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RESUMO

A biomassa de microalgas vem ganhando destaque durante a ultima década, devido
as caracteristicas fisioldégicas desses micro-organismos. Tendo em vista a grande
diversidade de co-produtos gerados a partir da biomassa de microalgas, é de
fundamental importancia a busca por estratégias que aumentem a produtividade de
biomassa, bem como de lipideos e demais compostos. Contudo, a alta demanda por
agua € um problema real em cultivos de microalgas. O presente trabalho teve como
objetivo principal o aumento da produtividade de biomassa por meio do
desenvolvimento de uma estratégia capaz de integrar diferentes regimes de cultivo,
bem como a utilizagcdo de fontes de carbono organico adicionais. Para tanto, a
espécie de microalga Acutodesmus obliquus foi cultivada em regime batelada e
semicontinuo para comparagado de suas produtividades de biomassa. Um sistema
que integra o regime semicontinuo com o cultivo heterotréfico foi utilizado a fim de
obter maior produtividade de biomassa. Os cultivos heterotréficos utilizaram glucose
como fonte de carbono e foram mantidos na auséncia de luz em ambiente interno.
Para diminuir os impactos ambientais e econdmicos, a agua recuperada durante a
etapa de floculagdo com quitosana foi reutilizada em cultivos sob regime
semicontinuo. Os resultados mostraram que a estratégia de integrar os dois modelos
de cultivos (semicontinuo e heterotrofico) rendeu uma produtividade 45 vezes maior
do que a encontrada no cultivo em batelada. A produtividade média encontrada no
sistema integrado foi de 1,2 g L' dia’, enquanto que a maior produtividade
encontrada no cultivo batelada foi de 0,06 g L-! dia-'. A microalga A. obliquus obteve
altas taxas de crescimento em regime semicontinuo, com uma produtividade maxima
de 0,270 g L' dia™'. A produtividade de lipideos no cultivo integrado (122 mg L' dia-
') foi aproximadamente 1,6 vezes maior que a do cultivo semicontinuo (77 mg L™
dia') e12 vezes superior a produtividade do cultivo batelada (10 mg L' dia''). Além
disso, o reuso do clarificado da floculagdo com quitosana nao influenciou
negativamente a produtividade de biomassa e lipideos. A partir dos resultados
obtidos é possivel confirmar a capacidade da espécie A. obliquus crescer em cultivo
semicontinuo e heterotréfico, assim como a viabilidade dessa metodologia no
aumento da produtividade de biomassa e lipideos de microalgas.

Palavras—chave: Microalga. Biomassa. Produtividade. Heterotrofia. Fotobiorreator.



ABSTRACT

The biomass of microalgae has been gaining momentum over the last decade, due
to the physiological characteristics of these micro-organisms. Given the wide range of
by-products generated from the biomass of microalgae, is very important to search
for strategies that increase the productivity of biomass, as well as lipids and other
compounds. In addition, the high demand for water is a real problem in microalgae
cultivation. This study aimed to increasing biomass productivity through the
development of a strategy that integrate different cropping systems, as well as the
use of additional organic carbon sources. Therefore, the microalgae Acutodesmus
obliquus was grown in batch and semi-continuous basis to compare their productivity
biomass and a system which includes the semi-continuous system with heterotrophic
culture was used to obtain higher productivity of biomass. The heterotrophic cultures
using glucose as the carbon source and were kept in the dark indoors. To reduce the
environmental and economic impacts, the water recovered during the flocculation
step with chitosan was reused for crops under semi-continuous regime. The results
show that the strategy of integrating the two types of crops (semi-continuous and
heterotrophic) yielded a yield 45 times greater than that found in the cultivation in
batch. The yield average was found in the integrated system, 1.2 g L' day', while
the larger productivity in batch culture was 0.06 g L' day'. The microalgae A.
obliquus obtained high growth rates in semi-continuous regime with a maximum
productivity of 0.270 g L' day™'. The productivity of lipids in the integrated culture
(122 mg L' day') was approximately 1.6 times greater than that of semi-continuous
culture (77 mg L-1 day-1) and 12 times higher the productivity of batch cultivation
(10mg L' day'). Furthermore, the reuse of clarified flocculation with chitosan does
not adversely affect the productivity of biomass and lipids. From the results it is
possible to confirm the ability of the species A. obliquus growing in semi and
heterotrophic cultivation, as well as the feasibility of this method in increasing the
productivity of biomass and microalgae lipid.

Key words: Microalgae. Biomass. Productivity. Heterotrophy. Photobioreactor.
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1 INTRODUGAO

Na ultima década foi registrado expressivo aumento no interesse pela
utilizacao da biomassa de microalgas para produgédo de biocombustiveis, justificado
pelas vantagens que esses micro-organismos apresentam frente aos vegetais
atualmente utilizados na producao de biodiesel, como a alta eficiéncia fotossintética,
capacidade de duplicar a sua biomassa em menos de uma semana, e, sobretudo, o
alto teor de lipideos de algumas espécies. Além disso, a possibilidade de integrar
producdo de biomassa com tratamento de efluentes e emissbes as tornam

excelentes candidatas no desenvolvimento de novas tecnologias autossustentaveis.

A biomassa de microalga € uma importante fonte de lipideos, proteinas, e
carboidratos, sendo assim, estratégias de cultivos tém sido desenvolvidas por
pesquisadores do mundo inteiro com o objetivo de aumentar a produtividade de
biomassa e seus componentes. Esse interesse estda em conformidade com os
objetivos do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Energia Autossustentavel
(NPDEAS).

Atualmente o NPDEAS possui cinco fotobiorreatores desenvolvidos para
producao de biomassa de microalgas em larga escala com objetivo de demonstrar o
principio de geracao de energia distribuida. Conceitualmente, o biodiesel produzido
a partir da biomassa de microalgas abastece um sistema gerador de eletricidade
responsavel por suprir a demanda energética de todo o complexo. Nesse sentido, o
NPDEAS esta constantemente inovando e buscando estratégias para aumentar a

produtividade de biomassa e lipideos das microalgas.

Assim como os cultivos sao realizados no NPDEAS, as microalgas podem
ser cultivadas em sistemas abertos ou fechados, sob regime batelada, semicontinuo
ou continuo. Além disso, as microalgas podem crescer utilizando carbono
inorganico, de modo autotréfico ou com adicdao de carbono organico, de modo
heterotréfico ou mixotréfico. Esses modelos de cultivos proporcionam diferentes
produtividades de biomassa, no entanto, a integracado de dois ou mais modelos tem

o potencial de superar a produtividade de qualquer modelo individual. Contudo, a



19

alta demanda por agua em cultivos de microalgas € um desafio para a produgao

sustentavel de biomassa.

Nesse sentido, esse estudo se justifica por buscar uma estratégia de cultivo
visando o aumento da produtividade de biomassa de microalgas. A estratégia
utilizada se resume em integrar dois modelos de cultivo, o regime semicontinuo com
o cultivo heterotréfico. E, para diminuir os impactos ambientais e econdmicos, foi
avaliada a viabilidade do reuso da agua recuperada durante a etapa de floculagao
em cultivos sob regime semicontinuo. Cabe ressaltar que o presente estudo € um
dos poucos que manteve cultivos em regime semicontinuo em ambiente externo,

devido as mudancas inerentes ao clima.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta secdo sera apresentada uma revisdo bibliografica dos principais
temas abordados nesse trabalho, a fim de esclarecer o leitor sobre os conceitos
mais pertinentes da area de pesquisa, bem como realizar um levantamento do

estado da arte da producédo académica sobre os assuntos trabalhados.

Primeiramente serdo apresentados os conceitos basicos sobre a taxonomia
e biologia das algas e suas principais aplicagbes biotecnoldgicas. Apdés uma viséo
geral serdo explorados os diferentes modelos de cultivos: os cultivos abertos e
fechados, os regimes de cultivos batelada, semicontinuo e continuo e os cultivos
frente a fonte de carbono. A recuperacao da biomassa também sera abordada, uma

vez que é uma etapa crucial em todo processo da produg¢ao de biomassa.

2.1 MICROALGAS

O termo alga foi proposto pela primeira vez em 1753 por Lineu, e
congregava quatro ordens de criptogamos (bridfitas e pteriddfitas), 14 géneros e 214
especies dos quais somente cinco géneros e 48 espécies constituem o que hoje
entendemos por alga. De fato a criacdo deste termo foi pouco preciso do ponto de
vista taxondmico, sendo ele usado para designar uma enorme variedade de
organismos, de tal maneira que atualmente nao se aplica um significado preciso ao
termo alga. Pode-se generalizar e designar como algas os taléfitos e protistas
clorofilados (BICUDO e MENEZES, 2005), sendo que algumas cianobactérias estao
incluidas nesta definicdo (TOMASELLI, 2004).

Um dos maiores grupos de algas conhecido é o das algas verdes, que
juntamente com as plantas terrestres constituem o sub-reino Viridiplantae. A
estrutura vegetativa das algas verdes apresenta uma variedade muito grande de
niveis de organizagao, desde individuos unicelulares, com flagelos ou n&o, até talos

morfologicamente complexos (REVIERS, 2006).
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As microalgas sdo organismos fotossintetizantes, sendo assim s&o
produtores primarios, possuindo grande importancia na cadeia trofica. Além do seu
relevante papel ecoldgico e na area econdmica, as microalgas ja vem se destacando
ha alguns anos devido ao seu alto valor nutricional (SPOLAORE et al., 2006), no
entanto, atualmente existem numerosas aplicagdes biotecnoldgicas. Dentre as algas
mais estudadas podem-se citar as dos géneros Chlamydomonas, Chlorella, Spirulina

e Scenedesmus.

2.1.1 Género Scenedesmus

Scenedesmus é o mais comum e cosmopolita dos géneros de algas verdes.
Seus individuos sdo extremamente comuns em qualquer coleta de agua que se
faca, seja ela oligo, meso ou eutréfica. Além disso, sdo dos primeiros a colonizar um
ambiente (BICUDO; MENEZES, 2005). A caracteristica taxondmica distintiva do
grupo € a ocorréncia de colénias planas, formadas em geral por 2, 4, 8 ou até 16

células dispostas lateralmente.

As espécies desse género tém demonstrado excelente crescimento em
aguas residuais com taxas de crescimento comparadas as taxas de cultivos em meio
sintético (TAHER, 2013; OLIVEIRA, 2013a; SILVA, 2014), além de alta eficiéncia na
remogao de nitrogénio e fésforo (MARTINEZ et al., 2000). As espécies do género
Scenedesmus possuem as caracteristicas desejaveis para combinagao eficiente da
fixagdo do CO2, tratamento de aguas residuais e produgdo de biomassa para
extracao de lipideos (TANG et al., 2011).

Recentemente, algumas espécies do género Scenedesmus foram
transferidas para o género Acutodesmus (HEGEWALD; WOLF, 2003), inclusive a
espécie utilizada nesse estudo, Acutodesmus obliquus (antigamente denominada

Scenedesmus obliquus).
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2.1.2 Aplicagdes biotecnoldgicas

O consumo de microalgas foi amplamente realizado por tribos indigenas
durante séculos. Chineses ja consumiam espécies de Nostoc, Spirulina e
Aphanizomenon, ha centenas de anos (JENSEN; GINSBERG; DRAPEAU, 2001).
Os primeiros cultivos de microalgas tinham como objetivo compreender a
metodologia para cultivo e estiveram ligados a estudos bacteriolégicos. No entanto,
apods 1940, os experimentos com cultivos de microalgas sairam dos estudos basicos
e passaram para os estudos relacionados a aplicagdes biotecnolégicas com cultivos
em grandes escalas (BOROWITZKA, 1999). Atualmente, dada a importéncia
econdbmica das diferentes aplicacbes para a biomassa de microalgas, os estudos
estdo voltados para o aumento da produtividade de biomassa, lipideos para

producao de biocombustiveis e produtos de valor agregado.

Apods 1948 nos Estados Unidos, Alemanha e Japao, as microalgas surgiam
como alternativa a suplementacao alimentar (BOROWITZKA, 1999), nesse mesmo
periodo, tiveram inicio as pesquisas acerca de substancias biologicamente ativas a
partir da biomassa de microalgas (BOROWITZKA, 1995).

As microalgas tém potencial para a produgédo de uma variedade de produtos,
como pigmentos (clorofila, carotendides, ficobilina), compostos bioativos (varios
compostos antibacterianos, antifungico, antiviral, antiprotozoario), proteinas,
polissacarideos (B 1,3-glucana, carragenana, amido, alginatos, celulose),

biopoliesteres e lipideos (poli-insaturados, acidos graxos e hidrocarbonetos).

2.1.2.1 Pigmentos

Microalgas sao uma importante fonte de pigmentos, como a clorofila e os
carotendides. Esses pigmentos sdo aplicados com sucesso na area alimentar, em

cosmeéticos e na industria farmacéutica.

O pigmento em maior concentragédo nas células de microalgas é a clorofila, o

principal pigmento responsavel por captar os fétons em organismos
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fotossintetizantes. A clorofila € um diéster e pode ser saponificado por tratamento
alcalino, dando origem a clorofilina, um derivado da clorofila. Esses derivados sao
importantes corantes utilizados na alimentagdo, em industrias téxteis e de papel
(MORTENSEN e GEPPEL, 2007). Ademais, estudos indicam que a clorofilina possui
acao antitumural (DIAZ, LI e DASHWOOQOD, 2003).

Outra classe de pigmentos presente em células de microalgas sao os
carotendides. Astaxantina, xantofilas, zeaxantina, cantaxantina, equinenona, e [3-
caroteno sdo exemplos de carotendides. Tais pigmentos exercem um papel
importante nas células, pois absorvem o excesso de energia luminosa, evitando que
a clorofila sofra foto-oxidagdo. Os carotendides sao excelentes antioxidantes e
servem com precursor da vitamina A. Murthy e colaboradores (2005) trabalharam
com a microalga Dunaliella salina como matéria prima para produgao de
carotendides e avaliaram a atividade bioldgica desse composto. Os resultados desse
estudo mostraram que as atividades dos carotendides de microalga superam a

atividade de carotendides sintéticos.

2.1.2.2 Carboidratos

Tem aumentado o interesse pela produgao de carboidratos pelas microalgas
devido a sua potencial aplicacdo terapéutica. Estudos com o composto B 1,3-
glucana tém mostrado que esse composto € um imunoestimulador, antioxidante e
redutor do colesterol no sangue e foi encontrado em cepas de Chlorella
(SPOLAORE, 2006). Além da aplicacdo nutricional, alguns carboidratos como
polissacarideos sulfatados podem ser aplicados em terapias antiadesivas em
infeccbes bacterianas. Outros carboidratos de interesse sao alginatos, celulose ou
carragenanas que sao utilizados como emulsificantes e estabilizantes em varios
produtos alimenticios (KOLLER, MUHR e BRAUNEGG, 2014).
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2.1.2.3 Proteinas

A concentragao de proteinas varia significativamente entre as espécies de
microalgas, chegando de 15 a 71% da sua massa celular. A biomassa de microalga
€ uma excelente fonte de aminoacidos de alta qualidade, utilizado na suplementagao
alimentar. A Tabela 2.2 mostra a concentracdo de aminoacidos na espécie

Scenedesmus obliquus.

TABELA 2.2 — PERFIL DE AMINOACIDOS ENCONTRADO NA ESPECIE Scenedesmus obliquus

Aminoacido (g - 100g™ de proteina)
Isoleucina 3,6
Leucina 7,3
Valina 6
Lisina 5,6
Fenillanina 4,8
Tirosina 3,2
Metionina 1,5
Cisteina 0,6
Triptonafano 0,3
Treonina 51
Alanina 9
Arginina 7.1
Asparato 8,4
Glutamato 11
Glicina 71
Histidina 21
Prolina 3,9
Serina 3,8

FONTE: Adaptado de Becker (2007)

2.1.2.4 Lipideos

Um dos principais destinos para os lipideos de microalga tem sido a
producdo de biodiesel, diversas espécies sdo apresentadas com alto teor lipidico
(CHISTI, 2007). No entanto, as células de microalgas sao ricas em acidos graxos de
alto valor agregado. Muitas espécies de microalgas contém acidos graxos poli-
insaturados, como o acido eicosapentaendico (EPA), acido docosahexaendico

(DHA), acido linoléico (GLA) e o acido araquiddnico (AA). Esses acidos graxos
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podem ser comercializados para aplicagées farmacéuticas ou terapéuticas. Alguns
acidos graxos livres tém sido estudados como compostos antimicrobianos (MOLINA-
CARDENAS, SANCHES-SAAVEDRAS e LIZARRAGA-PARTIDA, 2014).

A Tabela 2.1 apresenta os principais acidos graxos encontrados na

biomassa de microalgas e suas aplicagdes.

TABELA 2.1 — ACIDOS GRAXOS DE MICROALGAS E POTENCIAL APLICAGAO

ACIDO GRAXO ESPECIES APLICAGAO DOS ACIDOS GRAXOS (LIPIDEOS) REFERENCIAS
Isochrysis galbaqa, Coagulagao sanguinea; pressao sanguinea; diminui ZITTELLI et al., 1999
Nannochloropsis . . - -
EPA oculata. Monodus o nivel de colesterol no plasma; antitromose e JUDE et al, 2006
! antiarterosclerose; medicagéo piscoterapéutica PEET et al., 2001
subterraneus
ch’ﬁ;’l’lelcj‘;“’/’l”o"‘/’;” KATO, KOLENIC e PARDINI , 2007
DHA /u}heri Importante para o desenvolvimento do cérebro e do PYLE, GARCIA e WEN, 2008
. - olho em fetos e criangas SPOLAORE, CASSAN e DURAN,
Schizochytrium 2006
limacinum
. - - ASGHARPOUR, RODGERS e
ARA Porphyridium Anti-inflamatério HESTEKIN, 2015
GLA Arthrospira Anti-inflamatério e doengas autoimune;; anti-cancer MENDES et al., 2005

FONTE: Adaptado de Koller, Muhr e Braunegg (2014)

2.1.2.5 Biocombustiveis

Em funcao do crescente interesse por novas fontes energéticas, o cultivo de
microalgas vem ganhando destaque como matéria prima para produgdo de
biocombustiveis diversos, em especial o biodiesel. Durante quase 20 anos, de 1978
a 1996, os Estados Unidos desenvolveram um programa de incentivo ao uso de

mateérias-primas aquaticas para a producao de biodiesel.

Quimicamente, o biodiesel € um combustivel formado por ésteres de acidos
graxos obtidos por transesterificacado de triacilglicerideos ou esterificacédo de acidos
graxos, na presenca de metanol ou etanol em um catalisador basico ou acido
(DABDOUB; BRONZEL; RAMPIN, 2009).

A principal matéria prima utilizada para a produgdo de biodiesel é o 6leo

vegetal, como o da soja, do milho e da palma. Entretanto, esses vegetais competem
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com a area alimentar provocando aumento dos pregcos dos alimentos. As
microalgas, além nao competirem com a alimentagdo, possuem a vantagem de
crescerem em aguas residuais. As microalgas podem sintetizar diversos tipos de
lipideos, dependendo das condigbes de cultivo. Sob condicbes de crescimento
otimo, os tipos de lipideos mais abundantes sdo os acidos graxos presentes na
membrana celular, entretanto, sob estresse ha um estimulo para que as células
passem a sintetizar triacilglicerideos. Essas adversidades que levam ao estresse do
cultivo podem ser fisicas (luz e temperatura) ou quimicas (privagado de nutrientes,
salinidade e pH) (HU et al, 2008).

Ainda que a literatura cientifica aponte o potencial das microalgas em
relagdo a producado de lipideos e consequentemente a geracao de biodiesel, o
processo de extracdo do Oleo da biomassa ainda se apresenta como um dos
maiores desafios para viabilizar a tecnologia de produgcdo de biodiesel de

microalgas.

2.2 CULTIVOS DE MICROALGA
2.2.1 Sistemas de cultivos de microalgas

2.2.1.1 Sistemas abertos

Tanques abertos que simulam o habitat natural das microalgas sao os mais
utilizados devido ao baixo custo de construgdo e manutengdo. Trés principais
modelos tém sido usados na producdo em larga escala, os tanques de corrida, as
lagoas circulares e os tanques inclinados (BOROWITZKA, 1999).

O gasto com a construgdo dos tanques de corrida é relativamente baixo e
consiste numa vala rasa escavada no chao revestido com plastico, sendo que a
agitacao € promovida por longas pas. O nivel da agua deve estar entre 15 cm e 25
cm, valores inferiores ou superiores podem prejudicar o fluxo e diminuir a
turbuléncia. Nesse sistema, o baixo nivel de agua requer grandes areas para cultivo,
com cerca de 150 L m2, além disso a concentragdo celular dificimente ultrapassa

600 mg L™, facilitando contaminagbes e aumentando o custo de coleta da biomassa.
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Outro problema é a perda excessiva por evaporagdo, que € agravada em dias
quentes e secos (TREDICI, 2004) (FIGURA 2.1).

Colheita

Bomba

Paspara
agitagio

o

Mutrientes

FIGURA 2.1 — CULTIVO ABERTO MODELO TANQUE DE CORRIDA
FONTE: Adaptado de Suali e Sarbatly (2012).

A turbuléncia em tanques inclinados é criada pela gravidade, de modo que a
cultura em suspensao flui de cima para baixo numa superficie inclinada. Nesse
sistema, a camada de cultivo pode ser extremamente fina, chegando a uma
espessura menor do que um centimetro, contudo, a concentracdo celular pode
ultrapassar 10 g L' de cultivo. Um dos problemas deste modelo ¢ a alta taxa de
evaporacao e sedimentagao em locais com baixa turbuléncia (CHEN et al., 2009).

2.2.1.2 Sistemas fechados

Fotobiorreatores s&o reatores em que organismos fotossintetizantes
crescem e realizam suas reagdes bioldgicas, de modo que, os sistemas abertos
também podem ser classificados como fotobiorreatores, no entanto, o termo
fotobiorreator € comumente empregado para designar os sistemas fechados. Podem
ser definidos como sistemas de cultura para organismos autotréficos, no qual grande

propor¢ao da luz nao incide diretamente sobre a superficie da cultura, mas precisam
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passar através das paredes transparente do reator para alcangar as células de
microalgas. Sendo assim, fotobiorreatores n&o permitem, ou limitam intensamente a
troca direta de gases e contaminagbes entre o cultivo celular e a atmosfera
(TREDICI, 2004).

Em relacdo aos cultivos abertos, os fotobiorreatores possuem algumas
vantagens, dentre as quais é possivel destacar o maior controle das condi¢gdes de
cultivo e menor taxa de contaminagdo, uma vez que nao ha contato com o meio
externo. Além disso, fotobiorreatores ocupam uma area muito menor quando
comparados aos sistemas abertos, podendo ser instalado em areas urbanas ou

solos improprios para a agricultura.

A Figura 2.2 apresenta quatro diferentes fotobiorreatores:

FIGURA 2.2 - MODELOS DE FOTOBIORREATORES.

NOTA: a) FBR tubular compacto. B) FBR placa plana. C) Frascos Erlenmeyer. D) FBR do tipo airlift.
FONTE: NPDEAS (2016)

A Figura 2.2A e 2.2D ilustram o fotobiorreator tubular compacto com

capacidade de 10 m3® e o fotobiorreator airlift com capacidade de 11 L,
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respectivamente, ambos utilizados pelo NPDEAS para produgdo de biomassa. A
Figura 2.2C ilustra cultivos em escala laboratorial realizados em frascos Erlenmeyers
com capacidade de 2 L. Ja a Figura 2.2B ilustra um fotobiorreator placa plana
instalado em uma churrascaria localizada na cidade de Curitiba com o objetivo de

fixar os gases oriundos da queima do carvao.

2.2.2 Regimes de cultivos de microalgas

2.2.2.1 Regime batelada

Em cultivos em batelada ndo ha adi¢cao de nutrientes apds a inoculacao, de
modo que o cultivo é encerrado quando nao ha mais nutrientes ou quando o produto
desejado for produzido (COUTTEAU, 1996). O cultivo em batelada é caracterizado
pelas cinco fases distintas de crescimento, a fase de adaptacédo (lag), a fase
logaritmica (log), a fase de crescimento linear, a fase estacionaria e a fase de
declinio (FIGURA 2.3).

Crescimento celular
Concentracéo de nutrientes

Tempo

Numero de células

-------- Consumo de nutrientes

FIGURA 2.3 — FASES DE CRESCIMENTO EM CULTIVO BATELADA
FONTE: Mata; Martins; Caetano (2009).

A fase lag ou de adaptagao ocorre quando as células recém inoculadas em

meio fresco sofrem defasagem no crescimento. Essa fase € marcada pela
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adaptacdo ao novo meio e pela indugcdo de crescimento, podendo durar poucas
horas ou mesmo dias, quanto mais diferentes forem os dois meios (0 meio do
inoculo e o meio fresco), maior o periodo de adaptagao. Porém, a fase de adaptagao
pode ser imperceptivel, caso as condi¢des do novo cultivo sejam parecidas com as

do cultivo anterior.

Na fase logaritmica (log) ou exponencial a taxa de crescimento torna-se
maior e dura poucos dias de maneira aproximadamente estavel, contudo, os valores
podem variar em fungcédo das caracteristicas da espécie e do conjunto de condigdes
de crescimento. A fase exponencial termina quando algum componente passa a ser
limitante, verificando uma reducdo na taxa de crescimento. Nessa fase existe
liberagdo de compostos organicos no meio de cultura e as caracteristicas fisiolégicas
e bioquimicas das células podem sofrer algumas diferengas em relagao as células

do inicio da fase exponencial.

A fase estacionaria é o periodo em que o cultivo alcanga rendimento
maximo, como maior numero de células por mililitro de cultivo. As taxas de
crescimentos sao estaveis e normalmente baixas quando comparadas as taxas das
fases anteriores. A duragao da fase estacionaria depende da espécie de microalga,
mas geralmente € a fase com maior duragédo. Os compostos excretados ou liberados
pela ruptura celular, bem como o autossombreamento atingem seus valores
maximos nessa fase. A perda das condi¢des de crescimento culmina com o inicio da

fase de declinio.

A fase de declinio é caracterizada pela morte e lise de muitas células, além
de compostos inibidores de crescimento. Poucas células ainda se dividem e muitas
se tornam inviaveis, de modo que a taxa de crescimento € negativa. A duragao da

fase de declinio varia, mas pode ser tdo curta quanto a fase exponencial.

Devido as diversas fases do cultivo em batelada nao é possivel manter alta
produtividade por muito tempo, de modo que as maiores produtividades sao
observadas nos primeiros dias de cultivo, no entanto, dificilmente ultrapassam
50 mg -L-"-dia! (MATTOS et al. 2015; HENRICHI e IRAZOQUI, 2015; SANTOS et al,
2014). Altas produtividades em cultivos em batelada sdo encontradas quando ha
enriquecimento do ar atmosférico com CO2 ou outra fonte de carbono inorganico
(ZHAO et al., 2015; ZHU et al., 2014). Carboidratos e lipideos tendem a se acumular
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durante a fase estacionaria (EMDADI; BERLAND, 1989; REIREZ et al.; 1989). Em
cultivos comerciais, a colheita da biomassa é realizada antes que a densidade

celular atinja seu valor maximo, evitando a fase de declinio (LOURENCO, 2006).

2.2.2.2 Regime semicontinuo

No regime semicontinuo um volume conhecido da cultura de microalga é
removido e substituido periodicamente por meio fresco com o mesmo volume, de
modo que as células permanegam em crescimento exponencial por um longo
periodo (FIGURA 2.4). Nesse regime as células de microalgas apresentam pouca
variagao na composi¢cao quimica, uma vez que a cultura permanece em condigdes

de crescimento sem fatores limitantes.

Semicontinuo

Concentracdo celular

tempo

FIGURA 2.4 — CULTIVO SEMICONTINUO
FONTE: A autora (2016).

A taxa de diluicao é definida como a razédo do volume retirado e a o volume
total do cultivo e exerce grande influéncia na densidade celular. Altas taxas de
diluicdo levam a baixa concentragao de biomassa, permitindo maior disponibilidade
de luz (CAMACHO et al., 1999). A estratégia do regime semicontinuo € simples e
eficiente, pois evita o crescimento lento, observado no inicio do cultivo e causado

pelo autossombreamento (HO et al., 2014).
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Cultivos em regime semicontinuo propiciam grandes produtividades de
biomassa, Hsieh e Wu (2009) cultivaram a espécie Chlorella sp. em regime
semicontinuo e conseguiram uma produtividade de biomassa 5 vezes maior em

relagao ao cultivo em regime batelada.

Altas produtividades de lipideos também podem ser alcancadas, Han e
colaboradores (2013) relataram que cultivos em regime semicontinuos com ajuste
do pH e nitrogénio limitado aumentaram em 6 vezes a produtividade de lipideos da

especie Chlorella pyrenoidosa quando comparado ao cultivo em batelada.

Além das altas produtividades, cultivos em regime semicontinuo propiciam
maior remog¢ao de nutrientes do meio, como no trabalho realizado por Nufes e
colaboradores (2001) com a espécie Acutodesmus obliquus em cultivo sob regime
semicontinuo com remogdo de 19 mg L' dia™' de amodnia. J4 Morales-Amaral e
colaboradores (2015) conseguiram uma remogao de 39 mg L' dia™' de nitrogénio. A
taxa de remocéo de CO2 também é aumentada em regimes semicontinuos (ROSA et
al., 2015).

Culturas em ambiente externo possuem as variaveis temperatura e
luminosidade que exercem grande influéncia nas taxas de crescimento de
microalgas, de modo que manter cultivos em regime semicontinuo em ambiente
externo tem sido pouco realizado (RODOLFI, et al., 2008; HO et al., 2014).
Entretanto, Feng e seus colaboradores (2014) cultivaram a espécie Acutodesmus
obliquus em regime semicontinuo em ambiente interno e externo, alcangando
maiores produtividades de biomassa e lipideos nos cultivos mantidos em ambiente
externo. Enquanto que Morales-Amaral e seus colaboradores (2015) realizaram
cultivos em ambiente externo e conseguiram uma produtividade de 1,2 g L' dia™ em

tanques inclinados.

2.2.2.3 Regime continuo

No regime continuo uma fragcdo da cultura é constantemente retirada e

substituida por meio fresco simultaneamente (FIGURA 2.5). Essas saidas e entradas
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constantes de cultura e meio fresco mantém o cultivo sempre com baixa densidade

de células, evitando o autossombreamento.

Continuo

Concentracdo celular

tempo

FIGURA 2.5 — REGIME CONTINUO
FONTE: A autora (2016).

A produtividade pode ser mantida alta, uma vez que o cultivo esta
constantemente recebendo meio fresco, de modo que o cultivo ndo passa por
limitagcées. Assim como o cultivo em regime semicontinuo, os cultivos continuos s&o
adequados para cultivos em grande escala (HO et al., 2014). Sob condigbes de
estado estacionario nos cultivos em regime continuo, a concentragao da biomassa
pode ser controlada ajustando a taxa de diluigdo, o meio de cultura e irradiancia
podem ser continuamente mantidos a um nivel especifico (Tang et al., 2012). No
entanto os cultivos continuos possuem custo elevado, uma vez que é necessario a
automacao, temperaturas e iluminagéo constantes (MATA, MARTINS e CAETANO,
2009).

Cultivos continuos tém obtido sucesso na producdo de biomassa de
microalgas, lipideos e carboidratos. Sobczuk e Chist (2009) conseguiram a maior
produgdo de biomassa por litro de cultivo em cultivo continuo de 2 g-L", utilizando a
espécie Choricystis minor. Tang e colaboradores (2012) alcangaram uma
produtividade de 10 mg L' dia™' de éster metilico de acido graxo (EMAG), utilizando
a espécie Dunaliella tertiolecta. Ho e colaboradores (2013) aumentaram a
produtividade de carboidratos da microalga Acutodesmus obliquus em cultivos

continuo, obtendo 312 mg L' dia™".



34

O ambiente pouco estressante causado pelo regime semicontinuo
(iluminagdo e temperatura constantes, sem limitacdo de nutrientes), pode ter um
efeito negativo no acumulo de lipideos e carboidratos, tendo em vista que a
produgdao desses compostos tende a serem maiores sob condi¢cdes de estresse,
assim os carboidratos e lipideos podem nado atingir niveis satisfatorios,
consequentemente, o processo de recuperacdao da biomassa pode ter seu custo
energético aumentado. Além disso, cultivos continuos realizados em ambiente
externo podem ter seu crescimento diminuido a noite, causado pela morte celular
(HO et al., 2014).

2.2.3 Cultivos de microalga frente a fonte de carbono

Células de microalgas podem crescer utilizando sob trés condigdes distintas,
o autotrdéfico, o heterotrofico e o mixotréfico. Cada tipo de cultivo sera abordado a

sequir.

2.2.3.1 Cultivo autotrdfico

O crescimento autotréfico (ou fotoautotréfico) tem como fonte de carbono o
CO2 ou HCOg3" dissolvido na agua. Em teoria, o CO2 necessario nesse metabolismo
pode ser obtido de emissdes industriais ou motogeradores, por isso, esse modelo de
crescimento recebe atencdo substancial de pesquisadores (BURKHOLDER,;
GLIBERT; SKELTON, 2008).

Durante a fotossintese a energia da luz solar é capturada e armazenada na
forma de ATP e NADPH que serdo posteriormente utilizados na sintese de
carboidratos e outros compostos organicos a partir de dioxido de carbono (CO2) e
agua (Hz20), liberando gas oxigénio (O2) (FIGURA 2.6).
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FIGURA 2.6. PROCESSO DA FOTOSSINTESE EM CELULAS DE MICROALGAS
FONTE: A autora (2016).

Luz e CO2 possuem nenhum ou pouco custo na produgdo de biomassa de
microalgas em condigbes autotroficas, aumentando a viabilidade comercial dessa
tecnologia, contudo, restricbes de engenharia e desenho do fotobiorreator tém
limitado o emprego dessa tecnologia em larga escala. O efeito da intensidade

luminosa em crescimento autotréfico € mostrado na Figura 2.7.
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FIGURA 2.7. EFEITO DA INTENSIDADE LUMINOSA NO CRESCIMENTO CELULAR EM CULTIVOS
AUTOTROFICOS
FONTE: Adaptado de Ogbonna e Tanaka (2000).



36

Para uma produtividade maxima de biomassa, a faixa de saturagao luminosa
deve ser homogénea em todo o cultivo. Na pratica, entretanto, isso € impossivel,
principalmente em cultivos em regime batelada que experimenta diferentes
concentragdes celulares ao longo do cultivo (OGBONNA; TANAKA, 2000).

A iluminacao eficiente pode ser um obstaculo na producado de biomassa de
microalgas. Assim, além da conformagao do fotobiorreator, algumas estratégias de
cultivos podem ser empregadas na tentativa de diminuir o impacto negativo que a
iluminagédo pode causar na produgédo de biomassa, uma delas é manter o cultivo em
regime semicontinuo, de modo a controlar a concentragdo celular por tempo
indeterminado. Outra boa estratégia € a utilizagdo do metabolismo heterotrofico da

microalga, fornecendo carbono organico ao cultivo e mantendo-o na auséncia de luz.

2.2.3.2 Cultivo heterotroéfico

Embora microalgas sejam organismos fotossintetizantes, sendo algumas
delas autétrofas estritas, existem espécies capazes de crescerem na total auséncia
de luz, desde que haja um substrato organico (CHEN e JOHNS, 1996). A oxidacgao
de compostos organicos nas microalgas € similar ao de outros organismos
heterotroficos, mesmo nas espécies autotrofas obrigatorias que, nesse caso, o
carboidrato € enddgeno. Impermeabilidade aos compostos organicos e a auséncia
de enzimas essenciais para a completa oxidagdo do substrato organico podem

explicar parcialmente as espécies autotrofas estritas (CHEN e CHEN, 2006).

Conforme Chen e Chen (2006) a espécie de microalga deve possuir quatro
caracteristicas para um crescimento heterotréfico: a) facilidade na divisdo celular e
metabolismo ativo na auséncia de luz; b) capacidade para crescer em meios de
culturas com carbono orgéanico em que a energia necessaria para o crescimento seja
fornecida pela oxidagao de parte do substrato organico; c) capacidade de se adaptar
rapidamente as mudancas no ambiente; d) capacidade de suportar o estresse

hidromecanico de fermentadores.
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Microalgas podem assimilar uma grande variedade de carbono organico,
como glicose, acetato e glicerol (LIANG, SARKANY e CUI, 2009; DEVI, SUBHASH e
MOHAN, 2012), frutose, lactose, galactose e manose (LIU et al., 2010) e sacarose
(CHENG et al., 2009). Entretanto, o uso de carbono organico pode encarecer o
processo, de modo que pesquisadores tém estudado diversos residuos ricos em
carbono orgéanico para o uso em cultivos heterotréficos. Xu, Miao e Wu (2006)
utilizaram p6 de milho hidrolisado como fonte de carbono organico e conseguiram 2
g-L" dia™! de biomassa seca e 932 mg L' dia™! de lipideos. Outros residuos tém sido
testados, como bagago da cana hidrolisado, residuo doméstico (DEVI et al., 2012),
peixe processado (QUEIROZ et al., 2013) e extrato de dejeto de galinha (LOWREY
e YILDIZ, 2014).

Dos diversos substratos orgéanicos, a glicose, o acetato e o glicerol séo os
mais utilizados. A oxidacdo desses compostos ocorre em diferentes locais dentro da
célula, de modo que a sintese de um componente pode ser mais favorecida

dependendo da fonte utilizada.

A escolha da fonte de carbono deve ser em fungéo do produto que se deseja
obter, uma vez que a composi¢cao bioquimica da microalga pode ser influenciada
pela fonte de carbono utilizada (LIANG; SARKANY; CUI, 2009). A Tabela 2.3 aborda

os resultados obtidos por Liang e seus colaboradores (2009).

TABELA 2.3. COMPOSIQAO BIOQUIMICA DA MICROALGA Chorella vulgaris CULTIVADA EM
MEIO HETEROTROFICO COM DIFERENTES FONTES DE CARBONO, INCLUINDO GLUCOSE,
ACETATO E GLICEROL

COMPONENTES DA FONTES DE CARBONO
BIOMASSA (%)
GLUCOSE ACETATO GLICEROL
Carboidratos 44 23 29
Lipideos 21 31 22
Proteinas 32 42 45

FONTE: Liang, Sarkany e Cui (2009).

Definitivamente o acetato ndo é uma fonte ideal quando o objetivo é o ganho
de biomassa, mas se a finalidade é a producao de lipideos, essa pode ser uma fonte
de carbono importante. Por outro lado, a glucose esta relacionada ao aumento da

massa celular com maior producao de carboidratos.
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Por ndo necessitar de luz, é possivel manter cultivos heterotroficos com
grandes volumes, consequentemente, o aumento de escala ocorre com maior
facilidade (LI; XU; WU, 2007). Além disso, técnicas e equipamentos elaborados para
producao industrial heterotréfica de outros micro-organismos podem ser utilizados

para cultivos heterotréficos de microalgas.

Usualmente, cultivos heterotroficos sao alimentados com a fonte organica
apenas uma unica vez. Porém, algumas alternativas de alimentacdo tém sido
estudadas, principalmente para evitar a inibicdo inicial causada pela alta
concentracdo de carbono. A producdo de biomassa encontrada em cultivos em
regime batelada alimentada, em que a administragdo do substrato organico é
realizada mais de uma vez ao longo da duracdo do cultivo, tem sido maiores em
relacdo ao regime batelada, onde o substrato organico é fornecido uma unica vez.
Espinosa-Gonzalez e seus colaboradores (2014) obtiveram o dobro de biomassa em
cultivos sob regime batelada alimentada quando comparado ao cultivo alimentado
uma unica vez, onde o cultivo em batelada alimentada produziu aproximadamente
10g L™

Cultivos heterotroficos tém sido vistos como uma boa oportunidade de
aumentar a producdo de carboidratos, proteinas e acidos graxos, porém alguns
compostos de alto valor agregado s&do produzidos em maiores concentragdes
apenas na presenca de luz. Nesse sentido, cultivo em condi¢cao mixotrofica pode ser

uma alternativa atraente.

2.2.3.3 Cultivo mixotroéfico

Mixotrofia pode definido como: Metabolismo que capta energia por meio da
catalise de compostos organicos externos via respiragdo e converte energia
luminosa em compostos quimicos via fotossintese (CHOJNACKA e MARQUEZ-
ROCHA, 2004). Em cultivos mixotréficos o oxigénio liberado na fotossintese é
consumido pela prépria célula na rota heterotréfica, diminuindo os danos por

fotorrespiracdo. Da mesma maneira, o CO2 gerado na respiragdo mitocondrial é
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utilizado pelo processo da fotossintese. A Figura 2.8 ilustra de forma esquematica o

metabolismo mixotrofico.
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FIGURA 2.8 — METABOLISMO AUTOTROFICO, HETEROTROFICO E MIXOTROFICO
FONTE: Adaptado de Mariano et al. (2010).

Cultivos mixotréficos possuem a vantagem de utilizar eficientemente a luz
disponivel e o carbono organico. Esse arranjo resulta em maiores rendimentos de
células por unidade de energia de entrada, indicado por Yang e colaboradores
(2000), além disso, pigmentos fotossintéticos que tem sua produgédo diminuida em

cultivos heterotroéficos, sdo produzidos em cultivos mixotroficos.

Além dos substratos organicos mais utilizados (glicose, acetato e glicerol),
residuos liquidos sdo amplamente utilizados em cultivos mixotréficos com excelentes
resultados, como observado no trabalho de Selesu (2015), que cultivou a espécie
Scenedesmus sp. em condigbes mixotroficas com adicdo de dejeto suino
biodigerido. Os cultivos com adi¢cdo do efluente suino alcangaram no ultimo dia de
cultivo 1,2 g L' de biomassa seca, ja os cultivos em meio sintético, produziram,
aproximadamente, 0,6 g L' de biomassa seca. Residuos em geral deixam o meio
turvo, dificultando a penetracdo do feixe luminoso e diminuindo a taxa de
crescimento celular em cultivos autotréficos. Por outro lado, cultivos mixotroficos
necessitam de menor intensidade luminosa e o uso dessas fontes alternativas nao

compromete a produgao de biomassa.
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2.2.4 Producgao de biomassa em diferentes condi¢cdes de cultivos

A composicao celular e as caracteristicas de crescimento das microalgas
variam conforme as condi¢ées de cultivo (CHOJNACKA e MARQUEZ-ROCHA,
2004). A Tabela 2.4 compara produtividades de biomassa e produgao de lipideos
totais de dois géneros de microalgas das mais utilizadas, Chlorella, Scenedesmus e
Acutodesmus. Embora a produgdo de biomassa e de lipideos seja espécie-
dependente, a Tabela 2.4 indica que cultivos heterotroficos sdo, de modo geral, mais

produtivos, e de fato, tem sido alvo de muitas pesquisas.

E possivel notar que as maiores produtividades de biomassa sé&o
observadas na espécie do género Chlorella (Tabela 2.4). Gao e seus colaboradores
(2010) cultivaram a espécie Chlorella protothecoides em condicbes heterotroficas
obtendo o melhor resultado para produgcdo de biomassa e lipideos do cultivo
alimentado com sorgo sacarino como fonte de carbono, com uma produtividade de
1,02 g L' dia"' de biomassa e 52% de lipideos. O caldo do sorgo sacarino &
composto principalmente por sacarose, frutose e glucose, portanto, um excelente
substrato para cultivos heterotréficos. Os melhores resultados da microalga
Scenedesmus também foram obtidos em cultivo heterotréfico. O cultivo foi
alimentado com 10% (m/v) de glucose, onde a produtividade de biomassa alcancgou
0,56 g L' dia™! e o teor de lipideos, 43% (REN et al., 2013) (Tabela 2.4).

Por outro lado, a melhor produtividade de biomassa em cultivos de Chlorella
sob condi¢des autotroficas € observada no trabalho de Pribyl; Cepak e Zachleder
(2012). Nesse estudo, os autores cultivaram a espécie Chlorella sorokiniana em
meio sintético com metade da concentragao de nitrato e fosfato e ar enriquecido com
2% de CO2, a produtividade de biomassa encontrada foi de 0,410 g L-! dia™' e o teor
de lipideos foi de 39% (Tabela 2.2). Esses resultados, apesar de ndo superarem o0s
valores encontrados em cultivos heterotréficos, sdo excelentes quando comparados

com cultivos autotroficos sem a suplementacédo de COzou limitagdo de nutrientes.
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TABELA 2.4. PRODUTIVIDADE DE BIOMSSA EM CULTIVOS AUTOTROFICO, HETEROTROFICO

E MIXOTROFICO EM DIFERENTES ESPECIES DE MICROALGAS

PRODUTIVIDADE

TEOR DE LIPIDEOS

ESPECIE METABOLISMO FONTE DE BIOMASSA TOTAIS REFERENCIAS
CARBONO g 0
(g L' dia) (%)
Chlorella vulgaris A 10 % de CO2 0,1 7 YOO et al., 2010
. o GRIFFTHS; HILLE;
Chlorella vulgaris A 0,29 % de CO2 0,28 14 HARISSON, 2012
Chlorella sp. A Ar atmosférico 0,13 31 PRAVEEN2P§)L1J2/I AR et al.,
iy o PRIBYL; CEPAK;
Chlorella sorokiniana A 2 % de CO2 0,41 39 ZACHLEDER, 2012
Chlorella sorokiniana A Ar atmosférico 0,004 5 ZHENG et al., 2016
Acutodesmus A 2,5 % de CO, 022 10 HO. CHEN; CHANG, 2012
obliquus
-1
Scenedesmus sp. A 0.05L s de ar 0,03 29 LEMOS, 2012
atmosférico
Desmodesmus sp. A 3% de COs 0,08 20 WU et al., 2012
P
Scenedesmus sp. A 4L min” de ar 0,06 25 TAHER, 2013
atmosférico
o]
Scenedesmus sp. A 1L min” de ar 0,07 23 MIYAWAKI, 2014
atmosférico
-1
A 1L min ‘dle ar 0,05 14
atmosférico N
Scenedesmus sp. — " CORREA, 2015
A 2 L min"' de gas 0.14 15
de combustao ’
Scenedesmus A Ar atmosférico 0,09 29 JIANG et al., 2015
quadricauda
H 10 g-.L"' de Glu 0,74 54
H 11 g-.L "' de Sac 0,24 39
mtco’zg ‘;’J’fdes GAO et al., 2010
P H 10 g-L' de Fru 0,78 53
H 10 g L' SCH 1,02 52
Chlorella A
profothecoides H 15 g-L " de Glu 0,1 31 WEN et al., 2013
. RATTANAPOLTEE e
Chlorella vulgaris H 10 g'L-1 de Sac 0,07 33 KAEWKANNETRA, 2014
Chlorella ellipsoidea H 40 g'L-1 de Glu 0,04 22 GONZALEZ-GARCINUNO et
Scenedesmus H 40 g-L-1 de Glu 0,04 7 al., 2014
abundans
Scenedesmus H 5g-L" de Glu 0,45 28 ZHAO et al. 2012
quadricauda
Scenedesmus sp. H 10 g'L"" de Glu 0,56 43 REN et al., 2013
Acutodesmus H 40 gL' de Glu 0,18 12 GIM et al., 2014
obliquus
- 4
Chlorella sorokiniana M 0,12 g L"ECFB 0,03 12 SINGH: REYNOLDS; DAS,
Chlorella minutissima M 0,12g L"'ECFB 0,03 8 2011
Chlorella vulgaris M 20 g-L"" de Glu 0,16 20 GIM et al., 2014
. e RATTANAPOLTEE e
Chlorella vulgaris M 10 g'L" de Sac 0,18 25 KAEWKANNETRA, 2014
Scenedesmus 4
quadricauda M 3gL"'deGlu 0,32 31 ZHAO et al., 2012
90 mLL" de DI CAPRIO; ALTIMARI;
Scenedesmus sp. M ARPA 0,08 31 PAGNANELLI, 2015
E]
Acutodesmus M 20 mL L de 0,07 18 Jietal, 2015
obliquus residuo urbano
Acutodesmus M 4gL"de Gli 0,17 17 PATNAIK e MALLICK, 2015
obliquus

FONTE: A autora (2016).
NOTAS: ARPA: Agua residual da producdo de azeite; ECFB: Efluente da cama de frango biodigerido;
Fru: Frutose; Gli: Glicerol; Glu: Glucose; Sac: Sacarose; SCH: Sorgo sacarino hidrolisado.

* Scenedesmus obliquus.
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Zheng e colaboradores (2016) cultivaram a Chlorella sorokiana em meio
sintético completo (sem limitar nitrogénio e/ou fésforo) em condigdes autotréficas
sem enriquecimento de CO2. Seus resultados para produtividade de biomassa e teor
de lipideos foram, respectivamente, 0,004 g L' dia' e aproximadamente 5%.
Cultivos autotroficos sem suplementagdo de CO2, ou outra fonte de carbono
inorganico, ou quando ha limitacdo de nutrientes, quase sempre, possuem baixa

produtividade de biomassa e lipideos.

O consumo de CO2 em cultivos autotroficos e mixotréficos possibilitam o
acoplamento da produgao de biomassa com tratamento de emissdes. Corréa (2015)
cultivou autotroficamente uma espécie de Scenedesmus em meio sintético e injecéo
de gases da combustédo de dleo diesel. Além de sugerir um certo grau de tolerancia
das microalga aos gases presentes na emissdo, a produtividade de biomassa
chegou a 0,14 g L' dia!, enquanto que no cultivo alimentado com ar atmosférico,
esse valor foi de 0,05 g L' dia'. Ja o teor de lipideos sofreu uma pequena alteragao,
sendo de 15% nos cultivos alimentados com gases de combustdo e 14% nos

cultivos com ar atmosférico.

Em se tratando de cultivos mixotroéficos, espécies de microalga do género
Scenedesmus s&o mais produtivas em comparagao as espécies de Chlorella
(Tabela 2.2). Zhao e colaboradores (2012) cultivaram a espécie Scenedesmus
quadricauda em meio sintético com adigdo de glucose, na presenga de
luminosidade. Os autores conseguiram uma produtividade de 0,32 g L' dia™' de
biomassa e 31% de lipideos. Meios de culturas com baixa concentragédo de nitrato
favorecem o acumulo de lipideos, entretanto, a produtividade de biomassa fica
comprometida, pois o nitrato € essencial na divisao celular. No trabalho realizado por
Di Caprio, Altimari e Pagnanelli (2015) a microalga Scenedesmus sp. foi cultivada
em meio sintético com baixa concentragao de nitrato e agua residual da produgao de
azeite (ARPA). O teor de lipideos alcangado foi de 31%, valor dentro da média para
essa espécie de microalga, porém, a produtividade de biomassa, 0,08 g L' dia™,

ficou proxima aos resultados obtidos em cultivos autotréficos.

Dados da literatura mostram que a melhor estratégia para aumentar a
produtividade de biomassa é o cultivo heterotréfico, mas é possivel alcangar

resultados aceitaveis em cultivos autotréficos e mixotroficos com adicao de carbono
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inorganico. Patnaik e Mallick (2015) trabalharam com a microalga A. obliquus em
culturas autotréficas e conseguiram uma taxa de crescimento de 0,26 dia™!, sem
adicdo de qualquer fonte de carbono orgénico, contudo, ao adicionar 0,3% de

acetato, o cultivo alcangou uma taxa de crescimento de 0,45 dia™".

2.2.5 FATORES QUE INFLUENCIAM A PRODUCAO DE BIOMASSA

A interagao entre fatores fisicos, quimicos e biolégicos influencia diretamente
no cultivo de microalgas, podendo promover ou inibir seu crescimento. Os fatores
bioldgicos estdo associados ao metabolismo celular e a presenga de contaminantes
no sistema, enquanto que os fatores fisicos e quimicos estdo relacionados aos
efeitos provocados pela luz, temperatura, pH e disponibilidade de fontes de carbono
e nutrientes (RAVEN, 1990; RICHMOND, 2004; TAIZ; ZEIGER, 2006; DERNER,
2006). A seguir serao apresentados os principais fatores que influenciam os cultivos

e os efeitos causados sobre o crescimento das microalgas.

2.2.5.1 Influéncia da luminosidade

A intensidade luminosa esta diretamente relacionada a etapa fotoquimica da
fotossintese, quando ocorre a absor¢cao da luz através das moléculas de clorofila,
sintese de trifosfato de adenosina (ATP) e a fotdlise da agua. Em termos gerais, a
fotossintese pode ser definida pelo processo pelo qual a energia luminosa possibilita

a sintese de carboidratos e oxigénio a partir de didxido de carbono e agua.

Segundo Lourengo (2006) a iluminagdo € um dos pilares do cultivo
autotrofico de microalgas e requer especial atengcado. Derner e seus colaboradores
(2006) ressaltam que a quantidade de luz recebida pelas células em cultivo esta
diretamente relacionada ao carbono que sera fixado pelas microalgas e assim

influenciara na taxa de crescimento das culturas.
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Quando ha excesso de luz pode ocorrer o fenbmeno de fotoinibicdo, definido
pela alteracdo e eventual inativagdo do fotossistema Il (PSll), afetando o transporte
de elétrons na cadeia de reagdes de redugcdo NADP+ a NADPH. Segundo Taiz e
Zeiger (2006), a fotoinibicdo € um complexo conjunto de processos moleculares,
definidos como a inibigdo da fotossintese pelo excesso de luz, que pode ser
classificado como moderado ou intenso, o que determina se a fotoinibicdo é

dindmica ou croénica.

2.2.5.2 Efeito da temperatura no cultivo de microalga

Assim como todos os seres vivos as algas apresentam taxa maxima de
crescimento relacionada a uma determinada faixa de temperatura, variando de
acordo com a espécie e suas adaptacdes fisiologicas ao meio no qual vive. De
maneira geral, abaixo ou acima destes valores ocorre redugcéo na velocidade de

crescimento, alteragdes metabdlicas e fisioldégicas e/ou morte celular.

A temperatura ideal para os cultivos de microalgas, de modo geral, esta
entre 20 e 24 °C, embora possa variar em fungado da espécie utilizada. Para algumas
espécies a elevagao da temperatura pode diminuir a quantidade de acidos graxos
insaturados e aumentar a quantidade de acidos graxos saturados (THOMPSON;
GUO; RENAUD et al., 2004;). Este fator pode contribuir para a produgdo de
biodiesel de melhor qualidade, elevando o numero de cetano e aumentando a

estabilidade oxidativa do combustivel.

2.2.5.3 Necessidades nutricionais

Apesar de haver muitos elementos quimicos presentes nos ambientes
aquaticos, sua distribuicdo ndo € homogénea. Dessa forma, enquanto alguns

componentes ocorrem em elevadas concentragdes, outros podem apresentar pouca



45

disponibilidade. A Tabela 2.5 relaciona os principais macronutrientes dos meios de

cultivos para microalgas e suas fungdes bioldgicas.

Enquanto nos ambientes naturais a concentragdo dos nutrientes ndo é
uniforme em funcdo das variaveis ambientais, nos meios de cultivo estes sao
oferecidos de forma controlada, a fim de fornecer as melhores condi¢cbes de
crescimento das microalgas, sendo que os macronutrientes correspondem a cerca

de 80% da massa dos seus componentes.

TABELA 2.5 - MACRONUTRIENTES E FUNCOES BIOLOGICAS

COMPONENTE FUNCAO BIOLOGICA
Carbono Componente estrutural de macromoléculas
Nitrogénio Componente estrutural de macromoléculas
Fosforo Realizagédo de processos de troca energética (ATP)
Potassio Regulagdo osmatica
Magnésio Constituinte da molécula de clorofila
Enxofre Estruturacéo de proteinas, como cisteina e metionina
Ferro Participacao da via de biossintese da clorofila

FONTE: Adaptado de Grobelaar (2004).

2.2.5.4 Efeito do pH

O pH afeta diretamente a disponibilidade de varios elementos quimicos
presentes no meio. Estes podem cristalizar e precipitar dependendo do pH do
cultivo. Assim, o pH deve ser mantido préximo a neutralidade para que os
componentes do meio possam ser efetivamente absorvidos pelas microalgas
(SCHMIDT, 2007; LOURENCO, 2006).

O crescimento das microalgas envolve o consumo do CO:2 dissolvido no
meio, acarretando a elevagdo do pH (comumente > 10). De maneira inversa, o
aumento da concentragcao de CO:2 solubilizado no meio aquoso pode reduzir o pH
(<5) e consequentemente inibir o crescimento de algumas espécies de microalgas
(PIRES et al., 2012). Apesar de permitirem uma variagao discreta no pH dos cultivos,
a utilizacdo de solucbes tampao pode inviabilizar os custos em sistemas de

producdo de microalgas em grande escala. Outra maneira de regular as variagoes
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de pH é a aeragao dos cultivos, com bombeamento de ar atmosférico (0,03% de
CO2) ou com ar enriquecido de CO2, em concentragdo ideal para a espécie utilizada
(LOURENCO, 2006). Em sistemas de cultivo de larga escala o uso de solugdes
tampao e/ou suplementagcéo de CO2 pode tornar os custos de produgao proibitivos,

em fungao do baixo aproveitamento pelas microalgas.

2.2.6 Recuperacgao da biomassa

Cultivos de microalgas sao relativamente diluidos, de modo que grandes
volumes precisam ser manipulados para recuperagéo da biomassa (GRIMA et al.,
2003). A técnica empregada para a recuperagdao da biomassa de microalgas
depende das caracteristicas das células microalgais, como forma e tamanho, da
densidade do cultivo, da aplicagdo da biomassa e dos custos envolvidos (BRENNAN
e OWENDE, 2010). Essencialmente, as principais técnicas utilizadas sédo a
centrifugacao, a filtracdo e a sedimentagao, sendo precedidas por uma etapa de

floculagao.

A recuperagao por centrifugagdo € um método simples que se baseia no
tamanho das células e na diferenga de densidade entre a biomassa e o meio,
podendo ser utilizada por qualquer espécie de microalga (GERERDO et al., 2015). A
centrifugagdo oferece vantagens quando comparadas a outros métodos, pois a
biomassa recuperada € livre de floculantes ou de produtos quimicos. Apesar de ser
rapida, possui grande gasto energético, que deve ser levado em consideragao na
sua escolha (BOSMA et al., 2003).

A recuperacgao da biomassa por filtracdo esta baseada na separagao solido-
liquido através de uma barreira semipermeavel. Essa barreira possui poros menores
do que o tamanho das células microalgais que retém as células, mas permite a
passagem do liquido. Resultados com a filtragem da espécie Spirulina platensis em
filtros prensa foram satisfatérios, no entanto, para espécies de microalgas de
tamanhos menores, como Scenedesmus e Chlorella, os resultados nao foram

satisfatorios. Assim como a centrifugagéo, a biomassa recuperada por filtragdo pode
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nao possuir floculantes ou produtos quimicos, no entanto, seu uso € inviavel em

larga escala, devido ao entupimento das membranas.

A técnica da floculagdo pode ser aplicada para agregar células e aumentar o
tamanho das particulas, facilitando os processos de sedimentacao, filtracdo e
centrifugacdo. Estudos tém mostrado que a floculagdo em combinagdo com a
sedimentagao utilizando biofloculantes pode reduzir os gastos energéticos da
centrifugacao (LAM et al., 2014). Os agentes floculantes mais utilizados sao os sais
de metais e polimeros carregados positivamente (HANSEL, RIEFLER, E STUART,
2014). No entanto, compostos como sulfato de aluminio, podem contaminar a
biomassa de microalgas (LEE, LEWIS e ASHMAN, 2009) e polimeros carregados
positivamente, como as poliacrilamidas catidbnicas podem decompor em seus
substituintes monoméricos que sado cancerigenos e neurotéxicos (WEI, CHENG e
ZHENG, 2008). Desse modo, esforgos tém sido realizados na busca por uma

substancia quimica alternativa de baixo custo e alta eficiéncia energética.

Dos floculantes naturais € possivel destacar a quitosana, um polimero
catidnico natural de origem animal e fungica, biodegradavel e nao toxica (RIANO,
MOLINUEVO e GARCIA GONZALEZ, 2012).

2.2.6.1 Recuperacgao da biomassa por floculacdo com quitosana

A quitosana ¢é polissacarideo linear composto por [p-(1-4)-ligado D-
glucosamina e N-acetil-glucosamina, distribuidos aleatoriamente, obtido da
dasacetilagdo da quitina. A modificacdo da quitina a quitosana altera suas
propriedades, de forma que a quitosana é insoluvel em agua, mas soluvel na maioria
dos acidos organicos e em alguns acidos inorganicos. Devido a grande quantidade
de aminas primarias em sua cadeia, a quitosana possui diversas aplicabilidades na
area biomédica, como carreadores de farmacos ou genes. A quitosana também é
muito empregada na area de alimentos, cosmeéticos e na agricultura e, por ser um
polimero de cadeia longa e possuir alta densidade de carga catibnica, a quitosana
pode ser empregada como floculante, formando agregados de células densos que
precipitam com maior facilidade (DONG; CHEN; LIU, 2014).
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A recuperagdo da biomassa de microalgas por quitosana requer baixas
concentragdes desse polimero e € aplicavel em cultivos das mais variaveis espécies
de microalgas. A dosagem otima de quitosana depende da espécie utilizada. Para
as espécies Tetraselmis chui, Thalassiosira pseudonana e Isocrhysis sp. a melhor
concentragédo é de 40 mg L. Por outro lado, uma dose de 150 mg L' é necessaria
para flocular a espécie Chaetoceros muellari (HEASMAN et al., 2000). Além disso, a
densidade celular e o pH do cultivo podem influenciar na concentracdo necessaria
de quitosana. Chen e colaboradores (2013) cultivaram a espécie Scenedesmus sp. e
avaliaram o efeito da concentracdo da biomassa na eficiéncia da floculagdo. A
Tabela 2.6 resume os principais resultados. Ao variarem o pH, a maior eficiéncia
(95%) foi alcangada quando o pH chegou a 9,0, em cultivo com uma concentragéao

de biomassa igual a 0,54 g L.

TABELA 2.6 — DOSAGENS DE QUITOSANA NECESSARIOS PARA FLOCULAR CULTIVOS DE
Scenedesmus sp. COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE BIOMASSA.

CONCENTRAGAO DE CONCENTRAGAO DE EFICIENCIA DA
BIOMASSA FLOCULANTE FLOCULAGAO
(gL (gL (%)
0,23 0,03 90
0,41 0,06 90
0,53 0,08 >90
0,66 0,1 > 90

FONTE: Adaptado de Chen e colaboradores (2013)

Adicionar uma etapa de floculagdo com quitosana, precedendo a da
centrifugacéo, pode representar uma redugao significativa no consumo energético
durante o processo de recuperagdo da biomassa. Xu, Purton e Baganz (2013)
conseguiram uma reducao de 95% no gasto energético ao adicionar uma etapa de

floculagdo com quitosana em cultivos de Chlorella sorokiniana.

2.2.6.2 Reaproveitamento do clarificado

Cultivos de microalgas exigem grande volume de &agua, principalmente

cultivos em tanques abertos, devido a alta taxa de evaporagao. Todavia, 0 consumo



49

pode ser reduzido com a substituicdo do meio de cultura por aguas residuais e/ou
reuso do sobrenadante clarificado apds a recuperagao da biomassa. De acordo com
o estudo de Yang e colaboradores (2011), para produzir 1 kg de biodiesel, 3.726 kg
de agua foram necessarios, considerando um cultivo em meio sintético e sem o
reuso da agua apods a recuperagao da biomassa. Entretanto, a pegada hidrica foi
reduzida em 84% ao reutilizar a agua. A substituicido do meio de cultura por aguas

residuais proporcionou uma redugao de 90% da pegada hidrica.

Alguns floculantes alteram o pH do meio de cultura, tornando necessario o
seu ajuste para o cultivo posterior, uma etapa que pode encarecer o produgédo de
biomassa. Farid e seus colaboradores (2013) realizaram o reuso do sobrenadante
clarificado da floculagdo com quitosana e nanoquitosana em cultivos de
Nannochloropsis sp. Apesar de ter sido necessario o ajuste do pH para os cultivos
subsequentes, os resultados sdo animadores, sendo que a produgao de biomassa

em cultivos com a agua reciclada aumentou em 7%.

Wu e seus colaboradores (2015) reutilizaram a agua apds recuperagao da
biomassa por floculacdo em cultivos de Acutodesmus obliquus e Scenedesmus sp.
Foram utilizados cinco agentes floculantes, incluindo a quitosana, e em todos os
casos nao houve nenhum impacto negativo na produgdo de biomassa. Entretanto,
0s autores realizaram apenas um reuso, nao avaliando o possivel efeito cumulativo

dos agentes floculantes.

Quitosana possui atividade antimicrobiana (MUZZARELLI et al., 1990),
assim, é possivel que em certos niveis esse polimero seja téxico ao cultivo de
microalgas. Delrue e seus colaboradores (2015) testaram essa possivel toxicidade
com adicdo de quatro diferentes concentragdes de quitosana (0,1 mg L", 0,5 mg L,
1 mg L' e 2 mg L") em cultivos de Chlamydomonas reinhardtii por sete dias. Os
resultados mostraram que a quitosana nao apresentou toxidade as células de
microalgas dessa espécie até a concentragdo de 2 mg L. Nao foi observado
grandes variagbes na produgdo de biomassa e, com excegcdo dos cultivos que
cresceram com 2 mg L' de quitosana, apresentou um pequeno aumento conforme
aumentou a concentracdo do floculante. Contudo, mais estudos devem ser

realizados para confirmar a toxidade da quitosana em cultivos de microalga em
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concentracdes acima das estudadas, bem como avaliar os impactos em outras

espécies de microalgas.

A grande quantidade de agua utilizada em cultivos de microalgas € um dos
principais gargalos para que a produgao de microalgas em larga escala seja
sustentavel, economicamente e ambientalmente. Por essa razao, a recuperacao da

agua entra como uma etapa crucial na produgao de biomassa.
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3 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Existe um grande interesse na biomassa de microalgas devido aos seus
produtos, tais como carboidratos e lipideos. Esses compostos possuem alto valor
agregado, de modo que estratégias de cultivos sdo desenvolvidas visando o
aumento da producdo. Dessa maneira, sao de fundamental importancia a
investigacao cientifica e o desenvolvimento de novas metodologias de cultivo de

microalgas que viabilizem o aumento da produc&o de biomassa.

Em relacdo a espécie Acutodesmus obliquus e com base na literatura, &
possivel destacar alguns pontos que devem ser mais bem explorados, como a
resposta celular dessa espécie a cultivos em regime semicontinuo em ambiente
externo e a avaliacdo da interacdo dos cultivos em condigcbes autotréficas e

heterotréficas, bem como a forma de alimentacao do substrato organico.

Uma etapa importante da producdo de biomassa € a sua recuperacao,
procedimento que possui um grande volume de agua residual que tem potencial
para ser reutilizada. A literatura aponta diversos estudos nessa tematica, mas
poucos estudos sdo desenvolvidos em ambiente externo em cultivos sob regime

semicontinuo.

3.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo teve como objetivo principal utilizar uma estratégia de cultivo
que possibilitasse o aumento da produtividade de biomassa de microalgas nos
fotobiorreatores desenvolvidos pelo NPDEAS, por meio da integracédo de dois
modelos de cultivos: o regime semicontinuo, cultivado sob condi¢gbes autotréficas, e
o cultivo heterotrofico, com adigao de carbono organico em diferentes concentracoes

e alimentacgao.
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3.1.1 Objetivos especificos

Para atingir o objetivo geral estabelecido, foram determinados os seguintes

objetivos especificos a serem alcangados durante a realizagao do trabalho:

e Avaliar o aumento da produtividade de biomassa em cultivos
realizados com a microalga Acutodesmus obliquus em condigdes
autotroficas, nos regimes batelada e semicontinuo, realizados em
escala laboratorial;

e Realizar o escalonamento da producao de biomassa por
metodologias de cultivo integradas utilizando fotobiorreatores airlift em
condi¢gbes ambientais de operacéo;

e |Integrar as metodologias de cultivo em regime semicontinuo
realizados em fotobiorreator airliff com o cultivo sob condi¢des
heterotrdficas;

e Determinar a viabilidade do reuso do efluente de floculagao e
recuperacao da biomassa como meio de cultivo, a fim de minimizar as
perdas decorrentes do processo e avaliar o aumento da
produtividade;

e Determinar a composi¢ao da biomassa obtida nas diferentes etapas

de producgio quanto aos teores de lipideos totais.

Um fluxograma dos objetivos especificos e as correspondentes estratégias

estabelecidas para alcanca-los é apresentado na Figura 3.1.



Objetivos especificos

Estrateglanetrabalho

Avaliar a produtividade de
biomassa de microalgas em
escala laboratorial

Avaliar a produtividade de
biomassa de microalgas em
cultivos realizados em
fotobiorreator airlift

Integrar os cultivos
semicontinuo e
heterotrofico

Avaliar o reuso do efluente
da recuperagao de
biomassa

Determinar a composigao
da biomassa

IRl

i Cultivar as microalgas nos regimes |

batelada e semicontinuoem
frascos Erlenmeyer

i Cultivar as microalgas nos regimes |

batelada e semicontinuoem
fotobiorreator airlift

. Utiizar as diluigdes do cultivo

semicontinuo na etapa de :
crescimento heterotréfico

i Utilizar o efluente da recuperacéo i
i de biomassa por floculagdo como

meio de cultivo

. Realizar dosagens de lipideos e |

na biomassa obtida

FIGURA 3.1 — FLUXOGRAMA DAS ESTRATEGIAS DE TRABALHO

FONTE: A Autora (2016).
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4 MATERIAIS E METODOS

A metodologia adotada para este trabalho consiste, num primeiro momento,
na realizagcdo de cultivos em regimes de cultivo diferenciados, batelada e
semicontinuo, a fim de comparar a produtividade entre ambos em ambiente
climatizado. Ao término dessa etapa a estratégia foi repetida em maior escala
utilizando fotobiorreatores airliff em ambiente externo, realizando a integragcédo da
producao de biomassa em regime semicontinuo sob condi¢des autotroficas com o
cultivo em condi¢des heterotroficas. Além do aumento da produtividade em si, foi
realizada uma etapa para avaliar a viabilidade do reuso do efluente da recuperagao
de biomassa por floculagdo, a fim de identificar o seu efeito na producado de
biomassa. A Figura 4.1 ilustra de maneira resumida as etapas experimentais
realizadas.

LABORATORIO

| BATELADA | | SEMICONTINUO |

l l

Produtividade de Produtividade de
biomassa biomassa

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

AIRLIFT

Produtividade de
biomassa

| BATELADA | | SEMICONTINUD | —

|

Produtividade de :__‘_‘_‘_‘_‘_‘_‘_l\, ‘ HETEROTROFICO ‘

biomassa '

Produtividade de
biomassa

FIGURA 4.1 - FLUXOGRAMA DAS ETAPAS EXPERIMENTAIS
FONTE: A Autora (2016).
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Resumidamente, os experimentos foram realizados em duas etapas
distintas, sendo a primeira em ambiente climatizado e condi¢des como luminosidade
e temperatura controladas; e a segunda em ambiente externo, sujeita a variagdes
ambientais do periodo. A seguir serdo apresentadas detalhadamente as

particularidades do aparato experimental e variagbes nas metodologias.

4.1 INFRAESTRUTURA PARA REALIZACAO DOS CULTIVOS

Como descrito anteriormente, os cultivos foram realizados em duas etapas
distintas, em ambiente climatizado e escala laboratorial e em ambiente externo
utilizando fotobiorreatores airlift. Nas secbes a seguir serao apresentados os

materiais utilizados durante os ensaios.

4.1.1 Fotobiorreator — Erlenmeyer

A primeira fase desse estudo foi realizada na sala de cultivo do NPDEAS,
com controle de temperatura (222 °C) e Iuminosidade constante. Os
fotobiorreatores (FIGURA 4.2) dispostos em prateleiras foram iluminados por duas
lampadas fluorescentes tubulares de 40 W (2700 lumens) e receberam injegao de ar

atmosférico comprimido continuadamente na vazao de 1 L min-'.

Os FBRs utilizados foram frascos Erlenmeyers de 2000 mL de volume util
com entrada dos gases por meio de um canal que leva o ar contendo CO2 até o
fundo do FBR. O borbulhamento causado pela inje¢do de ar proporciona a
homogeneizacado do cultivo, bem como facilita a retirada de O2. A saida dos gases

ocorre pela porg¢ao superior do FBR através de um orificio (FIGURA 4.2).



56

ENTRADADEAR SAIDADEAR

N

A

Senl
| ENTRADADEAR SAIDADEAR

FIGURA 4.2 — FOTOBIORREATOR UTILIZADO EM ESCALA LABORATORIAL. Esquerda: figura
ilustrativa do fotobiorreator. A) imagem vista de frente; B) entrada e saida de ar do fotobiorreator
vistas de cima. Direita: fotografia do fotobiorreator utilizado em escala laboratorial.
FONTE: A Autora (2016).

4 1.2 Fotobiorreator — airlift

A segunda fase desse estudo foi realizada em ambiente externo para avaliar

0 regime semicontinuo em condi¢des naturais de temperatura e luminosidade.

O FBR utilizado nessa fase é tubular do tipo airlift constituido de tubulacdes
de policloreto de vinil (PVC) transparente, permitindo a passagem da luz solar.
Possuem volume operacional aproximado de 11 L e apresentam duas colunas
verticais, uma com fluxo de circulagdo ascendente, proporcionado pela injegao de ar
comprimido na porg¢ao inferior, e uma coluna de circulagao descendente, fechando a

circulacao no interior do reator.

O modelo de FBR utilizado nesse estudo foi desenvolvido pelo NPDEAS
como resultado do trabalho conjunto da equipe de alunos e pesquisadores, e como
resultado desse trabalho € possivel destacar o depdsito da patente denominada
“Fotobiorreator tubular para tratamento integrado de efluentes liquidos e emissées”
(BR 10 2013 026395 8). A Figura 4.3 apresenta os fotobiorreatores modelo airlift

utilizados para a realizagao desse trabalho.
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FIGURA 4.3 - FOTOBIORREATOR AIRLIFT. A: figura ilustrativa do fotobiorreator airlift; B: fotografia
do fotobiorreator airlift
FONTE: NPDEAS (2016).

4.1.3 MATERIAL BIOLOGICO

Para realizagdo desse trabalho foi utilizada a microalga Acutodesmus
obliquus (FIGURA 4.4), que foi isolada pelo NPDEAS da rede diretamente da rede
de agua do municipio de Curitiba apds a realizagdo de testes de estanqueidade na
tubulagdo PVC dos fotobiorreatores. Inicialmente, as caracteristicas morfolégicas da
espécie utilizada permitiram a identificacdo apenas do género ao qual pertence,
entretanto, recentemente foi possivel determinar a espécie pelo uso de ferramentas

moleculares (sequenciamento de DNA).

Estudos anteriores realizados por alunos do NPDEAS indicam a microalga
Acutodesmus obliquus como uma espécie promissora na producdo de biomassa e
lipideos em larga escala, além do alto potencial em tratamentos de emissdes e

efluentes agroindustriais.
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FIGURA 4.4 — Acutodesmus obliquus
FONTE: A Autora (2015).

4.1.4 Meio de cultivo

Todos os cultivos realizados nesse trabalho foram mantidos em meio de
cultura sintético elaborado por Chu (1942) com uma modificagdo em um elemento
traco, o 6xido de molibdénio que foi substituido por molibdato de sédio di-hidratado,
sendo que a massa do novo reagente foi calculada para manter o numero de mols

do molibdénio da composic¢ao original (Tabela 4.1).

Os meios de cultura sintéticos sédo elaborados com macronutrientes,
micronutrientes e elementos tracos essenciais para o crescimento das microalgas.
Dos meios ja utilizados pelo grupo, a taxa de crescimento celular utilizando meio
CHU foi maior quando comparada as outras taxas de crescimento em outros meios
de cultivos. Desse modo, o meio CHU é o meio padrao utilizado na sala de cultivo do
NPDEAS.

Todos os reagentes utilizados para compor o meio de cultura apresentam

98% de pureza (P.A.), a fim de garantir maior controle das condi¢des.
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TABELA 4.1 — COMPOSIGCAO DO MEIO DE CULTIVO CHU

Componente Concentracao final (g L™)
Nitrato de sodio 0,25
Cloreto de calcio di-hidratado 0,025
Sulfato de magnésio hepta-hidratado 0,075
Fosfato de potassio dibasico 0,075
Fosfato de potassio monobasico 0,175
Cloreto de sédio 0,025
EDTA 0,05
Hidroxido de potassio 0,031
Sulfato ferroso hepta-hidratado 0,005
Acido boérico 0,01142
Sulfato de zinco hepta-hidratado 8,82x10%
Cloreto de manganés tetra-hidratado 1,44x10%
Molibdato de sédio di-hidratado 7,1x106
Sulfato de cobre penta-hidratado 1,57x10°
Nitrato de cobalto hexa-hidratado 4,9x106

FONTE: A Autora (2016).

4.2 AVALIACAO DOS CULTIVOS

4.2.1 Caracterizagao da cinética de crescimento

A metodologia empregada para caracterizagao da cinética de crescimento foi
proposta por Lourenco (2006). A contagem celular foi realizada com auxilio de uma
camara de Neubauer em um microscépio Optico da marca Bioval, utilizando
magnificacdo de 400 X. A concentragdo celular foi expressa em numero de
células mL"' de uma média de trés contagens. As contagens foram realizadas
diariamente num horario fixo, a fim de padronizar o intervalo de crescimento entre as
analises. A partir dos dados de contagem celular foram elaborados graficos que

ilustram a curva de crescimento da microalga.

A fim de melhor descrever o perfil observado, a equacéo logistica de
crescimento foi ajustada aos dados de concentragao celular por regressao nao linear

utilizando o programa TK-Solver 5.0, a partir da equacao a seguir:
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N = max (4.1)

1+ Nmax . e—,uf
N, —1

onde:

N = concentragao celular (células-mL-");

No = concentragéo celular inicial (células-mL™");
Nmax = concentragao celular maxima (células-mL");
u = velocidade especifica de crescimento (dia™);

t = tempo de cultivo (dias)

4.2.2 Determinagéo da biomassa seca

A determinagdo da biomassa seca foi realizada em dias alternados, em
triplicata utilizando o método gravimétrico. Para a realizagdo dessa metodologia foi
utilizada a balancga analitica da marca Shimadzu, modelo AUW220D com resolugao
de 0,0001 g e calibrada pelo Instituto de Pesos e Medidas do Parana (IPEM — PR)
de acordo com a NBR ISSO/IEC 17025, sob o n° 155. Os resultados estédo
expressos em g L™'. Para tanto, microfiltros de fibra de vidro Macharey-Nagel GF-1,
diametro de 47 mm e capacidade de reteng¢ao de 0,7 um foram mantidos em estufa
a 60 °C até massa constante, assegurando a total retirada de umidade. Depois de
aferir as massas dos microfiltros, 10 mL retirados dos cultivos foram filtrados com
auxilio de uma bomba a vacuo, os microfiltros foram igualmente submetidos a
secagem completa. Novamente, as massas dos microfiltros contendo biomassa

foram aferidas. A equacao a seguir foi utilizada nos calculos gravimétricos:

(4.2)



onde:
BS = biomassa seca (g-L™");

M1 = massa do microfiltro vazio (g);

M2 = massa do microfiltro com biomassa de microalga (g);

V = aliquota filtrada (L).

4.2 .3 Produtividade de biomassa
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Uma das maneiras de avaliar o crescimento celular é a partir dos calculos de

produtividade em biomassa dos cultivos, dessa maneira a equacao abaixo foi

utilizada:

p_BS,—BS,

onde:

P = produtividade (g-L"-dia");

BSi = biomassa seca no dia zero de cultivo (g-L™");
BSt = biomassa seca no ultimo dia de cultivo (g-L™);

t = tempo decorridos em dias entre a BSi e a BS.

4.2 .4 Quantificagao de lipideos totais

(4.3)

Para extragao de lipideos totais, foi utilizada uma metodologia de extracéo a

frio proposta por Bligh e Dyer (1959) e adaptada de Soares (2010). Para tanto, foram
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utilizados 50 mg de biomassa seca em tubos de polipropileno de 15 mL (tubo 1) e
adicionado 3 mL da solug&o cloroférmio:metanol (2:1) e 10 pL de butil hidroxi tolueno
(1% em metanol). Em seguida as amostras foram sobmetidas a trés ciclos de
sonicacdo por 15 minutos cada em um banho de ultrasson (Unica Ultra Cleanner
1400, frequéncia 40 kHz). Ao término da sonicacdo as amostras foram mantidas a
4° C ao abrigo da luz (para evitar a fotodegradagdo do material) por 24 horas para

favorecer a extracao de lipideos.

Apoés 24 horas, as amostras foram novamente submetidas a trés ciclos de
sonicagao por 15 minutos cada e centrifugados a 5000 rpm por 5 minutos a 5° C. O
sobrenadante com a fase lipidica foi recuperado e reservado em outro tubo de
polipropileno de 15 mL (tubo 2). Ao material que ficou no tubo 1, foi adicionado
1,5 mL de cloroférmio:metanol (2:1) para mais uma extragdo. Novamente o tubo foi
centrifugado a 5000 rpm por 5 minutos a 5° C, o sobrenadante recuperado e

reservado no tubo 2.

Foi adicionado 2 mL de agua destilada e 1 mL de cloroférmio ao tubo 2. As
amostras foram agitadas e centrifugadas a 5000 rpm por 5 minutos a 5° C. Em
seguida a fase inferior contendo cloroférmio e lipideos foi recuperada e transferida a
um frasco de vidro com massa previamente determinada (tubo 3). A fase aquosa
restante no tubo 2 foi lavada com 1 mL de cloroférmio, centrifugada a 5000 rpm por

5 minutos a 5° C. A fase inferior foi recuperada e transferida ao tubo 3.

O tubo 3 foi deixado numa capela de exaustao onde o cloroférmio da fase
cloroférmio:lipideo foi evaporado. Entdo a massa do frasco contendo os lipideos foi

determinado e a quantidade de lipideos foi mensurada a partir da seguinte equagao:

LT=m,,—m0-m

My (4.4)

onde:

LT = lipideos totais da amostra seca utilizada (%);

mo = massa do frasco de vidro vazio (g);



ms = massa do frasco de vidro contendo lipideos (g);

mb = biomassa seca utilizada na extracéo de lipideos.

4.3 REGIMES DE CULTIVO

A fim de comparar a produtividade entre diferentes regimes de cultivos, a

microalga utilizada nesse trabalho foi submetida aos regimes semicontinuo e

batelada. Os experimentos foram realizados em duas fases: i) a primeira fase

consistiu em cultivos em ambiente interno, com controle da temperatura e

luminosidade; ii) a segunda fase foi realizada em ambiente externo para avaliar a

reprodutibilidade dos resultados obtidos na sala de cultivo, utilizando reatores airlift

em escala piloto e em ambiente sem controle das condigdes climaticas.

A Figura 4.5 ilustra de maneira resumida a diferenga entre o cultivo batelada

e semicontinuo.
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DILUIGAO:
OCULTIVO SUBSTITUICACDE

EXPONENCIAL. CULTIVOPORMEIO
FRESCO

h

CULTIVO — CRESCEATE - UM VOLUME - CRESCIMENTO
SEMICONTINUO ATINGIRAFASE CONHECIDO DO POR 48 HORAS

FIGURA 4.5 — CULTIVOS EM BATELADA E SEMICONTINUO
FONTE: A autora (2016)
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A seguir serdo detalhadas as metodologias adotadas para a realizagado dos

cultivos em regime batelada e semicontinuo.

4.3.1 Regime batelada

Os cultivos realizados em regime batelada em escala laboratorial foram
mantidos na sala de cultivo, em frascos Erlenmeyer com volume operacional de
1,8 L, iluminagéo e temperatura constantes e vazao de ar de 1 L min-'. A duragéo
dos cultivos ocorreu em funcdo das fases dos cultivos em batelada, assim sendo,
aos 21 dias, os cultivos estavam na fase estacionaria, periodo em que a taxa de

crescimento € muito baixa.

Os cultivos realizados em ambiente externo utilizando fotobiorreator airlift,
foram mantidos com volume aproximado de 11 L cada com vazao de entrada de ar
de 2 L min'. Uma vez que foram realizados em condigdes ambientais de
temperatura e luminosidade, essas variaveis ndo foram controladas, sendo realizado
seu monitoramento para posterior correlacdo com os dados de crescimento. Os
cultivos foram encerrados aos 23 dias de crescimento, pois ja haviam entrado na

fase estacionaria, fase em que o cultivo possui baixa taxa de crescimento.

4.3.2 Regime semicontinuo

Os cultivos em regime semicontinuo sédo caracterizados pela retirada de um
volume conhecido e substituicdo por meio novo sem células, processo aqui
denominado diluicdo. As diluicbes podem ser realizadas a qualquer momento,
contudo, normalmente inicia-se apods alguns dias de cultivo, quando ja se tem

grande concentragédo de biomassa.

Em ambos os experimentos, na sala de cultivo e em airlift, as culturas
cresceram em batelada até o 11° dia quando se observou o inicio da fase

estacionaria. A partir de entdo, o regime semicontinuo foi mantido até o final das
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culturas. Os cultivos em regime semicontinuo tiveram a mesma duragdo que 0s
cultivos em batelada, 21 dias para os experimentos na sala de cultivo e 23 para os
cultivos em airlift, de modo a facilitar a comparagao entre os regimes. Todos os
cultivos (sala de cultivo e airlift) iniciaram com a mesma concentragao celular, com a

finalidade de minimizar as interferéncias iniciais.

O intervalo de tempo entre as dilui¢cdes, fixado em 48 horas em todos os
experimentos (sala de cultivo e airlift), foi determinado levando em consideragao a
sua aplicabilidade em fotobiorreatores de 10 m?3 instalados no NPDEAS. A partir da

determinacao do intervalo entre as diluicdes, foram calculadas as taxas de diluigdes.

Para definir o volume de cultura retirado em cada diluigdo (taxa de diluicado)
foram utilizados dois indicadores: i) taxa especifica de crescimento que descreve a
variacdo da concentragao celular no periodo de crescimento exponencial (Eq. 4.5);
i) taxa instantdnea de crescimento pds diluicdo, que representa a variagcdo da

concentragao celular no intervalo de tempo apés a diluicdo do cultivo (4.6).

r=—g (4.5)
1
In(H)j

onde:

r: taxa especifica de crescimento (dia™);

rD: taxa instantanea de crescimento do cultivo que sofre diluigdo (dia™);
In: logaritmo natural;

Nt: nimero de células final (-10* células mL");

No: nimero de células inicial (-10* células mL™");
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D: taxa de diluicdo do cultivo (%);

At: intervalo de tempo decorrido entre as diluigbes, em dias.

A taxa de diluicdo (Eq. 4.7) é calculada para que a taxa de crescimento
posterior a diluicdo seja igual a taxa de crescimento anterior a diluicdo, de modo que
o numero de células se recupere dentro do intervalo de tempo estabelecido (48

horas).

onde:
D: taxa de diluigao (%);
F: aliquota removida do cultivo (mL dia™);

V: volume total do cultivo (mL).

4.3.3 Cultivo integrado semicontinuo e heterotrofico

A integracdo entre o cultivo semicontinuo e o cultivo heterotréfico ocorreu
durante a etapa realizada em fotobiorreator airliff, porém o crescimento sob
metabolismo heterotréfico foi realizado em frascos Erlenmeyer na sala de cultivo em
funcdo do pequeno volume utilizado e da infraestrutura necessaria. Resumidamente,
o volume retirado nas diluicbes do cultivo semicontinuo foi utilizado para inoculagao
dos frascos Erlenmeyer com volume de 1,2 L. Além do volume de cultivo em si, em
cada experimento foi adicionada glucose como fonte de carbono em concentragdes
de 70 g L'. A concentracdo de glucose escolhida apresentou o melhor resultado em
producao de biomassa seca no estudo realizado por Oliveira (2013b). Uma vez que
o modo de alimentagdo do substrato organico pode influenciar a produgcéo de

biomassa (MORAIS, 2011), foram administradas trés alimentagdes, sendo que o
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experimento 1 recebeu 70 g L' de glucose em uma Unica etapa no momento da
inoculagdo; o experimento 2 foi alimentado com 14 g L' a cada 48 horas; por fim, o
experimento 3 foi alimentado diariamente com 7 g L' de glucose (Tabela 4.2). O
fotobiorreator utilizado nos cultivos heterotroficos foi adequado para nao receber

nenhum feixe de luz.

TABELA 4.2 - EXPERIMENTOS REALIZADOS COM ADICAO DE CARBONO ORGANICO

Experimento Glucose Duracao dos cultivos (dias)
1 70 g-L" 10
2 14 g-L"2 10
3 7glL'P 10

FONTE: A autora (2016).
NOTA: a) glucose adicionada a cada 48 horas. b) glucose adicionada a cada 24 horas.

Para melhor compreenséao, a Figura 4.6 resume de forma esquematica o

procedimento utilizado no sistema integrado nesse estudo.

OVOLUME
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_, | CREscEATE | UM VOLUME N
SEMICONTINUO ATINGIRA FASE CONHECIDO DO POR 48 HORAS
EXPONENCIAL . CULTIVO POR MEIO
FRESCO ‘

FIGURA 4.6 - SISTEMA INTEGRADO SEMICONTINUO E HETEROTROFICO
FONTE: A Autora (2016).
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4.4 RECUPERACAO DA BIOMASSA

A recuperagdo da biomassa foi realizada por meio da floculagdo e
sedimentagdo das células de microalgas utilizando quitosana como agente
floculante. Apds a floculagdo e sedimentacdo, o sobrenadante clarificado foi
reutilizado em trés diluigdes em um cultivo sob regime semicontinuo. A seguir sera

detalhada a metodologia para floculagéo e a forma de cultivo.

4.4 1 Floculagdo com quitosana

Para recuperagédo da biomassa de microalgas os cultivos passaram por uma
etapa de floculagdo. O método consistiu na utilizagdo de quitosana na concentracao
de 10 mg L dissolvida em &cido acético a 1%. A floculagdo foi realizada sob duas
agitagdes, uma rapida a 200 rpm por 10 segundos seguida de uma agitagao lenta a
50 rpm por 10 minutos. Decorrido o tempo de agitagdo, houve uma espera de 10
minutos para ocorrer a sedimentagcdo da biomassa e posterior separacdo do
sobrenadante clarificado. O sobrenadante foi separado e reservado para utilizagao
nas diluicbes em um cultivo semicontinuo. A biomassa sedimentada passou ainda
por um processo de filtragdo e secagem. Apds secagem completa a 60 °C a

biomassa foi macerada e armazenada em freezer a - 4 °C.

4.4.2 Cultivo semicontinuo utilizando o sobrenadante clarificado da floculagcao

Os cultivos foram realizados em regime semicontinuo, utilizando
fotobiorreatores do tipo airlift em ambiente externo e meio de cultura sintético CHU.
Aos 9 dias de crescimento, o cultivo passou pelo processo de diluicao e floculagéo
do volume retirado. Apos a recuperacdo da biomassa por meio da floculagdo com
quitosana, o volume do sobrenadante clarificado (agua livre de biomassa) foi

utilizado para recompor as diluicdbes do cultivo semicontinuo. O experimento teve
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duragédo de 21 dias desde a inoculagédo do sistema até a sua finalizagdo. Ao longo
do periodo do cultivo foram realizadas 6 diluicbes, sendo trés reutilizando o
sobrenadante clarificado da floculagéo e trés diluigdes utilizando agua da rede de
abastecimento, de modo intermitente. Contagem celular e quantificagdo biomassa
seca foram realizadas a cada 48 horas, momentos de diluigdo, conforme
metodologia descrita nos itens 4.1.5 e 4.1.6. A taxa de diluicdo foi calculada

seguindo a metodologia do item 4.2.2.

A Figura 4.7 resume de forma esquematica o procedimento empregado

nesse experimento.

DILUI(;I'-'\(?: O VOLUME
RETIRADO E FLOCULADOE

O CULTIVO A =
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SUBSTITUICAODE
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CONHECIDO DO
CULTIVOPORMEIOQ
FRESCO

CRESCIMENTO
POR 48 HORAS

FIGURA 4.7 —CULTIVO SEMICONTINUO COM REUSO DO SOBRENADANTE CLARIFICADO
FONTE: A autora (2016).

4.5 TRATAMENTO ESTATISTICO DAS AMOSTRAS

Os valores de densidade celular e biomassa seca apresentados nesse
trabalho sdo as médias dos resultados das amostras de cada experimento,

acompanhadas dos erros (desvio padrao) das amostras:
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== (4.8)

Onde:

S = desvio padrao;

x; = valor individual das amostras;

X = média aritmética dos valores das amostras;

n = numero de amostras.

Os desvios padrao foram multiplicados por dois para que o nivel de significancia dos
erros abrangesse 95% dos valores das amostras. Para determinar se duas amostras
apresentavam diferencgas significativas foi aplicado o teste estatistico t de student,
com a utilizacdo das ferramentas de analise do Excel, com nivel de significancia de

5%, onde:

e p > 0,05 significa que nado houve diferenca significativa entre os valores das
médias das amostras;
e p < 0,05 significa que houve diferenca significativa entre os valores das

médias das amostras.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados a seguir foram obtidos de experimentos utilizando a espécie
de microalga Acutodesmus obliquus cultivadas sob condigbes autotroficas nos
regimes batelada e semicontinuo e em um sistema integrando o regime
semicontinuo com o crescimento heterotrofico. Os cultivos foram realizados em dois
fotobiorreatores distintos, um em ambiente interno numa sala de cultivo com controle
de temperatura e luminosidade e o outro realizado em ambiente externo em reatores

do tipo airlift sem controle da temperatura e luminosidade.

5.1. CULTIVOS EM FOTOBIORREATORES ERLENMEYER - BATELADA E
SEMICONTINUO

Nos cultivos em regime batelada, a concentragdo celular maxima e a
velocidade especifica de crescimento foram calculadas utilizando uma equacido da
cinética de crescimento com valores ajustados pelos valores obtidos. No modelo de
crescimento logistico uma populagao crescera até certo limite, apresentando um
periodo de desaceleracéo e atingindo uma fase estacionaria. Essa diminuicédo da
velocidade do crescimento ocorre devido a capacidade suporte que € determinada
por fatores ambientais. Em cultivos autotréficos de microalgas esses fatores sao a
disponibilidade de nutrientes, luminosidade e fonte de carbono inorgénico. Por outro
lado, cultivos em regime semicontinuo n&o apresentam esse perfil, uma vez que séo
realizadas diluicbes periodicamente, mantendo o cultivo em condi¢cdes para manter

um crescimento exponencial por um longo periodo de tempo (LOURENCO, 2006).

A concentragao celular (Xc) nos cultivos em regime batelada e semicontinuo
realizados na sala de cultivo iniciaram com 129 + 11-10* células mL-' com duracéo
de 21 dias (FIGURA 5.1). A taxa de diluicdo do cultivo semicontinuo foi de 35%,

calculada em fungao da taxa de crescimento observada durante a fase exponencial.
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FIGURA 5.1 — NUMERO DE CELULAS DOS CULTIVOS EM REGIME BATELADA E
SEMICONTINUO REALIZADOS NA SALA DE CULTIVO
FONTE: A autora (2016).

O numero de células do cultivo batelada realizado na sala de cultivo estéo
muito proximos ao ajuste da equacgao logistica, em que é possivel perceber que nao
existe um periodo de adaptagao. A inexisténcia do periodo de adaptagao se deve ao
fato da microalga utilizada estar adaptada as condi¢cées de cultivo em laboratorio
com meio de cultura sintético. O cultivo iniciou com 129 + 11 - 10* células mL"' e
aumentou aproximadamente 12 vezes durante o periodo exponencial, alcangando
1630 *+ 45 - 10* células mL-'. O crescimento exponencial permaneceu até o dia 10,
com uma taxa de crescimento de 0,25 dia'. A partir do dia 15, a taxa de crescimento
diminui para 0,02 dia™!, resultado da baixa divisdo celular, caracterizando a fase
estacionaria de crescimento. Analisando esses dois periodos é possivel observar
que durante a fase exponencial a populagdo dobrou em 2,7 dias, por outro lado, no
periodo estacionario a populagdo de microalgas levaria 60 dias para duplicar de

tamanho.

O cultivo semicontinuo cresceu em regime batelada até 11° dia. As diluices
foram realizadas a cada 48 horas e o cultivo permaneceu nesse regime por 10 dias.
A Tabela 5.1 apresenta as taxas de crescimento nos cultivos em regime batelada e

semicontinuo
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TABELA 5.1 — TAXAS DE CRESCIMENTO DOS CULTIVOS EM REGIME BATELADA E
SEMICONTINUO REALIZADOS EM AMBIENTE INTERNO

Periodo Taxa de crescimento (dia™)

(dias)
Batelada Semicontinuo

1-11* 0,24 0,27
11-13 0,02 0,21
13-15 0,02 0,2
15-17 0,009 0,21
17-19 0,006 0,25
19-21 0,002 0,22

FONTE: A autora (2016).
NOTA: * periodo em que o cultivo semicontinuo cresceu em batelada

A fase exponencial do cultivo semicontinuo realizado na sala de cultivo teve
duracao de 11 dias, e apresentou um aumento da concentracéo celular cerca de 20

vezes, alcancando uma concentragdo celular de 2651 + 56 - 10* células mL™".

Os cultivos em batelada e semicontinuo cresceram em diferentes
velocidades até o 11°, com taxas de 0,24 dia' e 0,27 dia™, cultivos em batelada e
semicontinuo, respectivamente. Entretanto, as taxas de crescimento no cultivo
semicontinuo permaneceram relativamente altas e constantes, ao passo que as
taxas de crescimento do cultivo em batelada apresentaram um grande decréscimo,
devido as variacdes das condi¢des de cultivos que sao diferentes daquelas do inicio,
como a escassez de nutrientes e ao aumento no numero de células que provoca o
autossombreamento. Essas variagbes n&o sao observadas nos cultivos
semicontinuos, uma vez que a renovacao do meio de cultura ocorre periodicamente.
A diminuicdo brusca da taxa de crescimento no cultivo batelada nos dias 11 e 13

indica que o cultivo havia entrado na fase estacionaria de crescimento.

Assim como a concentragao celular, a biomassa seca (Xo) foi quantificada
em dias alternados até o término do cultivo. Os cultivos em batelada e semicontinuo

iniciaram ambos com aproximadamente 31 mg L' (FIGURA 5.2).
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FIGURA 5.2 — BIOMASSA SECA DOS CULTIVOS EM REGIME BATELADA E SEMICONTINUO
REALIZADOS NA SALA DE CULTIVO
FONTE: A autora (2016).

O valor maximo de biomassa alcancado no cultivo em batelada foi de
801 + 0,03 mg L', um aumento de 25 vezes em relagdo ao primeiro dia de cultivo.
Esse valor esta em concordancia com os dados apresentados por Corréa (2015) que
conseguiu um valor maximo de biomassa de 730 mg L, cultivando uma espécie de
microalga do género Scenedesmus por 14 dias em meio sintético CHU. A
produtividade maxima do cultivo em batelada foi de 60 mg L' dia', alcangada em 2
momentos durante o cultivo. O primeiro momento foi durante a fase exponencial,
periodo em que as células estdo se multiplicando a elevadas taxas. O segundo
momento ocorreu durante a fase estacionaria, periodo em que a concentragao dos
nutrientes é limitada, de modo que as células de microalgas se multiplicam pouco,
mas passam a ganhar massa e a armazenar energia em forma de macromoléculas,
como carboidratos ou lipideos (URIARTE et al., 1993) (TABELA 5.2).

A produtividade de biomassa no cultivo semicontinuo se manteve com
poucas oscilagdes ao longo das diluigdes, ao passo que no cultivo em batelada, a
produtividade de biomassa altera ao longo das diferentes fases de crescimento
(TABELA 5.2). As renovagdes do meio de cultura criam um ambiente propicio para
as altas produtividades de biomassa, ja que a adicdo de nutrientes favorece o
crescimento celular, enquanto que a remogao de parte da cultura garante um cultivo
com pequenas concentragcbes de metabdlitos secundarios e evita o

autossombreamento.
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TABELA 5.2 - PRODUTIVIDADES DE BIOMASSA DOS CULTIVOS EM REGIME BATELADA E
SEMICONTINUO REALIZADOS NA SALA DE CULTIVO

Periodo Produtividade de biomassa (mg L™ dia™)

(dias)
Batelada Semicontinuo

1-11 60 + 0,002 62 + 0,001
11-13 10 + 0,001 167 + 0,03
13-15 10 £ 0,02 166 + 0,02
15-17 20 + 0,006 150 + 0,03
17-19 60 + 0,01 164 £ 0,02
19-21 60 + 0,001 151 + 0,01

FONTE: A autora (2016).

Os resultados encontrados nesse estudo indicam que a espécie estudada
possui potencial para crescer em regime semicontinuo. A produtividade média de
biomassa aumentou de 36 mg L' dia™! no cultivo em batelada para 143 mg L' dia™’
no cultivo semicontinuo, um aumento de quatro vezes. Os cultivos sob regime
semicontinuo ndo passaram por nenhum tratamento, como ajuste do pH ou adi¢ao
de carbono inorganico, contudo, a populacdo de microalgas foi capaz de recuperar
os valores de biomassa anteriores as diluicbes. Sabe-se que o regime semicontinuo
proporciona grande ganho de biomassa em um curto espago de tempo, entretanto,
nem todas as espécies de microalgas toleram as variagdes decorrentes das
diluicbes. A manipulagdo diaria dos frascos pode causar contaminagdes por
bactérias e outros micro-organismos, além disso, € muito dificil controlar
perfeitamente os parametros, como intensidade da luz, temperatura e agitagdo do

meio de cultura, acarretando produtividades menores do que a esperada.

O cultivo semicontinuo em condicbes padrbées se mostrou de maneira
inequivoca ser a melhor metodologia para a produg¢ao de biomassa evidenciada pelo
aumento da produtividade e pela taxas de crescimento estaveis ao longo das

diluicdes.
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5.2 CULTIVOS EM FOTOBIORREATORES AIRLIFT - BATELADA E
SEMICONTINUO

Os cultivos batelada e semicontinuo em fotobiorreatores airlift iniciaram com
concentragao celular (Xc) de aproximadamente 121 - 10 células mL" (FIGURA 5.3),
com duracgao de 23 dias. O cultivo semicontinuo cresceu em batelada até o dia 11,
periodo em que o cultivo estava saindo da fase exponencial, a partir de entao o
cultivo passou para o regime semicontinuo ocorrendo diluicbes a cada 48 horas,
com duracdo de 12 dias. A taxa de diluicado foi de 25%, calculada em funcéo da taxa

de crescimento no periodo exponencial.
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FIGURA 5.3 — NUMERO DE CELULAS DOS CULTIVOS EM REGIME BATELADA E
SEMICONTINUO REALIZADO EM AMBIENTE EXTERNO
FONTE: A autora (2016).

Um curto periodo de adaptacdo foi observado nos cultivos em
fotobiorreatores airlift. A fase de adaptacao é caracterizada por uma defasagem no
crescimento celular. Durante esse periodo, as células estdo se adaptando as novas
condigdes de cultivo, podendo levar algumas poucas horas ou dias, dependendo das
diferengas entre as caracteristicas do cultivo pré-existente e o novo. Quanto maiores
as diferencas (irradiancia, temperatura, composi¢cao do meio de cultura, etc), maior
sera a fase de adaptacdo. A inoculagdo de um cultivo velho (cultivos entrando na

fase de declinio) também pode acarretar um periodo de adaptagao, pois nessa fase
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a concentracéo de metabdlitos intracelulares pode ser baixa inviabilizando a divisao
celular imediata. Contudo, a fase de adaptacdo pode ser inexistente, quando as
diferengas entre o cultivo pré-existente e o novo sao discretas ou nulas, ou se as
células recém inoculadas forem provenientes de um cultivo novo (LOURENCO,
2006). Nesse estudo, a microalga Acutodesmus obliquus ja estava adaptada ao
meio de cultura sintético, entretanto, essa espécie estava aclimatada ao ambiente
interno, com 24 horas de luminosidade, temperatura constante e fotobiorreator
Erlenmeyer, de tal modo que, ao ser transferida para o ambiente externo com
fotoperiodo e variacao de temperatura ao longo do dia, o cultivo passou por um

periodo de adaptagao as novas condig¢oes.

A Tabela 5.3 apresenta as taxas de crescimento dos cultivos em batelada e

semicontinuo realizados em fotobiorreatores airlift.

TABELA 5.3 - TAXA DE CRESCIMENTO (R) DOS CULTIVOS EM REGIME BATELADA E
SEMICONTINUO EM FOTOBIORREATORES AIRLIFT.

Periodo Taxa de crescimento (dia™)
(dias)
Batelada Semicontinuo

1-11 0,27 0,29
11-13 0,02 0,29
13-15 0,01 0,31
15-17 0,01 0,25
17-19 0,06 0,31
19-21 0,01 0,35
21-23 0,04 0,24

FONTE: A autora (2016)

A fase exponencial dos cultivos em batelada permaneceu até o 8° dia.
Nesse periodo a taxa de crescimento foi de 0,32 dia™'. Ao final da fase exponencial o
cultivo em batelada alcangcou uma média de 1632 + 56 - 10* células mL-"
correspondendo um aumento de 13 vezes. Ja o cultivo semicontinuo teve uma fase
exponencial de 11 dias, com uma taxa de crescimento de 0,27 dia'. A concentragao

celular (Xc) aumentou 21 vezes, atingindo 2537 + 70 - 10* células mL".
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O cultivo semicontinuo cresceu em batelada até o 11° dia. Nesse periodo, as
taxas de crescimento observadas nos cultivos em batelada e semicontinuo foram de
0,27 dia' e 0,29 dia', respectivamente. Assim como foi observado no cultivo
semicontinuo realizado na sala de cultivo, as taxas de crescimento se mantém altas
apos iniciar as diluigdes, entretanto, uma pequena variacdo pode ser observada nas
taxas de crescimento no cultivo semicontinuo em airlift. Essas variagdes sao
decorrentes das mudancas de luminosidade e temperatura experimentadas no
ambiente externo. Segundo Lourenco (2006), parametros como temperatura,
irradiancia e composicdo do meio de cultura devem ser constantes no periodo que
antecede as diluigbes e durante o periodo sob regime semicontinuo. Alteracdes
nesses parametros podem interferir na recuperacao populacional apds as diluigoes.
Nao obstante, os cultivos em regime semicontinuo realizados em ambiente externo

durante esse estudo cresceram a altas taxas, apesar das variagdes ambientais.

A falta de controle dos parametros naturais torna o regime semicontinuo
pouco utilizado em ambientes externos, porém, esse estudo demonstrou a sua
viabilidade utilizando a espécie Acutodesmus obliquus. Henrard, Morais e Costa
(2011) também analisaram o comportamento da espécie Acutodesmus obliquus em
ambiente externo, contudo, o intervalo entra as diluicbes ndo era fixo, além disso, o
tempo minimo entre uma diluicdo e a seguinte foi de quatro dias, configurando o que
alguns autores definem como batelada alimentada, uma variagcdo do cultivo

semicontinuo.

Assim como a concentragao celular, a biomassa seca foi quantificada em
dias alternados até o término do cultivo. Os cultivos iniciaram com 31 + 0,002 mg-L-"
(FIGURA 5.4) de biomassa (Xb).

A producdo de biomassa no cultivo em batelada durante o periodo
exponencial aumentou aproximadamente 18 vezes, alcangando 549 + 0,02 mg L,
mas a maior producao de biomassa foi observada no ultimo dia de cultivo, obtendo
878 + 0,02 g L. Ja o cultivo semicontinuo produziu 774 + 0,004 g L-! ao final da fase
exponencial, representando um aumento de 24 vezes em relagdo ao primeiro dia de
cultivo. O cultivo semicontinuo foi capaz de recuperar o valor da biomassa em todas
as diluicbes, porém, foi observada uma pequena queda na recuperagdao da

biomassa apds a terceira diluicdo (Figura 5.4). Em ambiente com condi¢oes
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controladas, o cultivo geralmente recupera o valor da biomassa apos 48 horas
(desde que a taxa de diluicdo tenha sido corretamente calculada), entretanto,
cultivos em ambiente externo experimentam grande variacdo de luminosidade ao
longo dos dias, de modo que a taxa de crescimento varia conforme as condi¢des
mudam, como consequéncia € possivel observar queda no numero de células ou

produgcao de biomassa ou mesmo um aumento.
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FIGURA 5.4 — BIOMASSA SECA DOS CULTIVOS EM REGIME BATELADA E SEMICONTINUO
REALIZADOS EM AMBIENTE EXTERNO
FONTE: A autora (2016).

A produtividade nos cultivos batelada foram praticamente os mesmos na
sala de cultivo e em airlift. Cultivos em batelada sob condi¢cbes autotroficas nao
possuem altas produtividades quando comparadas a cultivos mixotréficos e
heterotréficos (DEVI et al., 2012; YANG et al., 2014), ou quando comparadas com
cultivos em regime semicontinuo (SOARES, 2010). Cultivos em regime semicontinuo
tém potencial para obter maior produtividade de biomassa, uma vez que a colheita
pode ser feita periodicamente por um longo periodo de tempo. A Tabela 5.4 mostra
as diferentes produtividades encontradas nos cultivos em regime batelada e

semicontinuo.
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TABELA 5.4 — PRODUTIVIDADE DE BIOMASSA DOS CULTIVOS EM REGIME BATELADA E
SEMICONTINUO REALIZADOS EM AMBIENTE EXTERNO

Periodo Produtividade (mg L™ dia™)
(dias)
Batelada Semicontinuo

1-11 60 + 0,002 67 £ 0,0008
11-13 10+ 0,02 220+ 0,03
13-15 10 + 0,01 200 + 0,03
15-17 10+ 0,02 200 + 0,02
17-19 53 £ 0,01 230+ 0,02
19-21 23 + 0,001 210+ 0,02
21-23 26 + 0,01 190 £ 0,01

FONTE: A autora (2016).

A produtividade média obtida nos cultivos em regime semicontinuo foi de
208 + 0,02 mg L dia”', aproximadamente 7 vezes maior do que a produtividade
média encontrada no cultivo em batelada (27 + 0,01 mg L' dia™). Os resultados
encontrados nesse estudo estdo proximos aos obtidos por Feng e colaboradores
(2014) que cultivaram a espécie A. obliquus em regime semicontinuo por nove dias
em ambiente externo e obtiveram uma produtividade minima de 223 mg L' dia™
utilizando ar enriquecido com 5% de CO2 e meio sintético BG11. Triansathit e
colaboradores (2015) também cultivaram a espécie A. obliquus com meio BG11 em
regime semicontinuo e obtiveram uma produtividade de 145 mg-L-! dia’. A Unica
fonte de carbono utilizada nas culturas desse estudo foi proveniente do ar

atmosférico local, com aproximadamente 0,04% de COa.

Assim como nos cultivos em batelada realizados na sala de cultivo, os
cultivos em airlift apresentam uma oscilagcao na produtividade de biomassa. Sendo
que a maior produtividade foi obtida durante a fase exponencial, fase em que o
cultivo esta aumentando o numero de células em alta velocidade. Entre os dias 11 e
17, as culturas em batelada mantém uma produtividade baixa, mas estavel,
compreendendo a fase linear de crescimento e o inicio da fase estacionaria. Entre
os dias 17 e 19 ha um aumento na produtividade, seguido de uma diminuigao entre
os dias 19 e 23, provavelmente devido a variacdo climatica experimentada nesses
dias. A variacao climatica também pode ter influenciado o crescimento do cultivo

semicontinuo, o qual apresentou uma produtividade entre 200 e 220 mg L' dia™! até
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o dia 17, com aumento de produtividade para 230 mg L' dia"! entre os dias 17 e 19 e
diminuigdo para 210 e 190 mg L' dia™! entre os dias 19 e 23. Nesse estudo, as
variagdes ambientais ndo comprometeram a produtividade de biomassa, ainda
assim a produtividade dos ultimos dias de cultivo foi a menor encontrada durante os
12 dias de regime semicontinuo. Como ja foi mencionado, é muito dificil controlar
alguns parametros, como a luminosidade, mesmo em ambiente interno, dificultando

a implantagao desse regime em ambiente externo.

A microalga A. obliquus mostrou ser tolerante ao estresse causado pelas
diluicdes, além de resistir as variagbes ambientais. Essas caracteristicas séo
pertinentes na escolha da espécie para producdo de biomassa em escala industrial.
Ademais, a produtividade de biomassa nos cultivos semicontinuo foi 7 vezes maior
do que a obtida nos cultivos em batelada, mostrando ser factivel a sua utilizacdo em

cultivos externos em larga escala.

5.3 CULTIVO EM SISTEMA INTEGRADO SEMICONTINUO E HETEROTROFICO

Um sistema integrando o cultivo semicontinuo em condi¢gbes autotréficas
com o cultivo sob condigbes heterotroficas foi utilizado como estratégia para
aumentar a produtividade de biomassa de microalgas. Para tanto, o volume retirado
durante as diluicbes dos cultivos sob regime semicontinuo foi transferido para a sala
de cultivo e mantido sob condigdes heterotréficas. Para os cultivos heterotroficos
foram utilizados diferentes concentracdes de glucose e mantidos na auséncia de luz

por 10 dias.

Para os experimentos com utilizacdo de carbono, foram utilizados dados de
estudos prévios realizados pelo grupo, entretanto, ainda ndo havia sido estudada
qual a melhor maneira de adicdo da glucose, por essa razdo, foram mantidos trés
grupos, todos totalizando 70 g L' de glucose adicionada ao longo dos 10 dias de

cultivo:

1. Adigdo de 70 g L' de glucose uma Unica vez no inicio do cultivo;

2. Adicao de 14 g L' de glucose a cada 48 horas;
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3. Adicao de 7 g L' de glucose a cada 24 horas.

A integracdo do cultivo semicontinuo sob condigbes autotréficas com o
cultivo heterotrofico demonstrou ser o mais produtivo. A Tabela 5.5 apresenta as

produtividades obtidas nas trés estratégias de alimentagao da glucose.

TABELA 5.5 — PRODUTIVIDADES NO SISTEMA INTEGRADO COM DIFERENTES FORMAS DE
ADICAO DE GLUCOSE
EXPERIMENTO GLICOSE PRODUTIVIDADE

(gL" (mg L™ dia™)
1 70 457 + 0,03
2 14 1067 £ 0,07
3 7 1220 £ 0,08

FONTE: A autora (2016).

Apo6s 10 dias na auséncia de luz utilizando glucose como substrato organico,
o0 cultivo com adigdo apenas no inicio apresentou a menor produtividade de
biomassa, 457 + 0,03 mg L' dia™' (TABELA 5.5). Altas concentragdes de glucose no
inicio do cultivo podem favorecer o crescimento bacteriano, ocasionando competicao
interespecifica e resultando em menor produtividade de biomassa de microalga.
Ainda assim, esse valor representa o dobro da produtividade média obtida do cultivo
semicontinuo e um aumento de aproximadamente 17 vezes em relacdo a
produtividade média obtida no cultivo batelada em airlift. Ja a produtividade de
biomassa encontrada no cultivo alimentado com glucose a cada 48 horas foi
aproximadamente 30 vezes maior do que a produtividade média obtida nos cultivos

batelada realizados em airlift.

Contudo, a maior produtividade de biomassa foi encontrada na integragao do
cultivo semicontinuo com o cultivo heterotréfico alimentado com glucose a cada 24
horas. Em relacédo a produtividade média do cultivo semicontinuo, esse aumento foi
de 6 vezes, ja em relagdo ao cultivo batelada em airlift, houve um aumento de

aproximadamente 45 vezes.

A Figura 5.5 ilustra as diferentes produtividades (Xp) encontradas nos

cultivos batelada, semicontinuo e no cultivo integrado.
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FIGURA 5.5 — PRODUTIVIDADES DOS CULTIVOS BATELADA, SEMICONTINUO E SISTEMA
INTEGRADO
FONTE: A autora (2016).

A estratégia de integrar dois modelos de cultivos (cultivo semicontinuo sob
condigdes autotréficas e cultivo batelada sob condigdes heterotréficas) resultou em
um aumento significativo na produtividade de biomassa em relagdo aos modelos de
cultivos individuais. A maior produtividade de biomassa observada no sistema
integrado pode ser explicada pelo aumento da razdo carbono/nitrogénio que é muito
maior em cultivos heterotroficos, em fungdo do aporte adicional de fonte de carbono
organico. Sob condicbes heterotroficas, a producdo de ATP é maior do que sob
condigdes autotréficas ou mixotroficas, resultando em altas taxas de crescimento e
maior produgéo de biomassa (YANG; HUA; SHIMIZU, 2000).

5.4 CULTIVO SEMICONTINUO UTILIZANDO MEIO RECICLADO

Para analisar a viabilidade do crescimento da microalga A. obliquus em meio
reciclado foi realizado um cultivo em fotobiorreator airlift sob regime semicontinuo,
em ambiente externo e meio sintético CHU. As dilui¢gdes foram iniciadas apos 9 dias
de cultivo, quando a cultura estava saindo do crescimento exponencial, e foi mantida

por 12 dias com taxa de diluicdo de 30%,em funcdo da taxa de crescimento do
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periodo exponencial (FIGURA 5.6). A utilizacdo do meio clarificado foi realizada em
trés diluicdes intercaladas com diluicbes sem o reciclo do meio. Nas diluicdes com
reciclo houve adigdo 50% de meio fresco, uma vez que o meio reciclado possui

nutrientes ainda ndo consumidos pelas microalgas.
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FIGURA 5.6 — CONCENTRACAO CELULAR (ESQ.) E BIOMASSA (DIR.) DO CULTIVO
SEMICONTINUO COM REUSO DO MEIO.

FONTE: A autora (2016).
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* Diluigao realizada com a reutilizacado do clarificado do volume de cultivo floculado com quitosana.

O numero de células apresentou um aumento de aproximadamente 5 vezes
em relagdo ao primeiro dia de cultivo, alcangando 1690 + 36 - 10* células mL-", ao
fim do periodo exponencial. Em relagdo a biomassa, o incremento no mesmo
periodo foi de aproximadamente 11 vezes. O cultivo foi capaz de se recuperar apos
todas as diluicdes, no entanto, &€ possivel observar uma pequena variagdo no
numero de células e biomassa, devido ao reuso do clarificado. Ao flocular um cultivo,
a eficiéncia de remocgao pode ser superior a 90%, no entanto, ndo atinge 100%,
consequentemente algumas células continuam em suspensdo no sobrenadante
clarificado. Por essa razéo, ao reutilizar esse sobrenadante, é possivel observar um

aumento no numero de células ndo explicado somente pelo crescimento do cultivo.

Assim como no cultivo semicontinuo sem o reuso de meio, as taxas de
crescimento permaneceram constantes durante todo periodo, com exceg¢ao da
primeira diluicdo (periodo 9 — 11) na qual se observa uma taxa de 0,15 dia'. Essa

diferenga pode ser explicada pela variacdo na luminosidade nesse periodo, uma vez
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que o cultivo foi realizado em ambiente externo. A Tabela 5.6 apresenta as
produtividades encontradas no cultivo em regime semicontinuo com utilizagdo do

meio reciclado.

TABELA 5.6 — TAXA DE CRESCIMENTO E PRODUTIVIDADE DE BIOMASSA EM CULTIVO SOB
REGIME SEMICONTINUO COM REUSO DO SOBRENADANTE CLARIFICADO

Produtividade de

biomassa

Periodo Taxa de (g-L'-dia™)
(dias) crescimento (dia™)

1-9* 0,19 0,07 + 0,002

9-11 0,13 0,15 + 0,002

11-13** 0,17 0,18 £ 0,002

13-15 0,17 0,17 £ 0,004

15-17** 0,17 0,19 £ 0,004

19-21 0,18 0,20 + 0,003

21-23** 0,18 0,21 + 0,003

FONTE: A autora (2016).

NOTA: *Periodo de crescimento em batelada. **Diluicao realizada com reuso do clarificado.

Farroq e colaboradores (2015) analisaram o efeito do clarificado da
floculagdo com cloreto de ferro em cultivos de Chlorella vulgaris e obtiveram maior
produtividade de lipideos e biomassa, contudo, foi necessario adicionar uma etapa
de lavagem da biomassa recuperada devido ao excesso de ferro. O trabalho de Wu
e colaboradores (2015) teve como objetivo avaliar a influéncia do reuso do
clarificado de quatro floculantes na producdo de biomassa e lipideos em cultivos
com Scenedesmus sp e A. obliquus. Os autores ndo observaram nenhum efeito
negativo na producao de biomassa e lipideos, no entanto, foi necessario o ajuste do

pH do clarificado antes do reuso.

Uma preocupacado na reutilizagdo do clarificado € o acumulo do agente
floculante que pode ser danoso para o crescimento das microalgas, contudo, esse
efeito nao foi observado nesse estudo. No presente método de floculacao realizado
com quitosana, um floculante natural, ndo havia contaminagdo do meio, o qual apés

a floculacao pode ser reciclado sem a necessidade de tratamento prévio.
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Existem na literatura dados de cultivos em meio reciclado, no entanto, nao
foi encontrado nenhum trabalho que o tenha realizado em regime semicontinuo.
Além da inovacdo da reutilizacdo em cultivo semicontinuo, os resultados séao
potencialmente aplicaveis em maiores escalas de produgdo, uma vez que a
metodologia empregada dispensa tratamentos prévios no reuso do clarificado, o que

reduz significativamente os custos do processo.

5.5 TEOR DE LIPIDEOS TOTAIS

A metodologia proposta por Bligh and Dyer (1959) permite a extracéo de
todo material apolar presente nas células de microalgas, isso significa que
compostos que ndo conversiveis em biodiesel, como pigmentos e lipideos da
membrana celular, também serdao quantificados. Contudo, essa metodologia permite
avaliar, em linhas gerais, o potencial da microalga como matéria prima para a
produgdao de biodiesel. A tabela 5.7 apresenta os teores de lipideos totais das

amostras dos diferentes cultivos.

TABELA 5.7 — TEOR DE LIPIDEOS TOTAIS DE DIFERENTES CULTIVOS

CULTIVOS TEOR DE LIPIDEOS (%)
Cultivo batelada - airlift 27 +£3,5
Culitvo semicontinuo - airlift 2004
Cultivo integrado 1 78+15
Cultivo integrado 2 7,7+0,7
Cultivo integrado 3 94+0,6
Cultivo reuso 202

FONTE: A autora (2016).

A literatura destaca que cultivos heterotroficos, via de regra, apresentam
maiores teores de lipideos totais, porém, isso ndo foi observado nos cultivos
integrados, nos quais uma etapa heterotréfica foi empregada utilizando as diluigdes
do cultivo semicontinuo. Um fator que pode ter contribuido para o baixo teor lipidico

€ a razao carbono/nitrogénio (C/N). Segundo Sattur e Karanth (1989) em altas
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razbes C/N o teor lipidico diminui com o aumento da concentracdo do substrato

organico. A Figura 5.7 apresenta as produtividades dos diferentes cultivos.
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FIGURA 5.7 — PRODUTIVIDADE DE LIPIDEOS DE DIFERENTES CULTIVOS
FONTE: A autora (2016).

A produtividade do cultivo semicontinuo foi aproximadamente 7 vezes
superior a produtividade do cultivo batelada, evidenciando o potencial desse regime
de cultivo para producgéo de lipideos. Além disso, o reuso do clarificado em regime

semicontinuo nao influenciou de maneira negativa a produtividade de lipideos totais.

O maior teor lipidico foi encontrado no cultivo em batelada, entretanto,
quando observadas as produtividades, fica evidente a superioridade do sistema
integrado, no qual a estratégia de adigao diaria de carbono orgénico se mostrou
mais produtiva. A avaliagdo dos sistemas de produgédo de microalgas é feita a partir
de dados de produtividade, uma vez que sao obtidos dados de produgao por periodo
de tempo. Portanto, ainda que o teor de lipideos totais dos cultivos integrados
tenham sido baixos, as produtividades encontradas nesses sistemas sao superiores

as obtidas no cultivo batelada sob condigdes autotroficas.
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6 CONCLUSAO

O objetivo principal do presente estudo consistiu em aumentar a
produtividade de biomassa de microalgas por meio da adequacdo de modelos de
cultivos. Desse modo, € possivel concluir que os cultivos realizados em regime
semicontinuo apresentaram maior produtividade em relagdo ao regime batelada, em

escala laboratorial com aumento de 4 vezes.

Na etapa seguinte, escalonamento dos cultivos em ambiente externo,
novamente o regime semicontinuo apresentou a mesma tendéncia de maior
produtividade quando comparado ao cultivo batelada, com aumento de
aproximadamente 7 vezes. Esse resultado se destaca por ter sido realizado em
ambiente externo, sem nenhum controle das condicbes ambientais, ainda assim a
produtividade de biomassa foi superior a encontrada nos cultivos bateladas. Tendo
em vista o aumento da produtividade de biomassa, a manutencédo dos cultivos sob
regime semicontinuo pode ser uma alternativa atraente e simples, do ponto de vista

operacional.

A integragcdo dos cultivos em regime semicontinuo com o cultivo
heterotrofico proporcionou maior aumento na produtividade de biomassa de
microalgas, com aumento de 6 vezes em relagdo a produtividade encontrada no
regime semicontinuo e de 45 vezes em relagdo ao cultivo em batelada, ambos em
fotobiorreator airlift. Esses resultados indicam que a integracdo do cultivo
semicontinuo e heterotréfico garante maior produgdo de biomassa em menor

intervalo de tempo.

A maior produtividade de lipideos foi obtida no cultivo integrado, sendo 12
vezes superior a produtividade encontrada no cultivo batelada e 7 vezes superior a
do cultivo semicontinuo, mostrando novamente, que o cultivo integrado garante

maior produgédo em menor intervalo de tempo.

O floculante quitosana ndo causou nenhum efeito inibitério no crescimento
das microalgas sob regime semicontinuo. A produtividade de biomassa

(193 mg L' dia') e de lipideos (66 mg L' dia™') durante as diluigbes com reuso
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mostra que é possivel diminuir os impactos ambientais e econdbmicos sem afetar a

qualidade da biomassa de microalgas.

Resumidamente, a estratégia de integrar os cultivos mostra de forma clara que é
mais vantajosa quanto a produgédo de biomassa e lipideos. Além disso, o reuso do
clarificado permitiu menor gasto com agua, diminuindo os impactos econémicos e

ambientais do processo.



90

7 RECOMENDAGOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Assumindo que este trabalho n&o encerra todas as questdes pertinentes ao
cultivo da microalga Acutodesmus obliquus, € possivel apontar oportunidades a

serem exploradas em trabalhos futuros:

e Determinar os teores de carboidratos e proteinas da espécie A. obliquus com
o objetivo de melhor compreender a produ¢cao de macromoléculas, bem como
avaliar o potencial da espécie quanto a produtividade desses compostos;

e Determinar a melhor concentragao de glucose em cultivos heterotroficos que
proporcione altos teores de lipideos;

e Avaliar outros substratos organicos para produgao de biomassa em cultivos
heterotréficos e/ou mixotréficos, dando preferéncia a utilizagado de residuos
agroindustriais, como a vinhaga;

e Analisar o perfil cromatografico do material graxo obtido para elucidagao do
real potencial na geragao de biodiesel a partir da microalga A. obliquus;

e Realizar o escalonamento dos cultivos em regime semicontinuo nos
fotobiorreatores com volume operacional de 10 m3® desenvolvidos pelo
NPDEAS, a fim de melhor entender a dindmica de crescimento das
microalgas frente a esse regime em grandes volumes;

e Avaliar o reuso da agua restante da floculagdo em cultivos semicontinuos
realizados nos fotobiorreatores do NPDEAS.

e Desenvolver sensores de concentracao celular para automatizar as diluicbes

dos cultivos semicontinuos.
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