando fontes de carbono
alternativas ao glicerol. Além disso, incluir no modelo matematico a hipotese da
inibicdo da biomassa e das macromoléculas causada pela contaminagao dos fungos
no meio de cultivo.

4) Analise do perfil de carboidratos e lipideos formados em cada fase do
crescimento da microalga Tetradesmus obliquus (como também, outras espécies),
possibilitando compreender a rota metabdlica do glicerol absorvido e se o
armazenamento deste acontece na forma estrutural ou reserva.

5) Realizar a extragado de lipideos da biomassa cultivada com adigao de
glicerol na pesquisa e posterior destinagdo da biomassa residual para producao de
etanol;

6) Variar as concentragdes de glicerol do meio e verificar o consumo do

tri-alcool para avaliar a eficiéncia da microalga no tratamento de efluentes.
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