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RESUMO

As diferentes espécies de microalgas que compdem o fitoplancton realizam seus
diversos papéis ecoldgicos e processos bioldgicos fundamentais com eficiéncias
distintas quanto a utilizacdo de recursos. Considerando que estes microrganismos
fotossintetizantes possuem, ainda, elevado interesse econémico, seu cultivo em
ambiente controlado e otimizado constitui uma forma viavel e sustentavel de se obter
biomassa elevada e de qualidade. O objetivo deste trabalho foi comparar a eficiéncia
da iluminagdo com lampadas LED e fluorescentes no crescimento das microalgas
Isochrysis galbana e Chaetoceros muelleri em fotobiorreator, com sacos suspensos.
Como delineamento experimental, os cultivos das duas espécies, em triplicata, foram
distribuidos de forma aleatoria dentro de cada tratamento (tipo de lampada). Foram
realizadas colheitas a cada 12h da cultura algal, para contagem de células por
microscopio, utilizando uma camara de Neubauer, junto com a afericdo de outros
parametros (pH e temperatura). Para realizagdo da comparagao entre os resultados
dos tratamentos (diferentes lampadas) foi realizada uma analise de variancia
(ANOVA) e a visualizacdo das curvas de crescimento. Foi observado que a espécie |.
galbana apresentou uma taxa de crescimento de 0,48 + 0,05 d* e 0,58 + 0,06 d, nos
tratamentos LED e fluorescente, respectivamente, na fase de crescimento
exponencial, enquanto que a C. muelleri apresentou 0,56 + 0,02 d* e 0,58 + 0,01 d*!,
respectivamente sob os tratamentos LED e fluorescente. Apesar das maiores
densidades celulares de ambas as espécies terem ocorrido mediante iluminagdo com
lampadas fluorescentes, as lampadas LED brancas utilizadas apresentam vantagens
ambientais e econbmicas em relacdo as lampadas fluorecentes.

Palavras-chave: Microalga. Fotobiorreator. lluminacdo. Lampada LED. Lampada

Fluorescente.



ABSTRACT

The different species of microalgae that compose phytoplankton perform their
ecological roles and fundamental biological processes with different efficiencies
between species. Considering that these photosynthetic microorganisms have high
economic interest, their cultivation in a controlled and optimized environment is a viable
and sustainable way to obtain high quality biomass. The objective of this work was to
evaluate the efficiency of lighting efficiency by LED or fluorescent (FS) lamps for the
growth of the microalgae Isochrysis galbana and Chaetoceros muelleri in an intensive
suspension culture system. As an experimental design, the cultures of the two species,
in triplicate, were randomly distributed within each treatment (type of lamp). Periodic
collections were performed every 12 hours, for cell counting by microscope, using a
Neubauer chamber. To compare the results of the treatments (different lamps) an
analysis of variance (ANOVA) and a visualization of the growth curves were performed.
The species Isochrysis galbana presented a growth rate of 0.48 + 0.05 d* and 0.58 +
0.06 d1, in the LED and fluorescent treatments, respectively, in the exponential growth
phase, while the Chaetoceros muelleri presented 0 .56 + 0.02 d* and 0.58 + 0.01 d*!,
respectively under LED and fluorescent treatments. Despite the higher cell densities
of both species having occurred under lighting with fluorescent lamps, the white LED
lamps used present more satisfactory environmental and economic advantages.

Keywords: Microalgae. Photobioreactor. Lighting. Led lamp. Fluorescent lamp..



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 — Fotobiorreator com lampadas LED e fluorescentes.................ccceeveeens 17
FIGURA 2 — Fluxograma experimento PILOTO .........coovvviiiiiiiii e eeeeanns 18
FIGURA 3 — Garrafas contendo os inoculos para o Experimento PILOTO. ............... 19
FIGURA 4 — Inoculagao das bolsas do experimento PILOTO.............uuvveiieiieiiiinnnnnne 20
FIGURA 5 — Fluxograma da metodologia do experimento...........ccceevvvvvveiiiieeeeeenennnns 21

FIGURA 6 — Erlenmeyers de 75 e 300 mL e garrafdes de 2Lde Isochrysis galbana e
ChaetoCceroS MUEIIETT .......uuiiie e 22

FIGURA 7 — Cultura mantida em constante movimentacao, través de suprimento de

= | SRR 23
FIGURA 8 — Teste de intensidade de luz, Adicdo de Conway .............cccceeeeeeeeeeeeennns 24
FIGURA 9 — Isolamento dos tratamentos COmM l0Na ............ueiiiieeeiiveeiiiiiiinieeeeeeeeeennns 24
FIGURA 10 — Bolsas de cultivo experimento PILOTO com 8 dias.........cccceeeeeeeeeennns 28
FIGURA 11 — Resultados dos testes comparativos para pH e densidade celular

(CELIML 1) e 42



LISTA DE GRAFICOS

GRAFICO 1 — Relac&o entre pH e densidade celular DC (celular / mL x 10°) de

Isochrysis galbana por tempo de experimento...............ueeeveeeeeeeeeenns 29
GRAFICO 2 — Relagéo entre pH e densidade celular DC (célula.mL-! x 10°) de
Nannochloropsis oculata por tempo de experimento ..............ccceeeeee 30
GRAFICO 3 — Relacéo entre pH e densidade celular DC (célula.mL-x 10°) de
Phaeodactylum tricornutum por tempo de experimento.................... 30
GRAFICO 4 — Relagéo entre pH e densidade celular DC (célula.mL-! x 10) de
Tetraselmis suecica por tempo de experimento............ccccevvvvveeeeennnn. 31
GRAFICO 5 — Relac&o entre pH densidade celular DC (célula.mL™ x 106) de
Rhodomonas salina por tempo de experimento............ccoeeeeeeeeeeeeeennn. 32

GRAFICO 6 — Relacéo entre pH e densidade celular DC (células.mL™ x 10°) de
Pavlova lutheri por tempo de experimento............cccovvvvvvviiiieeeeeeeeennn, 32
GRAFICO 7 — Relac&o entre pH e densidade celular DC em (células.mL™ 10°) de
Isochrysis galbana sob tratamento de lampadas fluorescente por
horas de experimento ... 35
GRAFICO 8 — Isochysis galbana, fase de crescimento exponencial sob tratamento
de [Ampadas fluoresSCente ..........oovvvvviiiiiiiiiiiiii e 35
GRAFICO 9 — Rela¢&o entre pH e densidade celular DC em células.mL (10°) de
Isochrysis galbana sob tratamento de lampadas LED por horas de
EXPEIMENTO .eeiiiiiiiiiiiii ittt ettt e e eeeees 36
GRAFICO 10 - Isochysis galbana, fase de crescimento exponencial sob tratamento
de lampadas LED.............cooiiiiii i 37
GRAFICO 11 — Relac&o entre pH e densidade celular DC em células.mL"* (10°) de
Chaetoceros muelleri sob tratamento de lampadas fluorescente por
horas de experimento ... 38
GRAFICO 12 — Chaetoceros muelleri fase de crescimento exponencial sob
tratamento de lampadas Fluorescente..........ccccooeeeeiiiiiiiiiiiii e, 38
GRAFICO 13 — Relac&o entre pH e densidade celular DC em células.mL"* (108) de
Chaetoceros muelleri sob tratamento de lampadas LED por horas de
(O L=T 11 41T L (o ST 39
GRAFICO 14 — Chaetoceros muelleri fase de crescimento exponencial sob

tratamento de lampadas LED............ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 40



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - Leitura digital do medidor de luz LI-250...........cccovviiiiiiiiieiereecee e, 27
TABELA 2 - valores de R? e a equacgéao da linha de tendéncia exponencial, dias de
experimento e o valor da taxa de crescimento (uexp), de cada espécie

........................................................................................................... 28
TABELA 3 - Temperatura da sala de eXperimentO..........cccovvvvvviiiiiiieeeeeeeeee e 33
TABELA 4 - Temperaturas meédias, diarias da unidade experimental com lampadas

fUOTESCENIES ... .o e e e e e eeeenes 33
TABELA 5 - Temperaturas médias, diarias da unidade experimental LED ............... 34

TABELA 6 - valores de R2 e a. equacéao da linha de tendéncia exponencial, dias de
experimento na fase exponencial e o valor da taxa de crescimento
(Uexp), de cada tratameNtO ............ceeveiueeeeere et 40

TABELA 7 - Comparacao estatistica dos tratamentos .............ccccceeveeeeeeevveiiiiieeeeeenn, 41



UFPR
CEM
LAMIC
LEMAqui
FS
LED
ISO
CM
mm
cm

m

mL

L

LISTA DE ABREVIATURAS OU SIGLAS

- Universidade Federal do Parana

- Centro de Estudos do Mar

- Laboratorio de Microalgas CEM-UFPR

- Laboratério de Engenharia em Malacocultura CEM-UFPR
- Fluorescente

- Light Emitting Diode (Diodo Emissor de Luz)
- Isochrysis galbana

- Chaetoceros muelleri

- Milimetro

- Centimetro

- Metro

- Mililitro

- Litro



LISTA DE SIMBOLOS

°C - Grau Celsius
pum - Micrébmetro

+ SD - £ Desvio padréo



SUMARIO

LN RS0 ] 510070 T 12
2@ L= N 1 I AV 1S SRR 15
2.1 OBIETIVO GERAL ...ttt e e e e e e e e eaa s 15
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt 15
3 MATERIAIS E METODOS ......oiiiiieciecteeieee ettt ettt ste sttt eaas 16
S LESTRUTURA .ttt e et e e e e e e e s st e e e e e e e e s e nnnabeeeeeeaens 16
3.2 EXPERIMENTO | (PILOTO) ... ittt e e e e e e 18
3.3 EXPERIMENTO Il (COM DIFERENTES FONTES DE ILUMINAQAO) ............... 21
4 RESULTADOS. ...coiiiie ettt e e e e e et e e e e e e e s e s ba bt eeeeeeeeeannnnreees 27
4.1 EXPERIMENTO | (PILOTO) .ciiiiiiiiiiiiiiiiiiie e e e ettt e e e e e e e e e e e e s 27
4.2 EXPERIMENTO Il (TIPOS DE ILUMINAGAO) ......ocoivivieeeieeeeeeeeeeeees e 33
4.2.1 1sochrysis galbana (ISO) .......cooviiiiiiiiiiiiiiee e 34
4.2.1.1 Isochysis galbana unidades experimentais com lampadas fluorescentes....34
4.2.1.2 Isochysis galbana em unidades experimentais com lampadas LED ............ 35
4.2.2 Chaetoceros muelleri (CM).......cooiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 37
4.2.2.1 Chaetoceros muelleri em unidades experimentais com lampadas

L [0 0] £ o =T o] (= SRR 37
4.2.2.2 Chaetoceros muelleri em unidades experimentais com lampadas LED........ 39
4.2.3 Resultados das andlises estatisticas...........cccccvvveiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 40
4.2.3.1 RESUMO AOS QAUOS.....iieeeeieeeiiiiiiie e et e e e e e s e e e e e e e e e e e e eeees 40
4.2.3.2 Resultados dos testes COMPAratiVOS ...........ccoevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 42
4.3 DISCUSSAD .....ooiiiiiiieieieiet ettt ettt sttt ee et se e e e s s e e e e nene s 44
5 CONCLUSAD ..ottt ettt a7
6 CONSIDERAQC)ES FINAILS e 47
REFERENCIAS ...ttt sttt sttt se e st et ene e s 48
APENDICE 1 — DESCRICAO DO SISTEMA .....cviiuiiiiieiieeeeee e ee e ee e 51
APENDICE 2 = CONWAY (WALNE 79 ..cviiviiieciececte et 61
APENDICE 3 — CONTAGEM DIRETA DE CELULAS .....ooviioeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 62

APENDICE 4 — ROTINAS APLICADAS PARA OS TESTES ESTATISTICOS........ 64



12

1 INTRODUCAO

As microalgas sdo micro-organismos capazes de realizar fotossintese,
podendo ser encontrados em varios ambientes aquaticos da Terra. Por décadas, eles
tém sido usados como ingredientes suplementares em alimentos humanos, racéo
animal e produtos nas industrias farmacéutica e cosmética (BRASIL, 2016). A
producdo de microalgas € o aspecto mais recente e crescente do cultivo de algas. De
2004 a 2013, a producéo global anual de biomassa de microalgas triplicou para 15.000
toneladas/ano (peso seco), para alcancar maior produtividade nos cultivos de
microalgas, e que esses sejam rentaveis, é de vital importancia a selecdo adequada
do modo de cultivo (BRASIL, 2016).

Entre a importancia de se cultivar microalgas como as Isochrysis galbana e
Chaetoceros muelleri, podemos destacar seu uso na aquicultura e seu valor nutritivo,
na cadeia alimentar, onde assume particular a produgcéo desta biomassa, inclusive
considerada o maior gargalo no cultivo em viveiro de moluscos (PERSOONE; CLAUS,
1980). Nos sistemas de producdo de animais aquaticos, as microalgas sao utilizadas
como alimento de duas formas, sendo elas: direta, quando o animal de interesse se
alimenta das proprias microalgas, como o caso das larvas ou até mesmo os adultos
de moluscos bivalves; e indireta, quando os animais nédo sao capazes de se alimentar
das diminutas microalgas, mas podem consumir outros animais pequenos
alimentados com microalgas, como rotiferos, artémias e micro crustaceos
(LOURENCO, 2006).

Ao se estimar a abundéancia dos cultivos de microalgas por meio de contagem
de células em microscopio utilizando-se, por exemplo, camaras de Neubauer, outros
parametros auxiliares podem ser considerados, como avaliacdo da morfologia celular,
porcentagem de células em divisdo e seu tamanho. O monitoramento do crescimento
das microalgas em intervalos regulares por meio da contagem de também ajuda a
identificar diferentes estagios de desenvolvimento, para se determinar a taxa de
crescimento, e até para prever a densidade celular que deve ser alcangada dentro de
um determinado periodo de tempo (LOURENCO, 2006).

Recentemente, cultivos de algumas espécies de microalgas tém sido
realizada em um dispositivo especifico, conhecidos como fotobiorreatores, projetado
para atingirem alta produtividade. O in6culo é feito em um sistema fechado, sob a

forma de painéis planos ou espirais, de serpentina, ou ainda em cilindros de plasticos,
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vidro ou policarbonato. Em um fotobiorreator € possivel controlar as condigbes de
crescimento (por meio do controle das concentracdes de nutrientes, temperatura, luz,
pH, etc.), com o objetivo final de alcanca uma maior produtividade, tornando a
producdo comercial destas microalgas economicamente interessante, sobretudo
quando aliada a producdo de compostos de alto valor agregado (DERNER et al.,
2006). Entre os fotobiorreator disponiveis, o do tipo bolsa suspensa traz o conceito de
bolsa de uso Unico para o campo de pesquisa da tecnologia de fotobiorreatores. O
saco de suspensdo com aspersor e dimensdes modificados melhora a produtividade
da biomassa de microalgas, demonstrando o potencial de um sistema simples e de
baixo custo para o cultivo de microalgas (CUI; PURTON; BAGANZ, 2022).

O grande ponto a favor da producdo de microalgas é a produtividade, maior
do que a de qualgquer espécie conhecida (BRASIL, 2016). Quando a cultura de
microalgas é exposta a alteracdes na intensidade de luz e temperatura, a resposta
adaptativa € muito mais rapida do que em plantas superiores. Uma melhor
compreensao desses parametros e a capacidade de monitorar essas condi¢cdes irdo
proporcionar aos produtores um melhor conhecimento sobre como otimizar o
crescimento e melhorar a produtividade (FORTES, 2015).

Na cultura de microalgas no modo fotoautotrofico, os fétons de luz séo
indispensaveis como fontes de energia para o crescimento das células. Durante o
processo da fotossintese, os fétons de luz sdo convertidos em energia eletroquimica,
utilizada para conversao de nutrientes inorganicos, em matéria organica. Deste modo,
as propriedades da fonte de luz, como comprimento de onda e intensidade, séao
definitivamente criticas para o crescimento de microalgas fotoautotroficas (WANG;
FU; LIU, 2007). Uma das possiveis fontes de aumento da produtividade no cultivo de
microalgas, portanto, é por meio de uma iluminagcédo mais eficiente e sustentavel.

As lampadas fluorescentes séo geralmente fabricadas a partir de tubos longos
de vidro contendo vapor de mercurio a baixa pressdo com uma pequena quantidade
de um gas inerte, por exemplo argon (CARVALHO ET AL., 2011). As lampadas de
diodo emissor de luz (LED’s; light-emitting diodes) comparando com as lampadas
fluorescentes, tém: um maior tempo de vida, um menor consumo de energia, uma
menor geracdo de calor, uma maior tolerancia para ligar e desligar e, ainda,
conseguem reduzir o stress de iluminacdo excessiva na vida das microalgas (CHEN
ET AL.,2011; KOC ET AL., 2010). Contudo ainda ndo estd claro os efeitos dos
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compostos utilizados na fabrica¢do das lampadas LEDs no meio ambiente e na saude
humana.

Geralmente nos laboratorios de producdo de microalgas séo utilizadas
lampadas fluorescentes do tipo luz do dia, pois as mesmas simulam a radiacdo nos
comprimentos de onda entre 350 e 700 nm, que sdo necessarios para a realizacdo da
fotossintese, que contempla os comprimentos de ondas de 400 a 700 nm
(LOURENCO, 2006). Entretanto, as lampadas fluorescentes (LF) causam seérios
problemas ambientais e a saude humana. Este fato se deve a presenca de mercurio
em sua composicdo, que, se descartado de forma inadequada, pode levar a
contaminacgao do solo, ar e agua, causando toxicidade aos organismos expostos. Por
outro lado, aslampadas LED, além de possuirem maior vida util, proporcionando maior
brilho, sem poluicdo ao meio ambiente (SUHAIMI; VAZQUEZ; MORAIS, 2019).

Diante desse cenario, é importante avaliar a fonte de iluminagdo na producéo
de microalgas que seja mais eficiente, sustentavel e econdmico com relacdo aos tipos
de lampadas usados nos fotobiorreatores do tipo bolsas suspensas voltados a
producado de microalgas, buscando-se aliar medidas de alto desempenho de producéo

destes microrganismos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a taxa de crescimento de Isochrysis galbana e de Chaetoceros

muelleri cultivadas com iluminacédo de lampadas LED e fluorescente em fotobiorreator.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

(i) avaliar o funcionamento do fotobiorreator de bolsa suspensa em um pré-
teste (PILOTO), com diferentes espécies de microalgas.
(i) avaliar a influéncia das lampadas LED e fluorescente na concentracao
celular do cultivo de Isochrysis galbana e de Chaetoceros muelleri;
(i) avaliar a influéncia das lampadas LED e fluorescente na taxa de
crescimento exponencial do cultivo de Isochrysis galbana e de Chaetoceros muelleri;
(iv) avaliar a influéncia das lampadas LED e fluorescente no pH do cultivo de
Isochrysis galbana e de Chaetoceros muelleri;
(iv) avaliar a diferenca de crescimento de Isochrysis galbana e de Chaetoceros
muelleri sob iluminacdo de lampadas LED e Fluorescente em cultivos de bolsas

suspensas;
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3 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de Engenharia em Malacocultura
(LEMAQqui) do curso de Engenharia de Aquicultura, sediado em Pontal do Parana (PR)
no Campus do Centro de Estudos do Mar (CEM), da Universidade Federal do Parana.
Esta pesquisa pratica foi realizada em duas etapas. A primeira etapa consistiu em um
experimento piloto (experimento I), referente a uma analise de funcionamento do
sistema (fotobiorreator com bolsas suspensas) executada durante o0 més de maio de
2022, antes do experimento principal. A segunda etapa consistiu do (experimento II)
para avaliacdo do efeito dos tipos de iluminag&o sobre o crescimento de microalgas
selecionadas, foi realizado entre os meses de junho e julho de 2022.

As microalgas selecionadas para a avaliagdo do sistema (experimento I)
foram: Isochrysis galbana (ISO), Nannochloropsis oculta (Nano); Phaeodactylum
tricornutum (PT); Tetraselmis suecica (TS); Rhodomonas salina (RH); e Pavlova
lutheri (PAV). Para o experimento II, foram utilizadas as espécies Chaetoceros
muelleri (CM) e Isochrysis galbana (ISO). Todas as espécies foram obtidas a partir de
cultivos monoclonais do banco de cultivo de microalgas do Laboratério de Microalgas
(LAMIC/CEM/UFPR), de onde as mesmas foram repicadas em tubos de ensaio no dia
05 de abril de 2022.

3.1 ESTRUTURA

Todas as microalgas deste experimento foram cultivadas em fotobiorreatores
verticais com bolsas cilindro cénicos (volume util de 30 L) de polipropileno (350 um de
espessura), vedadas duplamente (lacradas na parte superior e inferior), sendo cada
bolsa uma unidade experimental (UE). Ao todo, foram utilizados 18 bolsas, sendo 6
bolsas para o experimento | e 12 para o experimento Il. Sensores de temperatura
foram utilizados, com alteracdo de padrao (descrito na primeira se¢cao de cada etapa).
Todas as UE foram aeradas constantemente com auxilio de uma bomba de ar
compressor da marca BOYU modelo ACQ-012 a partir de duas entradas com filtros
de 0,2 yum a mangueiras de 5 mm em lados opostos, conectadas as bolsas com auxilio
de uma pipeta cortada, na parte inferior das bolsas.

Foram instaladas duas unidades de cultivo, uma para teste com lampadas

LED e outra para teste com lampadas fluorescentes. Cada unidade de cultivo, onde
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se pode alocar um tratamento (neste caso, diferentes fontes de luz) tem capacidade
méaxima para abrigar 6 bolsas. As bolsas foram penduradas perpendicularmente a
estrutura de sustentacdo, com auxilio de canos de PVC (25 mm de diametro x 40 cm
comprimento), onde as bolsas passaram por dentro do tubo de PVC e em seguida
foram estabilizadas com auxilio de uma madeira em forma de prisma (FIGURA 1).
Como fonte de iluminacao, foram utilizados 2 painéis, sendo um composto de
lampadas LED e o outro de lampadas LF, cada um contendo 12 lampadas, sendo
dispostas uma sobre as outras com 10 cm de espacamento entre elas e a 50 cm do
chao. Para compor cada painel, foram utilizadas 12 lampadas fluorescentes tubulares
da marca Philips, modelo TLDRS de 32w, com 120 cm de comprimento, ou 12
lampadas LED tubulares da marca Empalux, modelo TL20316 T8 de 20w. Os painéis
de lampadas permaneceram ligados 24h por dia, separados por uma placa de
madeira, evitando que um tipo de iluminagdo influenciasse na iluminagdo do outro

(FIGURA 1), em um ambiente com temperatura controlada em 20-21 °C.

FIGURA 1 — Fotobiorreator com lampadas LED e fluorescentes

FONTE: O autor (2022).

As descri¢cdes completas da estrutura do fotobiorreator de bolsassuspensas e
do laboratério podem ser encontradas no APENDICE 1 deste documento.
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3.2 EXPERIMENTO | (PILOTO)

O experimento piloto foi realizado no més de maio de 2022, com a finalidade
de testar os componentes do sistema e analisar o comportamento de 6 espécies de
microalgas, sendo elas: (i) Isochrysis galbana (ISO); (i) Nannochloropsis oculta
(Nano); (iii) Phaeodactylum tricornutum (PT); (iv) Tetraselmis suecica (TS); (v)
Rhodomonas salina (RH); (vi) Pavlova lutheri (PAV). Foram mantidas a uma
temperatura de 21°C, sob iluminacédo de lampadas Fluorescente de 32w, descritas
anteriormente e fotoperiodo continuo.

Um fluxograma do experimento piloto foi esbogado, para exibigéo simplificada
da metodologia (FIGURA 2)

FIGURA 2 — Fluxograma experimento PILOTO
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+1muL 125 mL

lwi} -
= Preparo meio de cultura | 4
Silica 6 garrafas
2L
40,1 mL/L
Vitaminas
Autoclave
Inoculo (i) Isochrysis gaibano (130);
Erlenmeyer e tubos *= (i) Nannochlorapsis oculta (Nano);
(iii) Phoeodactylum tricarnutum (PT);
% a b dias (iv) Tetraseimis suecica (T5);
(v) Rhodomonas soling (RH);
Inaculo (vi} Povlova lutheri [PAV).
garrafas 2 L

(1} Isochrysis gaibano (150); Inoculo
(i) Mannochloropsis oculta (Mano); — Bolsas 30 L
F“; ]Fih:eud::rﬂ.yfum r_nm{;nsr;ltum {PT); Contagem de células/ml
iv) Tetraselmis suecica (TS); .q.-
[v) Rhodomanas soling [RH); a cada 12 horas.
[vi}) Poviova futheri [PAV). FIM

FONTE: O autor (2022)
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A agua marinha com salinidade de 29 foi coletada no Centro de Aquicultura
Marinha e Repovoamento CAMAR (UFPR), transportada por meio terrestre em galées
de 4gua de 20 L até o reservatorio do LEMAqui (UFPR-CEM), e posteriormente filtrada
por filtros de cartucho de 20 e 5 um.

Antes do Experimento PILOTO as cepas das 6 espécies de microalgas foram
mantidas em Erlenmeyers contendo 125 mL agua marinha cada, enriquecida com
meio Conway (descrito no APENDICE 2). Depois de 120 h, foram repicadas para
garrafas de 2 L (FIGURA 3), com agua marinha enriqguecida com meio Conway. A
seguir, as culturas foram transferidas para garrafbes de 2 L, mantidas em constante
movimentagao atraves de suprimento de ar. O método de estimativa de densidade de
células utilizado foi a contagem em camara de Neubauer, descrito no APENDICE 3

deste documento.

FIGURA 3 — Garrafas contendo os in6culos para o Experimento PILOTO

FONTE: O autor (2022).

O estudo foi realizado em bolsasde polipropileno de 350 um de espessura,
vedado duplamente, com capacidade de 30 Lcada, sendo uma bolsa para cada
espécie de alga As bolsas de cada espécie foram distribuidas aleatoriamente no
fotobiorreator. Posteriormente, foram utilizados 2 L do inoculo de cada uma das 6
espécies para inocular sua respectiva bolsa de 30 L (FIGURA 4), sendo completado
com mais 28 L de agua marinha filtrada e enriquecida com meio Conway (1 mL.L?;
APENDICE 2).
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FIGURA 4 — Inoculacdo das bolsas do experimento PILOTO

i4

FONTE: O autor (2022).

Os acompanhamentos para a avaliagcdo do desenvolvimento das culturas das
6 espécies foram feitos por meio de contagens, a partir de 6 horas apds a inoculacao
das garrafas de 2 L, e ap6s de 30 horas ap6s a inoculagao das bolsas. O experimento
foi finalizado no 14° dia de desenvolvimento da cultura nas bolsas de 30 L, sendo
realizadas, diariamente, duas contagens de densidade celular (DC) e leituras do pH.

As densidades celulares médias das seis espécies de microalgas foram
calculadas a cada doze horas, a partir da contagem direta de células (células mLt)
com hemacitdbmetro (cAmara de Neubauer) em uma amostra de 1 mL fixada com uma
gota de solucdo de Lugol, conforme descrito por Lourenco (2006). No final do
experimento, a taxa de crescimento especifico (TCE) da microalga foi calculada

usando a seguinte equagao:
TCE/dia = In (X2- X1) / (tz-t1) (Eq. 1)
Onde X1 é a densidade celular no inicio do intervalo de tempo selecionado; Xz

€ a densidade celular no final do intervalo de tempo selecionado; e t>—t1 € 0 intervalo

de tempo decorrido (em dia).
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Para cada espécie de microalga, foram plotado uma curva de tendéncia
exponencial sobre a curva de densidade celular por tempo de experimento, ajustando
a mesma, em que o periodo de (R?) ajusta-se seu valor para mais proximo de 1,00 os
valores de R? e a equacéo da linha de tendéncia exponencial, os dias de experimento
e o valor da taxa de crescimento (puexp), de cada espécie, foram esboc¢ados na tabela.

3.3 EXPERIMENTO Il (COM DIFERENTES FONTES DE ILUMINACAOQ)

O estudo foi realizado entre os meses de junho e julho de 2022, utilizando
duas espécies de microalgas. As cepas das microalgas Isochrysis galbana (ISO) e
Chaetoceros muelleri (CM) foram mantidas sob temperatura de 21°C, sob iluminacéo
constante de trés lampadas fluorescentes tubulares de 32W, antes de serem
inoculadas em garrafas de 1,8 L, que foram usada posteriormente para iniciar 0s
cultivos finais nas bolsas de 30 L. Um fluxograma do experimento final foi esbocado,

para exibicdo simplificada da metodologia (FIGURA 5).

FIGURA 5 — Fluxograma da metodologia do experimento
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a cada 12 horas.
FIM

FONTE: O autor (2022).
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A agua marinha com salinidade de 29 foi coletada no CAMAR (UFPR),
transportada por meio terrestre em galdes de agua de 20 L até o reservatério do
LEMAqui da UFPR, abastecendo o laboratorio com aproximadamente 400 L de agua
marinha, que foi posteriormente filtrada por filtros de cartucho de 20 e 5 pm.

As cepas das microalgas Isochrysis galbana e Chaetoceros muelleri foram
repicadas e mantidas por 14 dias em 3 frascos de Erlenmeyers pré-autoclavados cada
(FIGURA 6), contendo 75 mL e 1 frasco adicional com 300 mL de agua marinha filtrada
e enriquecida com meio de cultura Conway (1 mL.L":;APENDICE 2). Em seguida, 115
mL dos cultivos em Erlenmeyer de cada espécie foram utilizados para inocular uma
respectiva garrafa de 2 L (FIGURA 6), contendo 1,8 L de 4gua marinha enriquecida
com meio Conway (1 mL.L?Y). As culturas em garrafas foram mantidas sob constante
agitacdo, nas garrafas de 2 L através de suprimento de ar comprimido por 120h, até

gue pudessem servir de inoculo para as bolsas de cultivo (FIGURA 7).

FIGURA 6 — Erlenmeyers de 75 e 300 mL e garrafdes de 2Lde Isochrysis galbana e Chaetoceros
muelleri

FONTE: O autor (2022).
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LEGENDA: Acima: Erlenmeyers de 75 e 300 mL de Isochrysis galbana e Chaetoceros
muelleri. Abaixo: Garrafées de 2 L de Isochrysis galbana e Chaetoceros muelleri.

FIGURA 7 — Cultura mantida em constante movimentagao, través de suprimento de ar

FONTE: O autor (2022).

Antes do fotobiorreator receber as bolsas, foram realizadas medi¢cdes da
intensidade de luz, usando um luximetro radidmetro LI-COR, LI-250, que fornece uma
leitura digital direta da quantidade de radiacéo fotossinteticamente ativa (PAR; umol
m2 s1). Foram realizadas medicdes da irradiancia média (ao longo de 15 s) incidente
em diferentes pontos do sistema, para se expressar o valor médio em cada unidade
experimental (tratamento). As medi¢des foram realizadas entre as lampadas 4 e 5 (de
cima para baixo), e entre as lampadas 7 e 8 de ambos os tratamentos, tanto para as
lampadas LED guanto para lampadas fluorescente, a fim de se comparar a quantidade
de luz nesses respectivos pontos (FIGURA 8).

Em seguida, foram utilizados 900 mL da cultura matriz contida nas garrafas
de cada uma das 2 espécies para inocular uma bolsa, ou seja, cada garrafa de 2 L
inoculou 2 bolsas de 30 L (inéculo com 3,3% do volume total da bolsa), contendo 28
L de &gua marinha filtrada e enriquecida com meio Conway (1 mL.L?). As bolsas foram
furadas na parte superior, para receber os nutrientes e vitaminas necessaria na
proporcao descrita no APENDICE 2 (FIGURA 8).
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FIGURA 8 — Teste de intensidade de luz, Adicdo de Conway

FONTE: O autor (2022).
LEGENDA: Esquerda: Teste de intensidade de luz, com o aparelho medidor de luz LI-250,

direita: adicdo de meio de cultura Conway nas bolsas

Ao final foram adicionadas espumas nos vaos da divisoria entre os dois tipos
de iluminacdo, bem como uma cortina de lona preta na tentativa de que uma fonte de
iluminacao interferisse 0 minimo possivel sobre a iluminagdo concorrente, e para
evitar qualquer fonte de iluminacéo externa aquela do sistema (FIGURA 9). A lona era

aberta somente para coleta das amostras a cada 12h.

FIGURA 9 — Isolamento dos tratamentos com lona

FONTE: O autor (2022).
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Durante todo o experimento, foram realizadas colheitas periddicas de 12 em
12h, ou seja, as células foram contadas duas vezes por dia, para que fosse possivel
elaborar uma curva de crescimento com varios pontos de medicédo ao longo da fase
exponencial do cultivo. As coletas foram realizadas durante os 16 dias de cultivo,
resultando em 32 amostras para cada uma das 12 bolsas de microalgas. Cada espécie
foi inoculada aleatoriamente em 3 bolsas posicionadas em cada um dos painéis com

lampadas fluorescentes ou lampadas LED, resultando na seguinte distribuicao:

(@) 3 cultivos (réplicas) de I. galbana expostos a lampadas fluorescentes;

(b) 3 cultivos de C. muelleri expostos a lampadas fluorescentes;

(c) 3 cultivos de I. galbana expostos a lampadas LED brancas;

(d) 3 cultivos de C. muelleri expostos a lampadas LED brancas.

O método e o padréao de contagem das amostras encontram-se descritos no
APENDICE 3 deste documento. Em cada tempo amostral foi registrado o valor de pH
e a temperatura de cada bolsa, com o aparelho de medi¢ao de pH LUCA-210, verséo
8.0, e 0 microscopio utilizado para as contagens de células foi o Olympus CX40. No
final do experimento, a taxa de crescimento especifico (TCE) da microalga foi
calculada usando a mesma equacéao descrita na secao anterior (Eg. 1).

Para cada espécie de microalga, foi plotado uma curva de tendéncia
exponencial sobre a curva de densidade celular por tempo de experimento, ajustando
a mesma, em que o periodo de (R?) ajusta seu valor para mais proximo de 1,00. Para
cada espécie, foram geradas visualizacfes para os valores de R2 e a equacao da linha
de tendéncia exponencial, os dias de experimento e o valor da taxa de crescimento
(Hexp).

A execucao dos testes estaticos para comparacao entre espécies (CM e ISO)
e tratamentos (FS e LED) para as variaveis resposta pH, concentragdo celular (
células.mL™) e taxa de crescimento exponencial, foram realizados no software R (R
Core Team, 2022). Os testes comparativos entre pH e taxa de crescimento
exponencial, para os tratamentos (variaveis preditoras), foram realizados através de

uma Analise de Variancia unifatorial (ANOVA) com nivel de significancia de 0,05, apds
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0 ajuste dos modelos de ANOVA, foram verificados 0s pressupostos de cada modelo
(homogeneidade variancia e normalidade dos residuos).

Para o teste comparativo da concentracdo celular, para os tratamentos
(variaveis preditoras), foi realizado um teste pareado de Wilcoxon. As rotinas
completas utilizadas para realizacdo dos testes comparativos, os coeficientes dos
modelos e resultados das andlises dos pressupostos, estdo disponiveis no
APENDICE 4. Sendo que as rotinas foram elaboradas seguindo as diretrizes

propostas por (Zuur, 2010) para evitar problemas durante as analises estatisticas.
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4 RESULTADOS
A TABELA 1 mostra os resultados do teste de intensidade de luz realizado,

gue antecedeu a instalacdo das bolsas do experimento, indicando que a intensidade

de luz resultante dos diferentes tipos de lampada foi semelhante.

TABELA 1 Leitura digital do medidor de luz LI-250

Tratamento Ponto de teste Valor medido Lux (umol.m2. s'1)
Fluorescente 4eb5 196,32
Fluorescente 7e8 204,0
LED 4eb 204,6
LED 7e8 207,8

FONTE: O autor (2022).

4.1 EXPERIMENTO | (PILOTO)

Com o experimento PILOTO, foi possivel confirmar a viabilidade técnica do
fotobiorreator de saco suspenso confeccionado para realizagdo deste estudo.
Contudo, as 6 espécies de microalgas responderam de formas distintas a variacédo da
densidade celular (DC) e do pH ao longo do tempo de experimento, conforme ilustrado
na FIGURA 10 e descrito a seguir.

Durante o experimento PILOTO, o sistema apresentou uma temperatura
média de 20,88°C + 0,31, sendo esta média calculada a partir dos 2 sensores
utilizados, que foram colocados na primeira e Ultima unidade experimental,
respectivamente a de I1SO, (sensor 1) e a de PAV (sensor 2). O sensor 1 indicou um
valor de 20,34°C+ 0,29, enquanto o sensor 2 apresentou uma média de 21,42°C +
0,32.



FIGURA 10 - Bolsas de cultivo experimento PILOTO com 8 dias

Fonte: O autor (2022).
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Para cada espécie de microalga, os valores de R2 e a equacdo da linha de

tendéncia exponencial, os dias de experimento e o valor da taxa de crescimento

(uexp), de cada espécie, estdo apresentados na TABELA 2.

TABELA 2 - valores de R2 e a equacao da linha de tendéncia exponencial, dias de experimento e o

valor da taxa de crescimento (pexp), de cada espécie

MICROALGA EQUACAO R? DIAS pexp

1SO y = 3,8864e01115% R?=0,8935 2e7  0,238881
NANO y = 3,89250296% R% = 0,9005 1e4,5 0,605174
PH y = 8,1285e011x R?=0,9461 2,5e5 0,191262
TS y = 0,32450267 R2=0,9185  2,5e4,5 0,49139
RH y = 0,1338e04017x R?=0,9423 1,5e4  0,838856
PAV y = 0,9111e01567 R?=0,9233 8e10 0,283027

Fonte: O autor (2022).

A microalga Isochrysis galbana (ISO) apresentou densidade celular maxima

com 180 horas de cultivo, atingindo 22,85 x 108 células mL* e pH maximo com 132

horas de cultivo, atingindo o valor de 9,64. A fase de crescimento exponencial se
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estendeu entre 48 e 168 horas de experimento, e uma taxa de crescimento especifico
de 0,2389 d-*foi atingida durante este periodo. (GRAFICO 1)

GRAFICO 1 — Relagéo entre pH e densidade celular DC (celular / mL x 106) de Isochrysis galbana por
tempo de experimento
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Fonte: O autor (2022).

A microalga Nannochloropsis oculata (NANO) apresentou densidade celular
maxima com 156 horas de cultivo, atingindo 97x108 células.mL™1, onde o pH maximo
(10,56) foi atingido com 84 horas de cultivo (GRAFICO 2). A fase de crescimento
exponencial foi alcancada entre 24 e 108 horas de experimento e uma taxa de

crescimento especifico de 0,6052 durante este periodo.
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GRAFICO 2 — Relacao entre pH e densidade celular DC (célula.mL-! x 108) de Nannochloropsis
oculata por tempo de experimento
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Fonte: O autor (2022).

A microalga Phaeodactylum tricornutum (PT) apresentou densidade celular
maxima com 120 horas de cultivo, atingindo 27,1x10° células.mL* e seu pH maximo
(10,76), foi atingido com 84 horas de cultivo (GRAFICO 3). A fase de crescimento
exponencial foi alcancada entre 60 e 120 horas de experimento e uma taxa de

crescimento especifico de 0,1913 durante este periodo.

GRAFICO 3 — Relacéo entre pH e densidade celular DC (célula.mL-1x 10¢) de Phaeodactylum
tricornutum por tempo de experimento
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Fonte: O autor (2022).
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A microalga Tetraselmis suecica (TS) apresentou densidade celular maxima
com 144 horas de cultivo, atingindo 4,75x108 células.mL? e seu pH maximo, foi
atingido com 72 horas de cultivo, atingindo o valor de 10,75 (GRAFICO 4). A fase de
crescimento exponencial foi alcangcada entre 60 €108 horas de experimento e uma
taxa de crescimento especifico de 0,4914 durante este periodo.

GRAFICO 4 - Relagéo entre pH e densidade celular DC (célula.mL-1 x 10°) de Tetraselmis suecica
por tempo de experimento
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Fonte: O autor (2022).

A microalga Rhodomonas salina (RH) apresentou densidade celular maxima
com 96 horas de cultivo, atingindo 4,27x10° células.mL™! e seu pH méaximo, foi atingido
com 72 horas de cultivo, alcancando o valor de 9,54 (GRAFICO 5). A fase de
crescimento exponencial foi alcancada entre 36 e 96 horas de experimento e uma taxa

de crescimento especifico de 0,8389 durante este periodo.
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GRAFICO 5 — Relac&o entre pH densidade celular DC (célula.mL-! x 108) de Rhodomonas salina por
tempo de experimento
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Fonte: O autor (2022).

A microalga Pavlova lutheri (PAV) apresentou densidade celular maxima com
240 horas de cultivo, atingindo 24,35x10° células.mL* e seu pH méaximo, foi atingido
com 132 horas de cultivo, atingindo o valor de 9,45 (GRAFICO 6). A fase de
crescimento exponencial entre 192 e 240 horas de experimento e uma taxa de

crescimento especifico de 0,283 durante este periodo.

GRAFICO 6 — Relag&o entre pH e densidade celular DC (células.mL x 10¢) de Pavlova lutheri por
tempo de experimento
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Fonte: O autor (2022).
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4.2 EXPERIMENTO Il (TIPOS DE ILUMINACAO)

Ao final dos 16 dias de experimento, foram obtidos resultados dos dois
tratamentos quanto as temperaturas, aos valores de pH médio, maximos e minimos;
Densidades celulares meédias e maximas; e taxas de crescimento exponencial

especifico para ambas as espécies (descritos em 4.2.1 e 4.2.2).

Com a temperatura distintas entres a sala e os tratamentos, onde a sala,
manteve uma temperatura média de 19,35°C * 1,12, onde a média das minima e
maxima diaria apresentou o valor de 18,2°C + 1,78 e células.mL™, respectivamente
(TABELA 3).

TABELA 3 — Temperatura da sala de experimento

Temperatura °C

Med 19,35 + 1,12
Max 20,5+ 1,14
Min 18,2 + 1,75

Fonte: O autor (2022).

O tratamento com as lampadas fluorescentes apresentou temperaturas
meédias, maximas e minimas nos sensores colocados direto nas bolsas (IN) de 20,28
+ 1,12°C, 21,23°C = 0,703 e 19,33°C £ 1,094, respectivamente, enquanto que no
dispositivo (OUT) a temperatura foi registrada na média de 21,11°C + 0,799, 22,13°C
+,732 de temperatura maxima e 20,8°C + 1,164 de temperatura minima.

TABELA 4 — Temperaturas médias, diarias da unidade experimental com lampadas fluorescentes

Temperatura °C

Med 20,28 £ 0,75

BOLSA (IN) Max 21,23+ 0,70
MIN 19,33 + 1,09

Med 21,11+ 0,79

AMBIENTE (OUT) Max 22,13+ 0,73
Min 20,08 + 1,16

Fonte: O autor (2022).
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Em relacdo ao tratamento com as lampadas LED, temperatura das médias,
maximas e minimas nos sensores (IN) foram de 19,90°C * 0,85, 21,84°C % 0,97,
19,39°C + 1,30, respectivamente, enquanto que na sala (OUT), a temperatura
registrada na média foi de 21,84°C + 1,02, 21,84°C £ ,1,08 de temperatura maxima e

19,39°C + 1,182 de temperatura minima.

TABELA 5 — Temperaturas médias, diarias da unidade experimental LED

Temperatura °C

Med 19,9 + 0,85

BOLSAS (IN) Max 21,12 £0,97
Min 18,69+ 1,3

Med 20,62 1,02

AMBIENTE (OUT) Max 21,84 +1,08
Min 19,39 + 1,82

Fonte: O autor (2022).

4.2.1 Isochrysis galbana (ISO)

4.2.1.1 Isochysis galbana unidades experimentais com lampadas fluorescentes

A microalga ISO no tratamento sob condicdo de iluminacdo fluorescente,
apresentou densidade celular maxima com 264 horas de cultivo (11 dias de cultivo),
atingindo uma densidade celular de 18,98 x10° células.mL! e pH méaximo com 156
horas de cultivo, atingindo o valor de 8,82 + 0,06 e uma média de 8,47 £ 0,11 durante

todo o experimento.
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GRAFICO 7 - Relacéo entre pH e densidade celular DC em (células.mL1 108) de Isochrysis galbana
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Fonte: O autor (2022).

As unidades experimentais de ISO sob condi¢do das lampadas fluorescente

tiveram a fase de crescimento exponencial entre O e 108 horas de experimento e uma

taxa de crescimento especifico de 0,58 + 0,06 d* durante este periodo.

GRAFICO 8 - Isochysis galbana, fase de crescimento exponencial sob tratamento de lampadas

42.1.2
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Fonte: O autor (2022).

Isochysis galbana em unidades experimentais com lampadas LED
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A microalga ISO no tratamento sob condi¢éo de iluminacdo LED, apresentou
densidade celular maxima com 324 horas de cultivo (13,5 dias de cultivo), atingindo
uma densidade celular de14,04x10° células.mL? e pH maximo com 168 horas de
cultivo, atingindo o valor de 8,83 = 0,01 e uma média de 8,44 + 0,03 durante todo o

experimento.

GRAFICO 9 - Relagéo entre pH e densidade celular DC em células.mL (108) de Isochrysis galbana
sob tratamento de lampadas LED por horas de experimento
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Fonte: O autor (2022).

As unidades experimentais de ISO sob condicdo das lampadas LED tiveram
a fase de crescimento exponencial entre O e 108 horas de experimento e uma taxa de
crescimento especifico de 0,48 + 0,05 d* durante este periodo.
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GRAFICO 10 - Isochysis galbana, fase de crescimento exponencial sob tratamento de lampadas LED
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Fonte: O autor (2022).

4.2.2 Chaetoceros muelleri (CM)

4.2.2.1 Chaetoceros muelleri em unidades experimentais com lampadas
fluorescentes

A microalga CM no tratamento sob condi¢cdo de iluminacdo fluorescente,
apresentou densidade celular maxima médio de 156 horas de cultivo (6,5 dias de
cultivo), atingindo uma densidade celular de 7,9 x10° células.mL e pH maximo com
60 horas de cultivo, atingindo o valor de 9,39 + 0,06 e uma média de 8,39 + 0,04

durante todo o experimento.
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GRAFICO 11 - Relag&o entre pH e densidade celular DC em células.mL (10%) de Chaetoceros
muelleri sob tratamento de lampadas fluorescente por horas de experimento
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Fonte: O autor (2022).

As unidades experimentais de CM alcancaram a fase de crescimento
exponencial entre 0 e 60 horas de experimento e uma taxa de crescimento especifico
de 0,58 + 0,017 d* durante este periodo.

GRAFICO 12 Chaetoceros muelleri fase de crescimento exponencial sob tratamento de lampadas
Fluorescente
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Fonte: O autor (2022).
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4.2.2.2 Chaetoceros muelleri em unidades experimentais com lampadas LED

A microalga CM no tratamento sob condicéo de iluminacédo LED, apresentou
densidade celular maxima médio de 300 horas de cultivo (12,5 dias de cultivo),
atingindo uma densidade celular de 6,4x108 células.mL* e pH maximo com 48 horas
de cultivo, atingindo o valor de 9,47 + 0,0346 e uma média de 8,57 + 0,0152 durante

todo o experimento.

GRAFICO 13 - Relag&o entre pH e densidade celular DC em células.mL (10%) de Chaetoceros
muelleri sob tratamento de lampadas LED por horas de experimento
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Fonte: O autor (2022).

As unidades experimentais alcancaram a fase de crescimento exponencial
entre 0 e 60 horas de experimento e uma taxa de crescimento especifico de 0,56 *

0,029 d-*durante este periodo.
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GRAFICO 14 - Chaetoceros muelleri fase de crescimento exponencial sob tratamento de lampadas
LED
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Fonte: O autor (2022).

4.2.3 Resultados das analises estatisticas

4.2.3.1 Resumo dos dados

Para cada espécie de microalga, os valores de R2 e a. equacédo da linha de
tendéncia exponencial, os dias de experimento e o valor da taxa de crescimento

(uexp), de cada espécie, estdo apresentados na TABELA 6.

TABELA 6 - valores de R? e a. equacgédo da linha de tendéncia exponencial, dias de experimento na
fase exponencial e o valor da taxa de crescimento (uexp), de cada tratamento

TRATAMENTO EQUACAO R? DIAS Hexp

Iso_LED y = 0,3781e03544 0,9085 0e6,5 0,479264
Iso_FS y = 0,4038e0373% 0,9006 0e 6,5 0,577271
CEM_LED y = 0,1728e0547% 0,9448 0e4,5 0,560739
CEM_FS y = 0,2004¢°5356 0,9548 0e4,5 0,583931

FONTE: O autor (2022)

Os valores de taxa de crescimento exponencial (uexp), desvio padrédo da taxa

de crescimento exponencial (Std pexp), valor maximo das medias (max med), media
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de células por mL dos tratamentos (media.cel.mL?),desvio padrdo da média de
células por mL dos tratamentos (Std cel.ml?t), pH médio dos tratamentos (pH
med),desvio padrdo do pH médio dos tratamentos (Std pH), pH maximo dos
tratamentos (pH max) e desvio padrédo do pH maximo (Std pH max), estdo plotados
na TABELA 7

TABELA 7 - Comparacéao estatistica dos tratamentos

media.cel.mL’

TRATAMENTO pexp Std pexp max med A Std cel.™? pH med Std pH pH max Std pH max
ISO_LED 0,48 0,053 17 9,26 0,492 8,44 0,0338 8,833 0,0416
ISO_FS 0,58 0,066 21 11,5 1,01 8,47 0,119 8,833 0,060
CM_LED 0,56 0,029 6,95 4,28 0,71 8,57 0,152 9,49 0,0346
CM_FS 0,58 0,017 8,81 5,1 0,451 839 0,049 9,39 0,062

Fonte: O autor (2022).

Os tratamentos de Isochysis galbana teve o pH entre 7 e 8 no inicio do cultivo,
0 qual aumentou até o dia 7 chegando a maxima de 8,82 + 0,060 (FS) e de 8,83 *
0,014(LED), entdo comecaram a baixar seus valores de pH até o término (TABELA 7;
GRAFICO 7 E 9). Para Isochysis galbana, o valor de pH coincidiu com o aumento e
diminuicdo na concentracdo de densidade, o que ndo ocorreu com a Chaetoceros
muelleri. Por outro lado, o pH de ambos tratamentos de Chaetoceros muelleri foi
elevado no inicio do cultivo da microalga e seu valor decaiu ao decorrer do
experimento, onde o valor do pH maximo ocorreu entre os dias 2 e 3 experimentos,
atingindo o valor de 9,39 + 0,0624 (FS) e 9,47 + 0,0346 (LED), em que seus valores
comecaram a diminuir ao decorrer do experimento e mantiveram medias semelhantes
8,39 + 0,0490 (FS), 8,57 £ 0,0152 (LED)

A Isochrysis galbana exposta as LED, registrou a maior densidade celular
entre os dias 13 e 14 de 14,03 x10° cel.mLl. Em contraste, o tratamento com
lampadas fluorescente registrou a maior densidade celular no dia 11 (18,98 x
10 © células/mL. Sendo uma diferenca de (4,95 x 10¢ cél.mL?) 26,08 %, da densidade
celular maxima entre o tratamento LED e fluorescente, em que lampadas
fluorescentes atingiram esta densidade maxima 2,5 dias antes (TABELA 7; GRAFICO
7E09)

A microalga Chaetoceros muelleri exposta as LED, registrou a maior

densidade celular entre os dias 12 e 13 (6,40 x 10¢ células.mL™), respectivamente.
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Em contraste, o tratamento com lampadas fluorescente registrou a maior densidade
celular entre os dias 7 e 8 (7,9x 10¢cél.mLl. Sendo uma diferenca de (1,5%
10 ¢ células.mL?) 18,98 %, da densidade celular maxima entre o tratamento LED e
fluorescente, em que lampadas fluorescentes atingiram a densidade maxima 5 dias
antes do que no tratamento com lampadas LED (TABELA 7; GRAFICO 11 E 13).

4.2.3.2 Resultados dos testes comparativos

Os testes comparativos entre os tratamentos (tipos de iluminacéo e espécies)
para as diferentes variaveis resposta (pH, células.mL™" e pexp), estdo apresentados
na FIGURA 11 e FIGURA 12.

FIGURA 11 - Resultados dos testes comparativos para pH e densidade celular (cel.mL 1)

ANOVA Wilcox
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Legenda: Eixo y pH e cel.mL™; eixo x espécie (ISO: Isochrysis galbana; CM: Chaetoceros
muelleri); azul: tratamento com lAmpadas FS, verde: tratamento com lampadas LED; a comparacao
entre os tratamento para cada espécie, esta representada pelo valor de p, com nivel de significancia

representado por *(p 0,001:***; p 0,01:**; p 0,05:*)
Fonte: O autor (2022).
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FIGURA 12 - Resultados do teste comparativos para pexp
ANOVA
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Legenda: Eixo y pexp; eixo x espécie (ISO: Isochrysis galbana ; CM: Chaetoceros muelleri);
azul: tratamento com lampadas FS, verde: tratamento com lampadas LED; a comparac¢éo entre 0s
tratamento para cada espécie, esta representada pelo valor de p, com nivel de significancia
representado por *(p 0,001:***;p 0,01:**; p 0,05:%)

Fonte: O autor (2022).

Os pressupostos dos modelos de ANOVA (homogeneidade de variancia e
normalidade dos residuos foram cumpridos nas comparacdes para pH e para pexp,
as comparacdes para concentracdo de cel.mLt, ndo cumpriram para 0s pressupostos
para anova. Na comparacdo do pH (FIGURA 11), foi observado uma diferenca
marginalmente significativa entre os tratamentos para espécie CM, com valores
ligeiramente menores para o tratamento FS, para espécie ISO nao foi identificado
diferenca. Na comparacdo do pexp (FIGURA 12), foi observado uma diferenca
marginalmente significativa entre os tratamentos para espeécie I1ISO, com valores
menores para o tratamento com lampadas LED, para espécie CM néo foi identificado

diferenca
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4.3 DISCUSSAO

O experimento PILOTO mostrou-se satisfatorio e eficaz quanto a constatacao
do funcionamento do fotobiorreator de bolsas suspenso e sua viabilidade de producao
das microalgas, sendo este experimento, o primeiro realizado desde a elaboracéo e
construcao do fotobiorreator no laboratério LEAMAQui/UFPR elaborado pelo professor
Dr. Francisco Lagreze e auxilio de seus orientados, a descricdo completa do sistema
pode ser analisada no APENDICE 1, deste documento

A utilizac&o de (bolsas plasticas) em fotobiorreatores, mostrou eficaz, quanto
a capacidade de sua utilizacao para cultivo de microalga, em que (DA ROSA, 2000)
ja tinha observado que a utilizacdo da mesma aumentava a luminosidade nas bolsas
plasticas facilitando a fotossintese das microalgas, onde, a utilizacdo das mesmas,
possibilitou atender a demanda de alimento dos outros setores, como na producédo de
semente de ostras, com um menor volume de 4gua, aumento ainda a concentracao
celular , em algumas das espécies em até trés vezes mais e ainda, proporcionava a
diminuicdo no numero de dias da cadeia produtiva, pois sendo a microalga alimento
da ostra, a utilizacdo de bolsas plasticas, vem acarretar diretamente na qualidade e
na diminuicdo da mortalidade das sementes de ostras produzidas no laboratorio.

Podemos observar em outros trabalhos como (ESPINOZA et al. 2002) a |.
galbana apresentou uma taxa de crescimento de 0,6 d?!, com 120 horas de
experimento, o estudo foi realizado utilizando meio de cultura o f/2 Guillard, sobe
iluminacdo lampadas fluorescente. Foi constatado uma maior taxa de crescimento
para Chaetoceros sp. e Isochrysis sp, cujos valores foram de 0,87 d!e 0,97 d*
(RENAUD et al. 2002), valores esse, superiores ao observados no presente estudo,
em ambos os tratamentos.

Em relacdo a densidade celular maxima, quanto o tempo que leva para esta
ser atingida, bem como a velocidade de crescimento (OHSE, 2008) afirma que estes
parametros variam muito, ainda que considerando a mesma espécie, e sob as
mesmas condi¢des (temperatura, fotoperiodo, intensidade luminosa, composi¢cédo do
meio de cultura) de cultivo.

Em comparagéo entre as diferentes iluminagdes utilizadas nos cultivos de
microalgas em fotobiorreator (SUHAIMI, 2021) demonstra que |. galbana apresenta
maior composicao lipidica quando cultivada sob LED amarelo em comparagdo com a

luz fluorescente e possui maior composicao de carboidratos quando cultivada sob luz
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fluorescente em comparagdo com o LED azul. Em que os resultados deste estudo
provaram que as microalgas podem reagir a diferentes comprimentos de onda de luz.
Isso permite que o produtor de microalgas cultive microalgas de acordo com a
demanda do mercado.

Em um sistema de equilibrio quimico, onde o CO2 encontra-se dissolvido em
meio aquoso, existem trés diferentes espécies quimicas possivelmente encontradas
em solucédo, CO2 (ag), H2CO3 e CO3 2, sendo que a capacidade de utilizar essas fontes
de carbono € intrinseca de cada microalga. (CAMERINI, 2012).

O consumo de carbono pela fotossintese leva a uma mudanca nas condi¢des
de equilibrio, aumentando o pH. Esta mudanca de pH causa uma redistribuicdo de
carbonos inorganicos soluveis diferentes presentes (GUTERMAN, BEM-YAAKOV,
1987), dos quais podem ter efeitos adversos no crescimento das microalgas, em que
durante o processo da fotossintese, as microalgas fotoautotréficas, assimilam CO2 do
meio, elevando o pH do meio (DE PAULA, et al 2019)

A provavel razdo para esta queda no pH, apdés a fase de crescimento
exponencial das microalgas segundo (CUI, PURTON, BAGANZ, 2022), € que quando
o crescimento fototréfico diminuiu, o excesso de CO2 se dissolveu, ndo podendo ser
utilizado para a fotossintese, entdo, em vez disso, carboniza o meio.

Lampadas fluorescentes emitem um amplo espectro luminoso que varia de 350
a 750 nm, (RAMIREZ MOSQUEDA et al., 2016), e a luz LED branca, compreende um
espectro de 460 a 560 nm (FRASZCZAK et al., 2014). Para as plantas autotréficas, a
faixa de energia radiante, definida como radiagéo fotossinteticamente ativa, esta entre
400 e 700 nm, e é o maior fator ambiental que controla o seu crescimento e
desenvolvimento e as lampadas fluorescente compreende toda a faixa necesséria.
Segundo (BULA etal., 1991; LOURENCO, 2006) o espectro da fonte de radiacdo deve
atender as exigéncias da planta para a fotossintese e o0 desenvolvimento
fotomorfogénico, em que a lampada LED branca compreende uma faixa de energia
radiante menor que a as lampadas fluorescentes.

A vida util mediana fornecida pelos catalogos de ambas as lampadas mostra
uma vida estimada para as lampadas fluorescente de 12.000 horas, que é um valor
com menos da metade, fornecido pelo catalogo das lampadas LED branca de 25.000
horas, ou seja, as lampadas LED, oferecem uma vida Util maior e consequentemente

um gasto menor, com reparo e manutencdo do sistema, as lampadas LED ainda
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contam com a vantagem de n&o ser necessario a instalacdo de reator para o
funcionamento das mesmas.

O controle da temperatura € importante para o cultivo de microalgas, uma sala
climatizada de 10m2 de area interna e com 3m de altura pode ser facilmente mantida
a 20°C com um aparelho condicionador de ar de 12.000 BTU/h? (LORENCO, 2006).
No caso do experimento houve um cuidado especial, fim de manter uma temperatura
estavel, adequada as dimensdes de area util da sala, que conta com um aparelho
condicionador de ar de 9.000 BTU/h? de capacidade térmica, em que o setor do
laboratorio onde foi realizado o estudo, conta com uma éarea de 1,64m por 3,90m,
totalizando 6.396 m2, suficiente para manter a temperatura do local estavel.

Em relacdo ao fotoperiodo do experimento (JACOB, et. al., 2009), avaliaram o
crescimento de algas sob diferentes ciclos de luz e 24 horas (noite: dia),
respectivamente. Uma reducdo na producéo de biomassa foi observada em paralelo
com a reducao na duracgéo do periodo de luz.

O cultivo de microalgas com condicbes controladas proporcionard um
rendimento constante e alto de biomassa, mas novas pesquisas devem continuar

tornando-o economicamente viavel e aplicavel em todo o mundo (AL-QASMI, 2012)



47

5 CONCLUSAO

Ao analisar as informacdes obtidas por meio da aplicacdo do instrumento de
pesquisa, as respostas de ambos os tratamentos indicaram que as lampadas
fluorescentes atingiram uma densidade celular maior que a atingida pelas lampadas
LEDs branca em ambas espécies, (ISO) e (CM).

Dessa forma, pode se concluir que as lampadas fluorescentes apresentaram
um desempenho ligeiramente melhor que as lampadas LED branca sobre o
crescimento de Isochysis galbana e Chaetoceros muelleri no fotobiorreator do tipo
bolsa suspensa. Apesar disso, os resultados com as lampadas LED mostraram-se
satisfatorios para ambas as espécies, considerando-se que as lampadas LED além
de possuirem uma vida util estimada em mais que o dobro da vida util de lampadas
tubulares fluorescentes, ndo necessitam de instalacéo de reatores, como no caso das
fluorescentes, melhorando sua relacdo custo-beneficio, além do menor risco

ambiental representado pelo descarte inadequado das fluorescentes.

6 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo realizado agregou conhecimentos necessarios para se preencher
lacunas a respeito da utilizacdo acerca de lampadas fluorescentes e LEDs, e o efeito
gue cada uma teve no crescimento de Isochysis galbana e Chaetoceros muelleri,
cultivadas em sistema de fotobiorreator, considerando sua capacidade de producao,
periodo de crescimento exponencial, e taxa de crescimento especifico de ambas.

Diante do exposto, uma das motiva¢cdes para a execucao desta pesquisa foi,
a substituicdo pelo mercado das lampadas fluorescentes, por lampadas LEDs, bem
como intuito de alinhar a necessidade de saber, a influéncia que esta lampada tem no
crescimento de espécimes de microalgas, podendo assim gerar e as competéncias

necessarias para execucao na producdo dos laboratérios de microalgas.
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APENDICE 1 - DESCRICAO DO SISTEMA

Neste apéndice, esta descrito partes do laboratorio
LEMAQui/CEM/UFPR.

O local onde foi realizado o experimento ndo conta com sistema de
captacdo de agua marinha, por tanto o abastecimento se da através do
transporte de agua marinha captada e pré-filtrada do (CAMAR-Mirassol) até a
caixa de abastecimento do laboratério LEMAQqui, transportada em garrafoes de
20 L.

RESERVATORIO

Ao chegar no laboratorio esta agua abastece o reservatorio de até 1000L,
e este possui um cano pvc 32mm (P) centralizado conhecido como “ladrao” para
escape da agua excedente. Dentro do reservatério ha um sistema de
bombeamento para distribuicdo de agua no laboratério (FIGURA 1) este sistema
é descrito a seguir

SISTEMA DE BOMBEAMENTO

Para o bombeamento é utilizado uma bomba submersivel Lepono (A)
LKS 400-P, 110V, com vazao maxima de 9 m3/ h, esta bomba é conectada a uma
mangueira transparente (B), que por sua vez € ligada a tubulacdo de canos PVC
marrom até a saida da caixa de agua utilizando a seguinte sequéncia de
componentes ap0s a mangueira, conexao mangueira/cano (C), unido de rosca
(D), curva de 90°(E), tubo 32mm (F), flange (G). Ainda dentro da caixa de
armazenamento existe um sistema Venturi (H), para oxigenacdo da &gua,
montado da seguinte forma, Flange (l), conex&do de rosca (J), Venturi, conexao
de rosca (K), joelho (L) tubo pvc marrom de 32mm (M), joelho (N) e tubo 32mm(O)
(FIGURA 1).
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FIGURA 1 - Reservatorio e sistema de bombeamento, LEMAQqui
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Fonte: O autor (2022).

SISTEMA DE DISTRIBUICAO EXTERNO

Distribuicdo da parte externa, conectada um T (32mm), distribuindo a

agua em 2 direcoes.

Na direcéo (1) se sucede a seguinte sequéncia de pecas para montagem
da distribuicdo: T (32mm) (A), reducdo de (32mm>25mm) e reducdo
(25mm>20mm) (B), mangueira flexivel (C), bracadeiras de metal (D), tubo de
(20mm) com 6 cm de comprimento (E), registro de (25mm) (F), joelho (25mm)
(G), flange (H), por onde a agua retorna para dentro da caixa. Na direg&o (2) outro
lado do T (32mm) é conectado por uma unido de rosca de (32mm) (), luva L/R
(J), | adaptador de mangueira de (32mm) (K), bracadeiras de metal (L),
mangueira (M), luva LR (N), joelho de (32mm) (O), tubo de (32mm) com 2 m de
comprimento (P), presa por bracadeiras, parafusadas na parede (Figura 2).que
se sucede por uma sequéncia de tubos que levam a agua para a parte interna do

laboratério como na (figura 3)
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FIGURA 2 - Area externa de distribuicdo de agua salgada
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Fonte: O autor (2022).

DISTRIBUICAO INTERNA E SISTEMA DE FILTRAGEM

J& dentro do laboratério a agua passa por um sistema de filtragem e
distribuicdo, seguindo por um tubo (25mm) com 40 cm de comprimento
atravessando a parede (Entrada), joelho (25mm) (A), registro/unido de rosca
(25mm) (B), tubo (25mm) 4 cm de comprimento (C), luva LR (D), 2 filtros tipo
cartucho (E), unido de rosca (25mm>20mm) (F), luva de rosca (20mm) (G), joelho
(20mm) (H), tubo (20mm) com 8 cm de comprimento (1), joelho (20mm) (J), tubo
(20mm), T de (20mm) (K):
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direcao 1 : tubo (20mm) com 7 cm de comprimento (Al) , joelho (20mm)
(A2) , tubo (20mm) com 16 cm de comprimento (A3) , joelho (20mm) (A4), tubo
(20mm) 10 cm de comprimento (A5) , registro (20mm) (A6), adaptador de
mangueira flexivel (A7), mangueira de (20mm) com 44 cm de comprimento (A8),
adaptador de mangueira (A9) , unido de rosca (A10) , joelho (25mm) (All),
conexao do filtro (A12), filtro UV (A13), tubo (20mm) com 12 cm de comprimento
(Al14), joelho ( 20mm) (A15), unido de rosca (Al6), tubo e luva (20 mm)
(Al7),adaptador de mangueira flexivel (A18), mangueira flexivel (20mm) com 44
cm de comprimento (A19) , bracadeira de metal (A20), adaptador para mangueira
(A21), registro/unido de rosca (A22), T direcéo 2 (FIGURA 4).

FIGURA 4 - Distribui¢&o e filtros, interno
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Fonte: O autor (2022).

DIRECAOQ 2 - te (B1), registro 20 mm (B2) e torneira (B3), lado 2 -, registro/ unido de
rosca (B4), joelho 20mm (B5), T 20mm (B6), curva 20mm (B7), Tubo 20mm (B8) a
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partir dai a 4gua é distribuida em um sistema de torneiras, dispostas da seguinte

forma:

Linha de torneiras com 12 torneiras (A), 12 TE’s com espagamento de 20cm entre
eles (B) com excecao das torneiras 6 e 7 que tem 30cm no intervalo do espacamento,
os espagamentos entre os TE’s estdo conectados com tubos de 20mm com 20cm
cada, cada torneira tem na ponta uma mangueira de 20mm com 15cm de comprimento
(C), no fim uma pipeta cortada na ponta para conectar & bolsa (D), essa linha de
torneira é presa a estrutura de sustentacdo, com presilhas parafusadas na madeira

conforme a figura 5 a seguir

FIGURA 5 - Linha de tubulagéo para abastecimento das bolsas

Fonte: O autor (2022).

ApoOs a linha, joelho de 20mm, tubo de 20mm 1,24cm, e um registro de 20mm, para esvaziar
a tubulacéo.

SISTEMA DE AERACAO

O sistema de aeracdo consiste de um soprador de bomba de ar
compressor da marca BOYU modelo ACQ-012, onde um cano central localizado
na parte superior ao sistema de dimensdes (0,2 ym) é responsavel por abastecer
todas as bolsas a partir de 2 mangueiras 5 mm, conectadas deste cano central
de fornecimento, até nos lados opostos da parte inferior de cada bolsa.

Este modelo de aeracdo, onde o ar entre nas bolsas de baixo para cima

fornecendo uma dindmica de movimentagao na coluna d’agua, faz com que as



microalgas se mantenham em suspensas dentro das bolsas, ocupando toda area

de iluminagéo disponivel.

Cada mangueira de aeracdo esta ligada com um filtro (FILTRO DE
AERACAOQO), afim de proteger o sistema de que qualquer tipo de corpo com
didmetros menores (2) micras possam entrar no sistema. Onde 2 cm acima é
necessario anexar um clip de bloqueio nas mangueiras, caso seja necessario

interromper o fornecimento de ar até as bolsas.

A outra extremidade da mangueira, que esta ligada na parte inferior de
cada bolsa, € conectada a uma ponteira feita de pipetas de 3 micras, cortadas a
partir de um gabarito prea confeccionado, afim de padronizar as mesmas, quanto

ao padréo de fornecimento de aeragao (FIGURA 6).

FIGURA 6 - Pipetas padronizadas

Fonte: O autor (2022).

Na figura 7 da direita para esquerda é por ordem de componentes do
sistema de aeracdo, Soprador/ compressor (info. técnica na foto..) Mangueira de
20mm com 7cm, adaptador de mangueira, reducdao de 20 p/ 50mm, tubo de

50mm com 240cm de comprimento e com 25 perfuragdes com intervalo de 9cm
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entre os furos, 25 borrachas e 25 adaptadores e 25 mangueiras de 0.5mm e 12cm

de comprimento. E 25 presilhas uma para cada mangueira,

FIGURA 7 - Sistema de aeracado das bolsas
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Fonte: O autor (2022).

Apos o tubo perfurado tem... Luva de 50mm, reducéo 50 para 32mm,
curva de 32mm , tubo de 32mm com 40cm, joelho de 32mm, tubo de 32mm com
35cm, curva de 32mm , tubo de 32mm com 96cm, curva de 32, tubo de 32mm com
142cm , perfurado com 10 furos , 10 adaptadores de mangueira de 0,5mm, 10
presilhas , curva de 32mm , tubo de 32mm com 26¢cm , curva de 32, tubo de 32mm
com 148cm, perfurado com 9 furos , 9 adaptadores de mangueira essa Ultima aera

das cepas..

ESTRUTURA DE SUSTENTACAO

Conforme figura 8 descrita a seguir:

2 colunas de madeira com 288cmX9cmX4cm
2 traves de madeira com 243cmX9cmX4cm

4 travas finas presas a parede com 48cmX9cmX4cm



FIGURA 8 - Estrutura fotobiorreator

Fonte: O autor (2022).

ripas de sustentacdo dos paineis de lus

2 ripas de madeira 240cmX9cmX2cm

1 ripa central vertical (prender lampada) 165cmX9cmX2cm

2 ripas finas nas extremidades (prender lampada) 165cmX5cmX2cm

1 prateleira de madeira para o soprador.

SISTEMA ELETRICO

Rede Copel 110v/220v, padrédo de distribuicdo da rede UFPR-cem, a
fiacdo chega ao laboratério do prédio e entra no quadro de distribuicdo que possui
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disjuntores para iluminagéo dos seguintes: painel 1, painel 2, cepas, soprador,

tomadas (filtro UV), luz da sala, bomba de agua,

Painel de luz 1:
- 6 Reatores (info tec.foto)
- 12 Lampadas fluorescentes
- 24 Presilhas para cada extremidade de cada lampada,
- 24 Conectores para lampada

- Fios de 1 mm duplo flexivel.

Painel de luz 2
- Direto na rede ligado por um fio 2.5mm duplo com ligacdo em
série distribuido para 12 lampadas LED com 12 conectores a lampada s6 precisa

de conector para 1 Unico lado no caso da lampada LED.

Lampada Fluorescente Tubular da marca: Philips, modelo: TLDRS 32w64 - T8 e
comprimento: 120cm.

Lampada LED Tubular da marca EMPALUX, modelo: T8 20w - Branco Frio e
comprimento de 120cm.

Pontecia Tempretatura da cor Fluxo luminoso Vida mediana
lluminagdo Lampada Modelo (w) (K) (lumens) (h)
Fluorescente PHILIPS TLDRS 32w 4100 2350 12000
Led EMPALUX  TL20316 20w 6500 1850 25000

SISTEMA ELETRICO

Rede Copel 110v/220v, padrao de distribuicdo da rede UFPR-cem, a
fiacdo chega ao laboratoério do prédio e entra no quadro de distribui¢cdo que possui
disjuntores para iluminacédo dos seguintes: painel 1, painel 2, cepas, soprador,

tomadas (filtro UV), luz da sala, bomba de agua,

Painel de luz 1:
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- 6 Reatores (info tec.foto)

- 12 Lampadas fluorescentes

- 24 Presilhas para cada extremidade de cada lampada,
- 24 Conectores para lampada

- Fios de 1 mm duplo flexivel.

Painel de luz 2
- Direto na rede ligado por um fio 2.5mm duplo com ligacdo em
série distribuido para 12 lampadas LED com 12 conectores a lampada sé precisa

de conector para 1 Unico lado no caso da lampada LED.

Lampada Fluorescente Tubular da marca: Philips, modelo: TLDRS 32w64 - T8 e
comprimento: 120cm.

Lampada LED Tubular da marca EMPALUX, modelo: T8 20w - Branco Frio e
comprimento de 120cm.
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APENDICE 2 - CONWAY (WALNE 79)
MEIO DE CULTURA
Neste apéndice, esta descrito meio de cultura utilizado em ambos experimentos

abordados.

A Tabela a seguir apresenta o0 meio de cultura utilizado no experimento i
(PILOTO) e no experimento ii (com diferentes fontes de iluminacéo) quanto a solucéo

de silicato e vitaminas.

ELEMENTO QUANTIDADE

SOLUCAO PRINCIPAL

Nazedta 45,09
NaNO3 100,0 g
H3Bo3 3369
NazHPO4 20,0 ¢
MnCL24H20 0,36 g
FeCL36H20 13g
Agua destilada 1.000,0 ml
Solucgéo tragos 1,0 ml

Observagdo: Utilizagéo - 1,0 mL/L

SOLUCAO DE TRACOS

ZnCl 2,19
CaClz 20g
(nh4)6 mo7024.4h20 0,9¢g
CuSo04.5h20 209
Agua destilada 100 ml

Observacao: Adicionar 4mL de HCI para dissolugéo de sais

Observacéao: Utilizagdo 0,1mL/L

SOLUGAO DE
SILICATOS
nazSios. 5h20 Agua
destilada aom
(uso restrito as 100 ml

diatoméceas)

Observagao: Utilizagéo 1,0 mL/L

Fonte: Adaptado de WALNE (1979).
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APENDICE 3 — CONTAGEM DIRETA DE CELULAS

Neste Apéndice, esta descrito o método de contagem utilizado, para o céalculo

de densidade celular.

Para a contagem das microalgas, foi utilizado um microscopio 6ptico essencial
para proceder a contagem, sendo dotado de capacidade de aumento, de até 400X.
Nas contagens em microscopio, geralmente a densidade de individuos é expressa
como numero de células por mililitro de cultivo (cél/ml). Para auxilio da realizagédo de
contagem das microalgas por microscopia, foi utilizado uma camara de Neubauer, um
hemocitémetro, onde segundo (LOURENCO, 2006) inicialmente foi criado para a
quantificacdo precisa de células de sangue, porém, vem sendo utilizado a décadas

para contar microalgas pequenas.

CAMARA DE NEUBAUER

A camara de Neubauer tem profundidade de 0,1 mm (distancia entre a laminula
e a area de contagem), possui uma area total de 9,0 mm? e volume de 9,0 mm?2,

formada por 9 quadrados grandes, cada um deles com 1,0 mm2.

O quadrado quer formam os vértices da camara, sao divididos em 16 quadrados
menores cada, ja o quadrado central é dividido em 25 quadrados menores, cada um
com cerca de 0,04 mm2. Este que por sua vez é subdividido por 16 quadrados ainda

menores, com cerca de 0,0025 mm?2

DETERMINACAO DE CELULA EM CADA ML DE CULTIVO

A determinacédo da densidade celular por hemocitometro € realizada por meio
de fatores de multiplicacédo, proprios para o tamanho da &rea contada. No caso da
camara de Neubauer, cada quadrado grande tem 1,0 mm? e recebe uma “coluna” cuja
altura é de 1,0 mm; assim; o volume total sobre cada quadrado & determinado por: 1,0
mmz2 x 0,1 mm = 0,1 mm ou 10 cm?3, uma vez que 1cm3 é equivalente a 1,0ml, a
densidade de célula em cada ml de cultivo serd determinada simplesmente pela

multiplicacdo da contagem média por 104.



PADRAO DE CONTAGEM

a) Contagem das amostras b) Contagem das duplicatas

Fonte: O autor (2022).
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APENDICE 4 — ROTINAS APLICADAS PARA OS TESTES ESTATISTICOS

Neste apéndice, contém as rotinas de andlise e os resultados dos testes comparativos
realizados entre espécies (CM e ISO) e tratamentos (FS e LED), para as variaveis resposta pH,
concentracdo de células por ml e taxa de crescimento exponencial. A andlise foi realizada no
software R.

PREPARACAO:

Carregando pacotes necessarios para analise:

library(readxl) # importar o conjunto de dados
library(dplyr) # manipular o conjunto de dados
library(car) # teste de homogeneidade varidncia

Carregando o conjunto de dados com valores de pH e Cel/ml:

kelvin <- read_excel("planilha stat Kelvin_SS.xlsx", "r_ph_cel")

Visualizacdo do formato da planilha e tranformacao de varidveis para o formato adequado
para conjunto de dados com valores de pH e Cel/ml:

head(kelvin)

## # A tibble: 6 x 4

## sp ph lampada cel ml
##  <chr> <dbl> <chr> <dbl>
## 1 ISO 7.8 FS 225000
## 2 ISO 7.77 FS 800000
## 3 ISO 7.84 FS 1700000
## 4 ISO 7.8 FS 1850000
## 5 ISO 7.91 FS 2050000
## 6 ISO 7.86 FS 3150000

kelvin$sp<-as.factor(kelvin$sp)
kelvin$lampada<-as.factor(kelving$lampada)
kelvin$ph<-as.numeric(kelvin$ph)
kelvin$cel ml<-as.numeric(kelvin$cel ml)

Carregando e preparando o conjunto de dados com valores da exponencial:

kelvin_exp <- read_excel("planilha stat Kelvin_SS.xlsx", "r_exp")

Visualizacdo do formato da planilha e tranformacado de varidveis para o formato adequado
para conjunto de dados com valores da exponencial:

head(kelvin_exp)

## # A tibble: 6 x 3

## sp lampada uexp
H## <chr> <chr> <dbl>
## 1 ISO LED 0.436
## ISO LED 0.463
## 3 ISO LED 0.538

N
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## 4 ISO FS 0.595
## 5 ISO FS 0.574
## 6 ISO FS 0.562

kelvin_exp$lampada<-as.factor(kelvin_exp$lampada)
kelvin_exp$sp<-as.factor(kelvin_exp$sp)
kelvin_exp$uexp<-as.numeric(kelvin_exp$uexp)

Criando conjuntos de dados para cada espécie, a partir de cada um dos dois conjuntos de
dados importados:

cm<-filter(kelvin,sp=="CM")
iso<-filter(kelvin,sp=="IS0")

cm_exp<-filter(kelvin_exp,sp=="CM")
iso_exp<-filter(kelvin_exp,sp=="IS0")

ANALISE DADOS PH E CEL/ML:

Resumo dos dados:

str(kelvin)

## tibble [372 x 4] (S3: tbl_df/tbl/data.frame)

##t $ sp : Factor w/ 2 levels "CM","ISO": 2 22 2222222...

## $ ph : num [1:372] 7.8 7.77 7.84 7.8 7.91 7.86 8.22 8.4 8.34 8.55

## $ lampada: Factor w/ 2 levels "FS","LED": 1111111111...
# $ cel_ml : num [1:372] 225000 800000 1700000 1850000 2050000 ..

Niveis das varaveis discretas:
levels(kelvin$sp)

## [1] "CM" "ISoO"
levels(kelvin$lampada)

## [1] "FS" "“LED"

Distribuigdo dos valores das varidaveis numéricas:
par( c(1,2))

hist(kelvin$ph, "pH")
hist(kelvin$cel ml, "cel/ml")
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CM - LED X FS (PH)

Ajuste e resultados do modelo:

res.aov_ph_luz_cm <- aov(ph ~ lampada, cm)
summary(res.aov_ph_luz_cm)

#it Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

## lampada 1 1.54 1.5355 6.579 0.0111 *

## Residuals 184 42.94 0.2334

#H#t ---

## Signif. codes: @ '***' @.001 '**' 0.01 '*' @.05 '.' 0.1 ' ' 1

TukeyHSD(res.aov_ph_luz_cm)

##  Tukey multiple comparisons of means

#it 95% family-wise confidence level

H#i

## Fit: aov(formula = ph ~ lampada, data = cm)

H#it

## $lampada

Hi diff lwr upr p adj

## LED-FS 0.1817204 0.04194679 0.3214941 0.0111141

Visualizacdo dos pressupostos (homogeneidade de varidncia e normalidade dos residuos):

par( c(1,2))
plot(res.aov_ph_luz cm,1)
plot(res.aov_ph luz cm,2)
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par( c(1,1))

Avaliagao do pressuposto de homogeneidade de variancia:
leveneTest(ph ~ lampada, cm)

## Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Hit Df F value Pr(>F)
## group 1 0.4086 0.5235

H#i# 184

bartlett.test(ph ~ lampada, cm)

H#it

## Bartlett test of homogeneity of variances
H#i#

## data: ph by lampada
## Bartlett's K-squared = 0.63342, df = 1, p-value = 0.4261

Avaliacdo do pressuposto de normalidade dos residuos:
shapiro.test(residuals(res.aov_ph_luz_cm))

H#it

## Shapiro-Wilk normality test

H#i

## data: residuals(res.aov_ph_luz_cm)
## W = 0.97562, p-value = 0.002439

ISO - LED X FS (PH)

Ajuste e resultados do modelo:
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res.aov_ph_luz_iso <- aov(ph ~ lampada, iso)
summary(res.aov_ph_ luz_iso)

it Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
## lampada 1 0.046 0.04553 0.435 0.51
## Residuals 184 19.251 0.10463

TukeyHSD(res.aov_ph_luz_iso)

##  Tukey multiple comparisons of means

#it 95% family-wise confidence level

##

## Fit: aov(formula = ph ~ lampada, data = iso)

#t

## $lampada

H# diff lwr upr p adj

## LED-FS -0.03129032 -0.1248751 0.06229447 0.5102982
Visualizacdo dos pressupostos (homogeneidade de varidancia e normalidade dos residuos):
par( c(1,2))

plot(res.aov_ph_luz_iso,1)
plot(res.aov_ph luz_iso,?2)
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par( c(1,1))

Avaliacdo do pressuposto de homogeneidade de variancia:
leveneTest(ph ~ lampada, iso)

## Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
#it Df F value Pr(>F)



## group 1 0.424 0.5157

H#it 184

bartlett.test(ph ~ lampada, iso)

Hit

## Bartlett test of homogeneity of variances
H#it

## data: ph by lampada
## Bartlett's K-squared = 0.14729, df = 1, p-value = 0.7011

Avaliacdo do pressuposto de normalidade dos residuos:
shapiro.test(residuals(res.aov_ph luz_iso))

Hi#t

## Shapiro-Wilk normality test

H#it

## data: residuals(res.aov_ph luz_iso)
## W = 0.85835, p-value = 3.716e-12

CM - LED X FS (CEL/ML)

Ajuste e resultados do modelo:

res.aov_cel luz _cm <- aov(cel ml ~ lampada, cm)
summary(res.aov_cel luz_cm)

#Hit Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

## lampada 1 3.134e+13 3.134e+13 6.673 0.0106 *

## Residuals 184 8.642e+14 4.697e+12

##t ---

## Signif. codes: © '"***' 9,001 '**' 90.01 '*' ©0.05 '.' 0.1 ' ' 1

TukeyHSD(res.aov_cel_luz_cm)

##  Tukey multiple comparisons of means

#it 95% family-wise confidence level

H#i#

## Fit: aov(formula = cel_ml ~ lampada, data = cm)
H#it

## $lampada

it diff Iwr upr p adj

## LED-FS -820967.7 -1447998 -193937.2 0.0105663

Visualizacdo dos pressupostos (homogeneidade de variancia e normalidade dos residuos):

par( c(1,2))
plot(res.aov_cel luz cm,1)
plot(res.aov_cel luz_cm,2)
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Avaliagao do pressuposto de homogeneidade de variancia:
leveneTest(cel ml ~ lampada, cm)

## Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Hit Df F value Pr(>F)
## group 1 9.8548 0.001973 **

H#i# 184

## ---

## Signif. codes: © '***' 9,001 '**' 9.01 '*' ©.05 '.' 0.1 ' ' 1
bartlett.test(cel_ml ~ lampada, cm)

H#i#

## Bartlett test of homogeneity of variances

H#it

## data: cel _ml by lampada
## Bartlett's K-squared = 6.8218, df = 1, p-value = 0.009005

Avaliacdo do pressuposto de normalidade dos residuos:
shapiro.test(residuals(res.aov_cel_luz_cm))

H#i

## Shapiro-Wilk normality test

H#it

## data: residuals(res.aov_cel luz_cm)
## W = 0.97485, p-value = 0.001949

ISO - LED X FS (CEL/ML)
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Ajuste e resultados do modelo:

res.aov_cel luz_iso <- aov(cel_ml ~ lampada, iso)
summary(res.aov_cel luz_iso)

#it Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

## lampada 1 2.245e+14 2.245e+14 8.185 0.00471 **

## Residuals 184 5.046e+15 2.742e+13

#H#t ---

## Signif. codes: © '"***' 9,001 '**' @9.01 '*' @.05 '.' 0.1 ' " 1

TukeyHSD(res.aov_cel luz iso)

##  Tukey multiple comparisons of means

#it 95% family-wise confidence level

H##

## Fit: aov(formula = cel ml ~ lampada, data = iso)
##

## $lampada

it diff lwr upr p adj

## LED-FS -2197043 -3712165 -681920.6 0.0047131
Visualizagdo dos pressupostos (homogeneidade de variancia e normalidade dos residuos):

par( c(1,2))
plot(res.aov_cel luz iso,1)
plot(res.aov_cel luz_iso,2)
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Avaliacdo do pressuposto de homogeneidade de variancia:
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leveneTest(cel ml ~ lampada, iso)

## Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)

it Df F value Pr(>F)

## group 1 4.2168 0.04144 *

## 184

#Ht ---

## Signif. codes: © '***' 9,001 '**' @9.01 '*' ©0.05 '.' 0.1 ' ' 1
bartlett.test(cel ml ~ lampada, iso)

##

## Bartlett test of homogeneity of variances

H#it

## data: cel_ml by lampada
## Bartlett's K-squared = 5.6839, df = 1, p-value = 0.01712

Avaliagao do pressuposto de normalidade dos residuos:
shapiro.test(residuals(res.aov_cel luz_iso))

H##

## Shapiro-Wilk normality test

H#it

## data: residuals(res.aov_cel luz_iso)
## W = 0.97332, p-value = 0.001257

ANALISE DADOS TAXA DE CRESCIMENTO EXPONENCIAL:

Resumo dos dados:
str(kelvin_exp)

## tibble [12 x 3] (S3: tbl_df/tbl/data.frame)

## $ sp : Factor w/ 2 levels "CM","ISO": 2 222221111.
## $ lampada: Factor w/ 2 levels "FS","LED": 2 221112221.
## $ uexp : num [1:12] ©.436 0.463 0.538 0.595 0.574

Niveis das varaveis discretas:
levels(kelvin_exp$sp)

## [1] "CM" "ISO"
levels(kelvin_exp$lampada)

## [1] "FS" "“LED"

Distribuicdo dos valores das variaveis numéricas:

hist(kelvin_exp$uexp, "uexp")



uexp

Freguency
3
|

| | | I | |
0.40 045 (1.50 055 (.60 065

kelvin_expPuexp

CM - LED X FS (UEXP)

Ajuste e resultados do modelo:

res.aov_cm_exp_luz<- aov(uexp ~ lampada, cm_exp)
summary(res.aov_cm_exp_luz)

#it Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
## lampada 1 0.000807 0.0008068 0.467 ©0.532
## Residuals 4 0.006905 0.0017263

TukeyHSD(res.aov_cm_exp_luz)

##  Tukey multiple comparisons of means

H# 95% family-wise confidence level

H#it

## Fit: aov(formula = uexp ~ lampada, data = cm_exp)
Hit

## $lampada

Hi diff lwr upr p adj
## LED-FS -0.02319221 -0.1173826 0.07099818 0.531751

Visualizacdo dos pressupostos (homogeneidade de variancia e normalidade dos residuos):

par( c(1,2))
plot(res.aov_cm_exp_luz,1)
plot(res.aov_cm exp luz,2)
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Avaliacdo do pressuposto de homogeneidade de variancia:

leveneTest(uexp ~ lampada, cm_exp)

## Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Hit Df F value Pr(>F)
## group 1 0.4179 0.5532

H#i# 4

bartlett.test(uexp ~ lampada, cm_exp)
H#it

## Bartlett test of homogeneity of variances
H#i#

## data: wuexp by lampada

## Bartlett's K-squared = 0.43004, df = 1, p-value = 0.512
Avaliacdo do pressuposto de normalidade dos residuos:

shapiro.test(residuals(res.aov_cm_exp_luz))

H#it

## Shapiro-Wilk normality test

H#i

## data: residuals(res.aov_cm_exp_luz)

## W = 0.97641, p-value = 0.9324

ISO - LED X FS (UEXP)

Ajuste e resultados do modelo:
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res.aov_iso_exp_luz<- aov(uexp ~ lampada, iso_exp)
summary(res.aov_iso_exp_luz)

it Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

## lampada 1 0.014408 0.014408 9.486 0.0369 *

## Residuals 4 0.006076 0.001519

HAD coo

## Signif. codes: @ '***' 9,001 '**' 9.01 '*' @.05 '.' 0.1 ' ' 1

TukeyHSD(res.aov_iso_exp_luz)

##  Tukey multiple comparisons of means

Hi 95% family-wise confidence level

H#it

## Fit: aov(formula = uexp ~ lampada, data = iso_exp)
H##

## $lampada

Hi# diff Iwr upr p adj

## LED-FS -0.09800715 -0.1863592 -0.00965515 0.036937

Visualizacdo dos pressupostos (homogeneidade de variancia e normalidade dos residuos):

par( c(1,2))
plot(res.aov_iso_exp luz,1)
plot(res.aov_iso_exp luz,2)
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Avaliacdo do pressuposto de homogeneidade de variancia:

leveneTest(uexp ~ lampada, iso_exp)



## Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
#it Df F value Pr(>F)
## group 1 1.0271 0.3682

## 4

bartlett.test(uexp ~ lampada, iso_exp)
H#it

## Bartlett test of homogeneity of variances
##

## data: wuexp by lampada
## Bartlett's K-squared = 1.7764, df = 1, p-value = 0.1826

Avaliagdo do pressuposto de normalidade dos residuos:
shapiro.test(residuals(res.aov_iso exp_luz))

H#it

## Shapiro-Wilk normality test

H#it

## data: residuals(res.aov_iso_exp_luz)
## W = 0.94459, p-value = 0.6963
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