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Resumo

Microalgas sdao organismos fotossintetizantes que utilizam o CO, do ar e luz solar para
0 seu crescimento. Atualmente, os estudos sobre biocombustiveis, especialmente o
biodiesel, apresentam um foco no crescimento e adensamento das culturas de microalgas
para o seu uso como matéria-prima renovavel.

Uma das possibilidades para melhorar as taxas de crescimento desses
microorganismos é a modificacdo do regime de cultivo, através da adicdo de um
componente carbonico organico no meio de cultivo. Esse procedimento pode se dar em
presenga ou auséncia de luz, cultivo mixotroéfico e heterotréfico, respectivamente.

Neste trabalho foi desenvolvido um estudo sobre o potencial do uso desses cultivos
para a microalga Nannochloropsis oculata, com o uso de glicose, sacarose e glicerina
como fontes de carbono. Os experimentos foram desenvolvidos em uma mini-planta de
fotobiorreatores, de 3 L de volume util, em um periodo de cultivo de 3 dias. Para os
cultivos em presenga de luz, foi usado uma intensidade luminosa de 9000 lux e um
fotoperiodo de 12:12h de luz/escuriddo. Para permitir um comparativo, realizou-se
igualmente um cultivo autotréfico e um cultivo em branco para avaliar as contaminacdes.

Os resultados deste trabalho mostram que, nas condi¢gdes usadas, o regime
mixotrofico se destaca como o regime que obteve maiores concentracdes de biomassa
para as trés fontes testadas. Sendo a maior concentracdo para o uso de glicose, 0,376 g/L
de biomassa, com aproximadamente 60% de aumento em relagao ao regime autotrofico.

Os cultivos heterotréficos ndo se mostraram convenientes, dentro das condigGes
testadas, pois apresentam crescimento compativel ou mesmo inferior ao regime
autotréfico, sendo a sacarose como pior fonte de carbono, dentre as testadas, com
apenas 0,175 g/L de biomassa.

O estudo ressalta ainda a observacdo de contaminagcdes, mesmo em se tratando de
meio de cultivo salino.
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1 Introducao

Atualmente, as microalgas sdo consideradas como uma fonte promissora de lipideos
para a producdo de biodiesel, devido a sua alta produtividade e teor oleaginoso. O
potencial de producdo de biodiesel estd diretamente relacionado ao aumento da
demanda mundial por energia, especialmente sob a forma de combustiveis de transporte.

Existe uma grande limitagdo na produgao sustentdvel de combustiveis de transporte e
produtos quimicos derivados, hoje, do petréleo. Esses produtos ndo podem ser obtidos
diretamente através das fontes de energia limpas — energia solar, edlica e das aguas — de
modo que se mostra necessario a busca por uma alternativa ecolégica e economicamente
vidvel.

Um dos grandes desafios para o uso industrial de microalgas como fonte renovavel de
energia estd na viabilidade energética e econdbmica de seu processo produtivo. Ao
conseguir adensar os cultivos de microalgas, reduz-se a necessidade de dgua e os custos
energéticos associados a colheita e extracdo de lipideos, sem contar na reducdo do
tamanho das instalagcdes necessdrias para o cultivo e, portanto o capital inicial de
investimento.

No presente trabalho serd abordado o estudo da influéncia de trés fontes de carbono
no crescimento da microalga marinha Nannochloropsis oculata em regime mixotréfico e
heterotrofico, em comparagdo com o resultado obtido em regime autotrofico.

O uso de um componente organico dissolvido no meio de cultivo como fonte
suplementar de carbono pode aumentar significativamente a concentracdo do cultivo de
microalga. Permitindo, além disso, a modulagdo da composi¢do bioquimica da microalga,
podendo levar a maiores concentracdes em componentes desejaveis, como os lipideos
(Brennan e Owende, 2010).

De um ponto de vista de engenharia, este estudo visa avaliar o uso de glicerina,
glicose e sacarose como fonte de carbono organico, a fim de adensar as culturas e reduzir
o tempo de cultivo.

Este trabalho esta dividido em 4 capitulos, além do presente. Uma breve revisao dos
conceitos fundamentais para o entendimento deste trabalho, referenciando trabalhos
similares encontrados na bibliografia e que servirdo de referéncia para os resultados
obtidos sdo mostrados no capitulo 2. Em seguida, sdao abordadas as explanag¢des da
metodologia e dos materiais utilizados na parte experimental desse trabalho. Na
sequéncia sdao mostrados os resultados obtidos com uma sucinta discussdo da
representatividade desses dados. E por fim, sdo descritas as conclusdes finais e os ramos
de continuidade possiveis em trabalhos futuros.
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2 Revisao Bibliografica

Esse capitulo tem por objetivo fornecer os conceitos bdasicos envolvidos nesse
trabalho. E feita uma breve descricdo dos principais tépicos de discussdo sobre o uso de
biocombustiveis, na sequéncia sdo abordadas as vantagens do uso de microalgas como
fonte renovéavel para os biocombustiveis de transporte. Logo apds, sdo aprofundadas as
informacdes a cerca das condicdes, regimes e sistemas de cultivo das microalgas. Para
finalizar, uma breve descricdo de trabalhos semelhantes a este é realizada.

2.1 Biocombustiveis

A demanda global por energia esta em crescimento permanente, suportada pelo
aumento da populacdo e da industrializacdo. Combustiveis fésseis sdo as fontes primarias
de energia e de produtos quimicos, o que nesse cenadrio de aumento constante da
demanda, traz a tona importantes questdes ambientais, econdémicas e sociais. Entre elas,
sdo destacadas a taxa de explora¢dao do petréleo, que é extraido e consumido a taxas
muito maiores do que sua regeneracdo natural através do ciclo de carbono, e a
localizacdo das reservas de petréleo, que estdo centralizadas em apenas alguns paises
privilegiados (Cherubini e Strgmman, 2011).

Esse consumo acelerado, acrescido da percepcao da escassez do petrdleo, fard com
que os precos do dleo cru, combustiveis de transporte e derivados de petréleo em geral,
subam constantemente nos préximos anos (Bentley et al., 2007; Greene,2004). Com esse
aumento nos precos, as fontes de energia renovaveis comegcam a se tornar
economicamente competitivas. Além disso, elas sdo distribuidas mais uniformemente no
globo do que o petréleo, ndo apresentam impacto ambiental e social tdo agucados, e
podem até mitigar alguns dos problemas causados pelo uso do petréleo e seus derivados
(Cherubini e Strgmman, 2011).

A forca dos ventos e das dguas, a energia solar e a biomassa sdo alguns exemplos de
alternativas renovaveis para a geracao de calor e eletricidade. Entretanto a biomassa é
provavelmente a Unica alternativa vidvel para a producdo de combustiveis de transporte
e quimicos derivados do petréleo (Cherubini e Strgmman, 2011).

Ha um pouco mais de um século, o engenheiro alemao Rudolf Diesel adotou para o
seu primeiro motor de compressao-ignicdo, o dleo de amendoim como combustivel.
Tratava-se na verdade do que é hoje caracterizado como o biodiesel, pois provinha de
fonte natural. Contudo, o biodiesel ndo se tornou popular nessa época para motores,
sendo substituido por diesel derivado de petréleo no inicio dos anos 1920, devido a
abundancia e preco baixo (Yi-Feng e Wu, 2011).

O biodiesel é definido como um monoalquil éster de éleo vegetal ou gordura animal
produzido através de reac¢des de transesterificacdo (Yi-Feng e Wu, 2011).

A producdo de biodiesel e outros biocombustiveis pode ser subdividida em trés
geragoes, dependendo da fonte de biomassa utilizada. A primeira geracdo é a derivada de
alimentos oleaginosos como 6leos vegetais, tais como soja, colza (ou canola) e milho, ou
gorduras animais. A segunda gera¢ao se destina a produzir combustiveis a partir de todo
o material vegetal de culturas dedicadas a producdo de energia, residuos agricolas,
residuos de colheita florestal e residuos de processamento de madeira, ao invés de
culturas alimentares. Sdo as chamadas lignoceluloses e seus derivados. E finalmente, a
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terceira geracdo é a composta por 6leo de microalgas (Lourengo, 2006; Brennan e
Owende, 2010; Rawat et al., 2013).

Mais de 95% do biodiesel produzido hoje é de primeira geragao (Rawat et al., 2013).
Por ser de fonte alimentar, o uso desses materiais para a producdo do biodiesel, pode
causar severos impactos no mercado de alimentos global, comprometendo a seguranga
alimentar, especialmente nas regides mais vulneraveis economicamente (Brennan e
Owende, 2010).

Biodiesel de segunda geracdo ainda ndo apresentou qualquer exploracao significativa,
pois a tecnologia para fazé-lo ainda esta em fase de desenvolvimento e ndo atingiu a
exploracdao comercial (Brennan e Owende, 2010).

Para um biocombustivel ter sua exploracdo viavel técnica e economicamente, é
necessario que a fonte renovavel seja competitiva ou custe menos do que os derivados
de petrdleo, exija baixo ou nenhum uso adicional de terras cultivaveis, proporcione a
melhoria da qualidade do ar (através de seu cultivo pela sequestracdo de CO;) e exija o
uso minimo de dgua para o seu cultivo. A terceira geracdo de biocombustiveis tem
potencial de se enquadrar em todos esses critérios, sendo atualmente amplamente
estudada (Brennan e Owende, 2010; Rawat et al., 2013).

2.2 Microalgas

As microalgas sdo organismos microscépicos fotossintetizantes que crescem
rapidamente e em diferentes condicdes ambientais devido a sua estrutura celular
simples, unicelular ou multicelular. Elas podem ser encontradas tanto em ambientes
aquaticos quanto terrestres e apresentam de 2 a 200 um de tamanho, podendo ser
eucariontes ou procariontes. Eles estdo entre os seres mais primitivos da Terra e existem
relatos antigos de sua utilizagdo como alimento por algumas populagdes (Lourengo, 2006;
Mata, Martins e Caetano, 2010). Estima-se que apenas 30.000 espécies foram estudadas
e analisadas de um total de aproximadamente 50.000 espécies existentes no mundo
(Richmond, 2004; Lourenco, 2006).

Segundo Lourenco (2006), é interessante fazer uso de cultivo em batelada de
microalgas em pesquisas, pois esse apresenta um ciclo de vida com fases bem definidas, o
gue permite avaliar o comportamento do sistema frente a condi¢cdes operacionais de
estudo. As cinco etapas sao:

1) Fase de adaptacdo — ocorre devido a presenca de células invidveis ou esporos
no inéculo, ou ainda devido a um periodo de adaptacao fisiolodgica das células
frente as modificacGes nas condicbes de cultivo. Ela pode ser evitada ao
utilizar células em crescimento exponencial avangado como inéculo;

2) Fase exponencial ou logaritmica — caracteriza-se pelo inicio do crescimento e
da multiplicacdo das células. As mesmas se dividem exponencialmente com o
tempo enquanto substratos, luz e temperatura estiverem adequados ao
crescimento;

3) Fase de transicdo — reducdo da multiplicacdo, devido ao aumento da
populacao;

4) Fase estacionaria — caracteriza-se por uma populagao praticamente constante;
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5) Fase de declinio — reducdo da populacdo devido a escassez de recursos.

Ainda de acordo com Lourengo (2006) sdo trés as categorias basicas de aplica¢Oes
comerciais ja reconhecidas para as microalgas:

1) Uso de microalgas para aumentar o valor nutricional de alguns alimentos para
animais e para o homem;

2) Uso de microalgas como ragdao para aquicultura in natura ou parcialmente
processadas;

3) Utilizacdo de moléculas de alto valor agregado provinda das microalgas, como
vitaminas, pigmentos e dcidos graxos, em alimentos industrializados, produtos
farmacéuticos e cosméticos.

Além disso, um fator importante para o uso desse tipo de fonte renovavel é a
captacdo de CO, do ar para a realizacdo de fotossintese. Estima-se que para cada 1 kg de
microalga seca, tenha-se uma captura liquida de 1,86 kg de CO, da atmosfera (Chisti,
2007).

Pulz e Gross (2004) estimam que o mercado atual envolva 5.000 t/ano de biomassa
microalgdcea somando 1,25 bilhdo/ano de ddlares em receitas, excluindo os produtos
processados.

Além dessas, atualmente estdo em fase de estudo a produgdao de biogas proveniente
da biomassa microalgdcea e a producdo de biodiesel proveniente da extracdo de acidos
graxos a partir das microalgas (Brennan e Owende, 2010; Chisti, 2007; Rawat et al., 2013).

Como principais vantagens do uso de microalgas como matéria-prima para a
producdo do biodiesel, Brennan e Owende (2010) ressaltam que:

1) S3o cultivaveis o ano todo;

2) Consomem menor quantidade de dgua do que as culturas tradicionais;

3) Podem usar dgua salobra e terras ndo cultivaveis;

4) Apresentam dindmica de crescimento rdpido, com teor de dleo significativo;
5) Sado agentes de biofixacdo de COy;

6) Podem usar os nutrientes de dguas residuais (N, K, P);

7) Apresentam coprodutos valiosos, como proteinas;

8) Sua composicdo bioquimica pode ser modulada em funcdo do meio e das
condi¢des de cultivo.

O cultivo de microalgas marinhas apresenta menor potencial de contaminacdo por
bactérias e fungos devido a natureza salina dos meios de cultivos (Gris, 2011).
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A Nannochloropsis oculata, objeto de estudo desse trabalho, apresenta de 2 a 4 um
de diametro médio, tem formato esférico ou ligeiramente ovoléide e ndo apresenta
flagelos. A Figura 1 apresenta uma imagem de microscopio da microalga. Ela é
amplamente distribuida nos oceanos e demonstra grande resisténcia em meio
competitivo algal (Lourengo, 2006; Soares, 2010).

Figura 1 — Imagem de microscopio da Nannochloropsis Oculata. Adaptado de Soares
(2010).

Ela é um microorganismo interessante no campo da biotecnologia marinha devido ao
seu alto conteudo lipidico. Muitas microalgas podem acumular lipideos devido ao excesso
fotossintético e algumas podem ainda acumular lipideos sob regime heterotréfico ou
condicdes de estresse, tais como restricao de nutrientes ou modificagGes na salinidade do
meio. O interesse comercial na Nannochloropsis visa também o teor de acido graxo
poliinsaturados, os chamados PUFA. O teor de lipideos na Nannochloropsis oculata pode
variar entre 8 e 50%, dependendo da fase de crescimento, da temperatura, concentragao
de CO; e nitrogénio no meio de cultura. Existem relatos de aumento de 30% para 50% do
conteudo lipidico dessa microalga da fase exponencial para a fase estacionaria. O perfil
de acidos graxos da Nannochloropsis oculata é semelhante ao de outras espécies de
Nannochloropsis e essas foram identificadas como os produtores autotroficos mais
promissores de EPA (acido eicosapentaendico, pertencente a familia de w3) para o
consumo humano (Chiu et al., 2009; Koller et al., 2012; Yen et al., 2013; Zhu e Dunford,
2013).

2.3 Condigoes e meio de Cultivo para microalgas marinhas

A dgua do mar contém aproximadamente 3,5% de substancias dissolvidas, somando
cerca de 70 elementos quimicos diferentes em sua composi¢ao natural. Para o cultivo em
laboratério de microalgas marinhas se faz necessario o uso de meio de cultivo que se
aproxime dessa composigao.

Lourenco (2006) divide os nutrientes para o cultivo algal em dois grupos: os macros e
os micronutrientes. Os primeiros apresentam funcdes constitutivas das células, como
compor a estrutura de membranas e da prépria célula microalgal. Carbono, Hidrogénio,
Oxigénio, Nitrogénio, Fosforo, Enxofre, Potassio, Magnésio, Silicio e Ferro compdem esse
grupo. Por outro lado, os micronutrientes auxiliam na atividade de diversas enzimas,
fundamentais para o funcionamento da célula. Sdo exemplos de micronutrientes o
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Manganés, Molibdénio, Cobalto, Boro, Zinco e Cobre. Ele indica ainda, o uso de vitaminas
para cultivos densos.

2.4 Regimede Cultivo

7

O termo microalga é normalmente utilizado em seu sentido mais restrito como
sindbnimo para algas unicelulares fotoautotréficas utilizando CO,, com obtencdo de
energia a partir da luz. Embora certas espécies sejam obrigatoriamente fotoautotrdéficas,
inUmeros microrganismos atualmente classificadas como microalgas sdo, na verdade
heterotroéficos obrigatérios e outros sdo capaz de ambos, metabolismos heterotréficos e
fotoautotroficos, sequencialmente ou simultaneamente (Bumbak et al., 2011).

2.4.1 Autotrdfico

Autotrofico ou fotoautotréfico é o regime de cultivo mais comumente utilizado nos
dias atuais para o crescimento de microalgas. Muitas microalgas sao especialmente
eficientes conversores de energia solar, por isso elas sdao cultivadas em ambiente
iluminado, natural ou artificialmente. Sob cultura autotréfica, as células recuperam a
energia da luz e utilizam CO, como uma fonte de carbono. A introdugao de luz, natural ou
artificial, suficiente para permitir o crescimento macico e densas populac¢des é o principal
objetivo desse regime e também um fator limitante do cultivo: quanto mais luz, até o
limite para a espécie, maior serd o crescimento (Perez-Garcia et al., 2011).

Atualmente, a producdo autotréfica é o Unico método que é técnica e
economicamente vidvel em grande escala para aplicagdes especificas, mas ainda nao esta
plenamente desenvolvida para producdao de biocombustiveis (Brennan e Owende, 2010).

Existem, porém, limitacbes de ordem prdtica para esse regime de cultivo. Por
depender fortemente da energia transmitida via irradiacdo luminosa para a realizacdo da
fotossintese, faz-se necessdria uma geometria propria para o recipiente de cultivo, de
modo a promover a dispersdo homogénea de luminosidade dentro da cultura algal.
Tradicionalmente, utilizam-se tanques ou bacias rasas, ou ainda reatores cuja area
superficial seja elevada. Outra questdo pratica a ser avaliada é que o material dos
reatores, quando em sistema fechado, deve ser translicido, de modo a permitir a
passagem da luz para o meio (Chisti, 2007; Brennan e Owende, 2010; Rawat et al., 2013).

Huang et al. (2013) estudam os efeitos de suplementacdo de nitrogénio no meio de
cultivo em trés microalgas. O cultivo é feito em regime batelada em uma incubadora
iluminada em frascos de 3 L com meio f/2 a 25°C e 150 umol fétons m2s™ por um periodo
de 10 dias. As concentracdes em nitrogénio em teste sdo 0; 0,22; 0,44; 0,88 e 1,76 mM.
Os resultados mostram uma correlacdao positiva entre a concentracao de nitrogénio e o
crescimento de todas as trés espécies testadas. Por outro lado, o teor lipidico parece
reduzir-se com o aumento da concentragdao de nitrogénio, atingindo seu maximo, para a
Nannochloropsis oculata no caso em estudo, a 35,85% na concentracdo de 0,22 mM de
nitrogénio. O menor teor lipidico nessa microalga foi de 29,16% na maior concentragdo
de nitrogénio.

Roleda et al. (2013) avaliam os efeitos da temperatura e quantidade de nutrientes
sob o crescimento e conteldo lipidico de seis microalgas oleaginosas. O estudo é
realizado em batelada, em frascos de 500 mL, usando uma matriz de dois niveis de
temperatura (10 e 20°C) e dois niveis de nutrientes (pleno e deficiente). Dentre as



DEQUI / UFRGS - Viviane Ferreira 7

microalgas testadas esta a Nannochloropsis oculata, em que foi usado o meio de cultivo
f/2. O fotoperiodo é de 16:8 h de luz/escuriddo, com intensidade luminosa de 100 * 10
umol fétons m-?s-'. O periodo de cultivo é de 12 dias, correspondendo a uma
produtividade didria maxima em biomassa de 0,146 mg/mL, para o cultivo em
temperatura de 20°C e pleno em nutrientes. Apresentando nessa mesma condi¢gdao um
teor organico em sua composicdo de 45%, o mais alto dentre os cultivos testados. O
estudo sugere ainda que a redugdo de temperatura nao parece ter efeito significativo
sobre o teor de lipideos na Nannochloropsis oculata, mas a restricdo de nutrientes
apresenta um aumento desse teor em todas as culturas testadas, sendo que a condicdo
de baixa temperatura e restricdo de nutrientes aumenta em 247% o teor lipidico na
Nannochloropsis oculata, mas desencadeia uma redugdo no crescimento.

Além desses, diversos sao os estudos avaliando o potencial da Nannochloropsis
oculata em regime autotréfico. Dentre os mais relevantes para esse trabalho, estd a
dissertacdo de Gris (2011), que avalia as condi¢Ges de crescimento da mesma cepa de
microalga usada, em funcdo das variacdes de concentracdo de nitrogénio, temperatura e
intensidade luminosa, em fotobiorreator airlift em batelada. O cultivo foi avaliado
durante 11 dias, com medidas diarias de absorbancia em espectrofotémetro a 570 nm, e
analises de peso seco, usando como meio de cultura f/2.

A maior concentragdo em biomassa que Gris (2011) observa é 482,7 mg/L, , cultivada
a 21°C, 105 mg/L NaNOs e 9000 lux. Outro ponto de destaque estd a 453mg/L, cultivada a
27°C e demais condi¢Bes iguais a anterior, o que leva a avaliar a pouca influéncia da
temperatura frente aos outros dois parametros.

2.4.2 Heterotrdfico

Uma alternativa vidvel para culturas em regime autotréfico, mas restrito a poucas
espécies de microalgas, é a utilizacdo da sua capacidade de crescimento
guimioheterotroéfico na auséncia de luz e substituindo a fixacdo de CO, da atmosfera por
fontes de carbono organico dissolvido no meio de cultura. Quimioheterotrofia é definida
como a utilizacdo de compostos organicos para o crescimento sem necessidade de fonte
de luz. Quimioheterétrofos sdao organismos cujos substratos e necessidades de energia
sdo adquiridas de compostos organicos sintetizados por outros organismos. Em se
tratando de microalgas é comum o uso do termo heterotréfico como sinénimo de
quimioheterotrofico. A composicdo do meio de cultura de base para as culturas
heterotréficas é semelhante a cultura autotréfica com a Unica exce¢dao de adigcdo de
carbono organico (Perez-Garcia et al., 2011).

Cultivos heterotroficos podem ser realizados em fermentadores tradicionais, em que
o controle de crescimento e esterilizacao é mais eficiente. Permitem cultivos mais densos,
uma vez que nao ha necessidade de permitir passagem de luz até o interior do meio de
cultivo, o que reduz o custo de colheita. Apresentam tradicionalmente maiores
concentracbes de lipideos, podendo ser modulavel pelo uso de fonte adequada de
carbono. Ainda assim, esse regime é limitado pela concentra¢dao de oxigénio dissolvido,
devendo apresentar boa aeracdo e agitacdo. Por apresentar substrato carbonico
dissolvido no meio de cultivo, esse regime em relacdo ao autotréfico, apresenta maior
capacidade de crescimento de cultivos indesejados, especialmente fungos e bactérias. Por
esse motivo é recomendado o uso desse regime em reatores fechados, de material
facilmente esterilizdvel e com controles periddicos de contaminacdo (Perez-Garcia et al.,
2011).
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As caracteristicas das microalgas para o crescimento heterotréfico sdo, segundo
Perez-Garcia et al. (2011):

1) Ser capaz de realizar a divisdo celular e ter metabolismo ativo em auséncia de
luz;

2) Aceitar como substrato orgdnico no meio de cultivo compostos facilmente
esterilizaveis;

3) Ter rapida adaptacdo a mudancas de ambientes;
4) Apresentar boa resisténcia mecanica a agitacdo e cisalhamento.

Gladue e Maxey (1994) apresentam um estudo com 121 cepas de microalgas
avaliando o seu potencial de cultivo heterotréfico. Dentre as microalgas de estudo estdo
12 cepas de Nannochloropsis, dentre elas a Nannochloropsis oculata. O estudo é dividido
em trés etapas e apenas as cepas que tem resultados satisfatérios passam para a proxima
etapa. A primeira etapa testa a possibilidade de cultivo heterotréfico em tubos de ensaio
de 5 ml cultivados a 20 e 25°C. Cada teste é acompanhado de um controle autotrofico e
um controle negativo (teste em branco). Para a Nannochloropsis oculata o meio de
cultivo é o SK suplementado com glicerol a 18 g/L (195 mM) e fonte complexa de
nutrientes CN. Essa cepa apresenta resultado positivo na primeira etapa, passando para a
segunda etapa que consiste do cultivo em frascos de shaker, a 26°C e rotacao de 100-120
rom. O crescimento celular é acompanhado por microscopia. O critério de crescimento
nessa etapa é o tempo de geracao, definido como a razdo entre o tempo de cultivo e a
diferenca do logaritmo da concentracdo de massa algal, multiplicado por logaritmo de 2.
A Nannochloropsis oculata ndo apresenta desempenho satisfatério na segunda etapa,
com tempo de geracdo superior as 96h. Ela apresenta, portanto, tempo de crescimento
lento comparado com as demais cepas testadas.

Segundo Liang (2013), para a producdo abundante de produtos valiosos a partir de
microalgas, em particular biocombustiveis, as microalgas devem ser -cultivadas
heterotroficamente, em que carbonos organicos, tais como aclcares ou acidos organicos,
servem como fonte de carbono e energia. Essa condi¢ao de cultura elimina o requisito de
luz e, portanto, oferece a possibilidade de um grande aumento da densidade celular e da
produtividade. No entanto, os impedimentos para essa cultura em escala comercial de
microalgas heterotréficas ainda sdo econémicos. Para superar o obstaculo de custos na
fabricacdo de biocombustiveis a partir de microalgas e torna-la economicamente vidvel,
pelo menos, trés areas precisam ser exploradas:

1) Descoberta de fontes de carbono de baixo ou zero custo para suportar o
crescimento de microalgas heterotrdéficas;

2) Projeto de biorreatores apropriados para o cultivo heterotréfico em escala
industrial;

3) Identificacdo de vias adequadas para a conversdo de biomassa de algas aos
biocombustiveis.
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2.4.3 Mixotrdfico

Mixotréfico € um regime de crescimento variante do regime de crescimento
heterotroéfico, onde CO, e carbono organico estdo simultaneamente assimilados e tanto o
metabolismo respiratério quanto o fotossintético estdo em operagdo (Perez-Garcia et al.,
2011).

Cultivos mixotréficos podem proporcionar um ambiente mais préoximo ao ideal para o
crescimento de microalgas, o que muitas vezes leva a uma maior taxa de crescimento em
comparagao com o cultivo convencional autotréfico. As taxas de crescimento e as
concentra¢cdes de biomassa tendem a aumentar devido a um efeito sinérgico entre o uso
de luz e CO,, e o substrato organico. Entre todos os substratos possiveis, a utilizacdo de
glicerol como matéria-prima para o cultivo ganhou mais atengao recentemente. O glicerol
é um subproduto do processo de producdo de biodiesel. Estima-se uma proporcdo de
cerca de 10% (w/w) na saida do processo. E seu uso como fonte de carbono pode reduzir
0s custos com o substrato (Liang, 2013; Yen et al., 2013).

Fang et al. (2004) avaliam o efeito da fonte de carbono no crescimento heterotréfico
e mixotrofico de Nannochloropsis sp. As amostras sdo cultivadas durante 7 dias em
erlenmeyers de 250 ml em um shaker orbital de 100 rpm a 23°C. Um cultivo autotrdéfico é
igualmente realizado para comparacdo. Testes periédicos de pureza por andlise em
microscépio sdo realizados. Como fontes de carbono sdo testadas glicose e etanol com 30
mM de concentracdao. Os melhores resultados de crescimento sdo encontrados para
regime mixotréfico com glicose, 550 mg/L de biomassa e regime mixotréfico com etanol
510ml/L. Observa-se que nesse trabalho o regime heterotréfico apresenta o menor
crescimento.

2.5 Fontedecarbono

Glicose é a fonte organica de carbono mais usualmente empregada em crescimento
de microalgas. Ela proporciona altas taxas de crescimento e respiracao, o que é devido ao
seu alto teor energético, cerca de 2,8 ki/mol (Perez-Garcia et al., 2011). Entretanto, a
Nannochloropsis sp. parece preferir o glicerol do que a glicose ou acetato como fonte de
carbono (Wood et al., 1999).

De toda a glicose absorvida pelas microalgas, cerca de 1% permanece como glicose
livre. Mais de 85% da glicose é assimilada e convertida em oligossacarideo
(essencialmente sacarose, cerca de 50%) e polissacarideos (principalmente amido, 30%).
Contudo, existem teorias de que as microalgas ndo apresentam invertase para
assimilacdo de sacarose a partir do meio de cultivo (Perez-Garcia et al., 2011).

2.6 Sistemade cultivo

O sistema de cultivo de microalgas pode ser aberto ou fechado, de forma continua,
em batelada ou batelada alimentada (Chisti, 2007; Brennan e Owende, 2010; Bumbak et
al., 2011; Yi-Feng e Wu, 2011)

Comercialmente, sistemas abertos sdo as lagoas abertas de cultivo de microalgas,
usadas desde os anos 1950. Elas podem ser naturais, lagos e lagoas, ou construidas de
forma artificial na forma de tanques, em concreto, ou terra compactada forrada com
plastico. Sdo a forma de cultivo mais usual para sistemas autotréficos, pois apresentam
baixo custo de instalacdo, entretanto estdo sujeitas a contaminacdo do ambiente ao
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entorno, via bactérias, fungos e outras culturas de microalgas. Tradicionalmente essas
lagoas apresentam um mecanismo de agitacdo, para promover a aera¢ao e evitar a
sedimentacdo (Brennan e Owende, 2010).

Sistemas fechados apresentam-se na forma de biorreatores, cuja geometria é de
extrema importancia para cultivos autotréficos, devendo apresentar uma grande relacdo
area/volume, a fim de possibilitar um melhor aproveitamento da luz solar. Em cultivos
heterotréficos, a forma do reator pode ser a dos tradicionais fermentadores, usados para
bactérias e fungos. Nesse sistema de cultivo o investimento é maior, porém as condi¢cdes
de crescimento e as contaminag¢des podem ser controladas com precisdao muito superior
(Brennan e Owende, 2010; Perez-Garcia et al., 2011; Rawat et al., 2013).Operados de
forma continua, ambos os sistemas apresentam continua injecdo e retirada de biomassa.
Em batelada, é inserido no sistema de cultivo, meio e indculo e ndo ha insercdo extra
durante o periodo de cultivo, na colheita é retirado todo o volume do cultivo e iniciado
um novo. Batelada alimentada é a mistura dos dois processos, em que hda uma insercdo
inicial de meio e indculo, e posterior adicdo de meio extra para promover o crescimento
do cultivo (Brennan e Owende, 2010; Bumbak et al., 2011; Perez-Garcia et al., 2011; Yi-
Feng e Wu, 2011).
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3 Materiais e Métodos

Este capitulo aborda o detalhamento dos materiais e métodos usados neste trabalho,
em que se fez uso dos equipamentos e infraestrutura disponibilizados pelo Departamento
de Engenharia Quimica.

3.1 Indculoebancodecélulas

A cepa de Nannochloropsis oculata em estudo nesse trabalho foi cedida pelo
Laboratério de Ecologia de Fitoplancton e Microorganismos Marinhos, da Universidade
Federal de Rio Grande. A manutencdo do banco de células se deu em uma incubadora
dotada de controle de temperatura e fotoperiodo, construida a partir de um refrigerador
no trabalho de Gris (2011).

Para manutencdo do banco, as células foram mantidas em regime autotréfico com
repicagens em tubos de ensaio de 10 mL de volume util e em erlenmeyers de 1000 mL. As
condicOes das repicagens estdo no Apéndice A —, e seguem a mesma metodologia
adotada por Gris (2011).

Para os indculos usados nos experimentos deste trabalho, partiu-se das células
incubadas nos erlenmeyers de 1000 mL, que foram incubadas em bombonas de plastico
de 5 L, com 4 L de volume Uutil, previamente esterilizadas com uso de agua sanitaria, na
proporcdo 1:1000, e o cloro que restasse ativo foi neutralizado com solugdo de tiossulfato
de sédio na mesma proporcao. A repicagem nas bombonas foi feita usando a proporcao
1:10, incubadas em regime autotréfico com fotoperiodo de 12 h, a 1500 lux, num periodo
médio de 7 dias, em que a absorbancia do indculo chegasse a 1+ 0,1 abs a 720 nm. Uma
vez alcancado os valores desejados de absorbancia, a mesma foi repicada para os
diferentes experimentos.

O meio de cultura utilizado nesse trabalho foi o f/2, que é largamente utilizado em
pesquisas de microalgas marinhas. Esse meio, neste estudo, foi modificado na sua
composi¢cdo de NaNOs, devido aos resultados atingidos por Gris (2011), que indicam que
uma composicdo de 105 mg/L de NaNOsz apresenta um maior crescimento da cepa de
microalga estudada. Trata-se de um meio marinho artificial, formado pela combinac¢ao de
6 solucbes estoques: meio salino, solucdo de vitaminas, solugcdo de NaNQOs, solucdo de
metais-tracos, solucdo de fosfato e solucdo de silicato. A Tabela 1 apresenta a
composicdo do meio f/2 modificado, das solugBes estoques, e a concentracdo final no
meio de cultivo. Detalhes do preparo das solu¢des podem ser vistos no Apéndice A —B.

Toda a vidraria e material envolvido no processo de manutencdo e repicagem dos
indculos foi devidamente limpo e esterilizado em autoclave, a 1 kgf/cm?g e 121 °C, por 30
min (prévio a sua utilizacdo) ou 45 min (apds o contato com as células). As autoclaves
usadas nesse trabalho foram Autoclave vertical CS da Prismatec e Autoclave vertical AL da
Phoenix Luterco. Materiais que devido ao tamanho ou fragilidade térmica ndo puderam
ser esterilizados em autoclave, foram limpos com agua sanitdria ou com radiacao UV,
num periodo minimo de 30 min.
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Tabela 1 - Composi¢do meio f/2 modificado utilizado

Concentragao | Concentracao
luga io f/2
Solugdo (volume no meio final) Reagente usado S01UEa0 me!o. /
estoque modificado
(mg/L) (mg/L)
Solugdo salina (1000 ml) Sal marinho 33300 33000 + 1000
Nitrato (1,4 ml) NaNO; 75000 105
Fosfato (1ml) NaH,P0O,4.H,0 5000 5
Silicato (1ml) Na,Si03.9H,0 30000 30
CuS04.5H,0 9,8 9,8 x 107
3 ZnS04.7H,0 22,2 22,2 x10°
g CoCl,.6H,0 10 10 x10°
o Metais-tragos (1ml) MnCl,.4H,0 180 180 x10°
]
S, Na,Mo004.2H,0 6,3 6,3 x107
=
3 FeCl3.6H,0 3,15 3,15
Na,EDTA 4,36 4,36
Tiamina (B1) 100 100 x 10
Vitaminas (1 ml) Cianocobalamina 0,5 0,5 x 10°
(B12)
Biotina (B-) 0,5 0,5x 102

Adaptado de Guillard (1975) apud Lorenco (2006)

3.2 Testede ambientacgao

Foi realizada uma série de ensaios qualitativos a fim de verificar a viabilidade das
condicOes basicas de metabolizacdo heterotréfica pela microalga escolhida.

Para essa avaliacdo, utilizaram-se erlenmeyers de 250 mL, com volume util de 200 mL
aproximadamente, recobertos com papel contact preto em toda superficie externa, com
excecdo do bocal, que foi fechado com uma bucha fabricada em gaze, algodao hidréfobo
e barbante. Foram realizados experimentos sem duplicata, usando como fonte de
carbono acucar extra fino comercial da marca eKonomico, avaliado em trés
concentragdes 1,3 e 5 g/L.

Os erlenmeyers (ver Figura 2) foram colocados na incubadora refrigerada shaker de
bancada, marca Cientec, modelo CT-712RN, a 21°C, valor baseado nos resultados da
dissertacdo de mestrado de Gris (2011), e com rotacdo de 75 rpm, com ajuste manual
buscando equilibrio entre agitacdo vigorosa e auséncia de respingos na bucha utilizada
para vedacgao do frasco.

Nesse experimento foram medidas apenas as absorbancias no espectrofotometro
marca Pré-Andlise, modelo UV-1600, no comprimento de onda 720 nm. O tempo de
cultivo foi de 6 dias.
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Uma vez ambientada, a microalga foi repicada e inoculada em meio novo para ser
submetida a um periodo de 4 dias em auséncia de luz, nas mesmas condi¢cGes de
temperatura e rotagdo no shaker.

Figura 2 — Frascos no interior da incubadora shaker para o teste preliminar de cultivo
heterotroéfico

3.3 Testede concentragao

Baseado nos resultados da ambientagdao foi feita outra série de experimentos em
auséncia de luz no shaker nas mesmas condi¢bes de temperatura e rotagao. O objetivo
dessa segunda série de testes foi definir a concentracdo e fonte de carbono. Partiu-se do
inoculo mae em regime autotrofico para a repicagem das amostras.

Esse experimento foi realizado em triplicata ou duplicata, variando a concentragao e
fonte de carbono. Como concentragdes foram usadas 0,1 g/L, 1 g/L e 10 g/L, e como fonte
de carbono testaram-se glicose e sacarose.

Nesse experimento foram testadas todas as concentracdes com todas as fontes de
carbono, resultando em 6 ensaios que foram feitos 5 em triplicata e 1 em duplicata,
somando 17 erlenmeyers com amostra.

3.4 Fotobiorreatores

A mini-planta de fotorreatores utilizada nesse estudo foi construida no trabalho de
mestrado de Gris (2011). Ela possui trés prateleiras de aco de 120 cm de comprimento, 40
cm de largura e 69,5 cm de altura. Cada prateleira tem duas lampadas fluorescentes,
acopladas a um circuito de modulagao de tensdo. Nesse experimento, as lampadas foram
usadas na tensdo maxima, e a intensidade luminosa foi modulada pelo posicionamento
do reator na prateleira, por meio de medidas com um luximetro LD-200, da Instrutherm,
medido na face do reator em que a luz incide, na altura aproximada de 18,25 cm, entre as
duas lampadas. As lampadas estdo conectadas a um temporizador, de modo a permitir a
variacdo no fotoperiodo. Nesse experimento, o fotoperiodo adotado foi de 12h.
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Figura 3 — Representacdo esquematica das dimens&es do fotobiorreator - Retirado de Gris
(2011)

A planta continha inicialmente 12 reatores, sendo que foram confeccionados outros 3
reatores para esse estudo. Todos os reatores foram construidos em acrilico transparente,
apresentando formato retangular, com volume util médio de 3195 ml + 54ml, com as
dimensdes descritas na Figura 3. A aeracdo é feita por duas pedras porosas na parte
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inferior do riser, e a troca térmica é feita através de um trocador de calor, confeccionado
em aco inox 316, em forma de U, acoplado com mangueiras, dentro do qual ha circulacdo
de agua para promover o resfriamento. As amostras sdo coletadas pelo orificio na parte
superior. Tem-se também, acoplado ao reator, um pequeno condensador para a saida de
gases.

O potencial de transferéncia de massa do fotobiorreator foi medido por Gris (2011),
na temperatura de 19°C, para as vazdes de ar de 500, 750 e 1000 ml/min, o coeficiente
volumétrico de transferéncia de massa na fase liquida apresentou os valores, 21,24 h?,
28,62 h' e 31,68 h™, respectivamente. Essa medida n3o foi refeita neste trabalho.

3.5 Planejamento Experimental

Para os experimentos em fotobiorreator, foram usadas as condicdes de melhor
crescimento indicadas no trabalho de Gris (2011) para o cultivo da N. Oculata em
fotobiorreator em regime autotroéfico.

As condicdes sdo as seguintes:
e |ntensidade luminosa de 9000 lux;

e Meio de cultivo f/2, modificado a concentragdo de NaNOsz de 75 para 105
mg/L;

e Temperatura entre 21 e 27°C;

Para o cultivo em regime mixotréfico, heterotréfico e branco foi acrescentado ao
meio 30 mM de carbono de uma fonte organica, com base nos resultados dos testes
preliminares e em estudos encontrados na bibliografia (Fang et al., 2004), sendo testadas
trés fontes:

e Glicose (C¢H1206);
e Sacarose (C12H2,011);
e Glicerina (C3HgO3);

Em regime heterotréfico o fotorreator foi recoberto por papel aluminio em toda sua
extensao.

O controle de contaminagdes foi realizado através de um experimento em triplicata
em “Branco”, ou seja, sem a adicdo da microalga. Usou-se como fonte de carbono no
controle a glicose.

Para testar as trés fontes de carbono, em ambos os regimes e em triplicata, foram
necessarias duas bateladas de experimentos. A sequéncia de experimentos e a divisao
por bateladas seguem na Tabela 2.

Note que o experimento em negrito (Glicose mixotrdéfica), foi realizado em ambas as
bateladas, para permitir uma avaliacdo da repetitividade das condi¢cdes do experimento.
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O tempo de cultivo foi definido na primeira batelada, tendo como limite de cultivo
guando uma das culturas comecasse a decair em absorbancia. Isso se deu ao longo do 3°
dia de cultivo.

Tabela 2 — Planejamento experimental para os experimentos em fotorreator separados
em duas bateladas, realizado em triplicata (A,B,C)

Cultivo Triplicata
Sacarose
Mixotrofica 1A 18 1c
S
< Glicose
= ieose 1A 1B 1C
'<_t Mixotrofica
@ Sacarose 1A 18 1C
— Heterotrofica
Glicose
Heterotrdfica 1A 18 1
Autotrofico 2A 2B 2C
Glicerina
(o 2A 2B 2C
:DE( Mixotrofica
= Glicose
= e 2A 2B 2C
g Mixotrofica
oy G|Icerlt13. A 28 2C
Heterotrofica
Branco 2A 2B 2C

No periodo de cultivo, andlises didrias de absorbancia e peso seco foram realizadas. A
Figura 4 apresenta a disposi¢ao dos reatores na planta.

Figura 4 — Foto da planta de fotorreatores durante o segundo dia da segunda batelada de
experimentos
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3.6 Analises/ Metodologia

Para acompanhar o crescimento das células fez-se uso de método de
espectrofotometria visivel, no comprimento de onda de 720 nm. A utilizacdo de medidas
de densidade optica baseia-se na obstrucdo fisica da passagem da luz pelas células.
Quanto maior for a concentracdo das células, maior serd o impedimento &ptico,
aumentando a absorbancia, segundo previsto pela lei de Lambert-Beer. As andlises de
absorbancia foram realizadas no espectrofotometro modelo Pré-Andlise, de marca UV-
1600, em cubeta de vidro, sem dupla.

O comprimento de onda para analise de absorbancia foi escolhido de modo a evitar
os picos dos espectros das clorofilas a e b, presentes em organismos fotossintetizantes.

As amostras foram colhidas dos fotorreatores com o auxilio de uma pipeta automatica
de 10 ml, e alocadas em béqueres, todos previamente limpos e esterilizados em bancada
de fluxo laminar vertical Pachane, modelo Pa50, com Radiagcdo UV por, no minimo, 30
min. Uma vez todas as amostras coletadas, os béqueres foram levados para a sala do
espectrofotometro, e uma a uma, as amostras foram medidas, limpando a cubeta com
agua destilada entre as amostras. O espectrofotometro foi previamente zerado com a
cubeta de amostras contendo agua destilada. O restante das amostras foi esterilizado
com dgua sanitdria marca Proquill e descartado.

Esse procedimento, entre a coleta das amostras e o final das andlises, leva
aproximadamente 1h.

Para as andlises de peso seco, foram retiradas aliquotas, em duplicatas, de volume de
200 ou 150 ml, de apenas uma das triplicatas (a de maior absorbancia), e filtradas com
microfiltro de fibra de vidro GF-3 0,7 um da marca Marcherey-Nagel, de didmetro 125
mm, previamente pesado. Para evitar que haja meio de cultivo retido no filtro
juntamente com a biomassa, realizou-se lavagens do filtrado com dgua destilada. E para
facilitar a filtracdo, usou-se uma bomba a vacuo, modelo 131A, de % de CV, marca
Prismatec.

Uma vez as amostras filtradas, o papel de filtro com o contelddo em biomassa, foi seco
em estufa a 75°C por aproximadamente 24h, até peso constante. A temperatura usada foi
escolhida de modo a ndo degradar o produto microalgal. A estufa utilizada foi a modelo 5,
marca Med Clave. Apds a secagem, o papel de filtro foi retirado da estufa e colocado em
dessecador de silica para esfriar. Depois de frio, o papel foi pesado, numa balanca
analitica, marca BOSCH, modelo SAE 200.
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4 Resultados

No presente capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados desse trabalho. A
abordagem comec¢a pelos resultados dos testes preliminares, partindo para os dados
obtidos na planta de fotobiorreatores e por fim uma discussao sobre as evidéncias de
contaminacao.

4.1 Testespreliminares

Conforme descrito anteriormente, foram realizados testes preliminares para avaliar o
potencial de crescimento em regime heterotréfico da microalga. O primeiro teste avaliou
o potencial de desenvolvimento da microalga em auséncia de luz, em meio suplementado
com acgucar, conforme citado anteriormente, em trés concentra¢des distintas, 1, 3e 5 g/L.

Observa-se que nas primeiras 150 horas ha crescimento, mas ndao é evidenciada
diferenca entre as concentracdes. A Figura 5 evidencia que apds a segunda repicagem, ja
em regime heterotroéfico, a concentracdo de 1 g/L se sobressai no valor da absorbancia
das demais. Observa-se ainda uma nitida descoloracdo da cultura, mostrada na Figura 6.

Com base nos resultados desse teste de ambientacdo, partiu-se para um experimento
com valores mais espacados de concentracdo de fonte de carbono, e foi testado como
fonte de carbono, na forma de reagentes PA, glicose e sacarose, nas concentracdes 0,1; 1
e 10 g/L.
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Figura 5—- Curva de absorbancia em fungdo do tempo de cultivo para o segundo teste de
ambientacdo da Nannochloropsis Oculata na auséncia de luz

Nas avaliacbes da concentracdo de glicose residual nos meio de cultivo, ndo foi
possivel usar a curva de calibracdo da concentracdo em glicose pela reagdo com DNS (3,5
dinitro salicilato) em fun¢do da medida de absorbancia, uma vez que a presenca da massa
algal, interfere na medida, resultando em valores de absorbancia maior. Em virtude dessa
interferéncia, optou-se por abandonar essa analise nos experimentos posteriores.
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Figura 6 — Comparacdo visual de intensidade de coloracdo verde entre cultivo
heterotréfico (erlenmeyer) e autotréfico (bombonas)

Apresenta-se, portanto, unicamente a avaliacdo qualitativa do consumo de glicose
nos experimentos através da Figura 7, em que sdo apresentadas as variacles da
absorbancia correspondendo a reagao com DNS, com influéncia da biomassa presente no
meio, em funcdo do tempo de cultivo.
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Figura 7 - Curva de absorbancia em funcdo do tempo de cultivo avaliando a concentracao
de glicose pela reagao com DNS.

E possivel perceber, ainda que de modo qualitativo, que hd um decréscimo da
concentragdo de glicose no meio, e que nos cultivos com concentracdo elevada, a
variacdo de concentracdo através do consumo da fonte de carbono pela microalga nao
parece ser muito superior aquela encontrada na concentragédo de 1 g/L.

Acoplando os dados da Figura 8, surge a hipétese de que uma elevada concentragao
na fonte de carbono possa ser prejudicial ou no minimo indiferente para o crescimento
da microalga. Visto que as absorbancias em 720 nm em concentra¢do elevada ndo
chegaram aos valores alcangados pelo cultivoa 1 g/L.
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Os experimentos em concentra¢do baixa, 0,1 g/L, mostram que essa concentragdo é
insuficiente para sustentar um crescimento algal representativo nessas condigdes.
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Figura 8—Resultados do teste de concentracdo, apresentado em forma de curva de

absorbancia em fungdo do tempo de cultivo para cultivo heterotréfico

Observa-se ainda uma incoeréncia em relacdo a tendéncia geral da curva da Sacarose

10g/L A,

como pode ser visto na Figura 8, que apresenta-se acima das demais. Um

comportamento inverso é demonstrado pela curva Glicose 1g/L B. E possivel que esses
dois experimentos tenham sido trocados durante a pratica.

4.2 Experimentos nosfotobiorreatores

Esta secdo mostra os resultados principais desse trabalho, através da andlise dos
dados obtidos no fotobiorreator pela comparac¢do direta dos resultados obtidos nos trés
regimes e com as trés fontes de carbono testadas.
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Para uma avaliacdo individual dos experimentos em triplicatas é possivel consultar o
Apéndice C.

Sdo apresentadas aqui as curvas de correlagdo entre as analises de absorbancia e as
de peso seco. Em seguida, é feita a discussdo dos resultados em concentracdo de
biomassa.

A fim de permitir a comparacdo entre as duas bateladas de experimentos, uma
condicdo especifica foi realizada em ambas as bateladas, o experimento de glicose em
regime mixotréfico. A Figura 9 apresenta os resultados das duas bateladas. Observa-se
um deslocamento na curva de crescimento da segunda batelada, devido principalmente a
contribuicdo do experimento 2A. Observa-se que a variancia da segunda batelada esta
mais elevada do que a da primeira, mas as duas curvas apresentam comportamentos
semelhantes, portanto serdao consideradas experimentalmente iguais dentro dos erros da
técnica usada, permitindo a comparacdo entre os resultados das duas bateladas.
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Figura 9 — Comparacao da evolucdo temporal nos experimentos para glicose mixotréfica
na 1° batelada (1A, 1B e 1C) e 2° batelada (2A, 2B e 2C)

4.2.1 Curva de correlagcdo entre absorbdncia e peso seco

Neste tdpico, serdo abordados os resultados das curvas de concentracdo em
biomassa, medidas por peso seco, com os resultados das andlises de absorbancia.

Na primeira batelada de experimentos, realizou-se a andlise de peso seco somente
apos o término do tempo de cultivo, pois supostamente a relacdo concentragdo vs
absorbancia deveria ser uma reta que passasse pela origem, uma vez que na auséncia de
microalgas a absorbancia lida é nula, comprovada pelo uso do meio como branco nas
analises no espectrofotometro. A Figura 10 mostra essas relacdes passando pela origem
para os experimentos da primeira batelada.
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Figura 10 — Regressoes lineares da concentracdo em funcdo da absorbancia na batelada 1

Entretanto, o término dessa batelada sé foi possivel, apds 148 horas do inicio do
experimento. Portanto, esses resultados de concentracdo de biomassa, baseados nas
medidas de peso seco, foram tomados na fase de declinio dos cultivos heterotréficos
podendo, portanto ndo representar corretamente a relacdo desejada.

Para a segunda batelada, foram realizadas andlises diarias de peso seco em uma das
triplicatas de cada experimento, sendo escolhida a condicdo que apresenta maior
absorbancia no inicio do experimento. A saber: autotréfico 2A, glicerina heterotréfica 2C,
glicerina mixotréfica 2C, glicose mixotréfica 2C e branco 2C. Esse ultimo serd detalhado
em capitulo proprio sobre a contaminagao.

Os resultados dessas analises de peso seco, ao contrario do esperado, apresentaram
grande variabilidade de resultados, e em alguns casos um coeficiente de correlagdo
menor do que 0,50.

Na sequéncia, sdo apresentados e discutidos os dados para cada um dos
experimentos da segunda batelada.

Em regime autotrofico, os resultados da andlise de peso seco apresentaram uma baixa
variabilidade, conforme Figura 11, quando comparada aos demais experimentos desse
estudo.

Para fins de calculo da correlagdo linear, foi desprezado um dos pontos experimentais,
pois 0 mesmo encontrava-se muito fora da tendéncia geral dos demais, devendo resultar
de algum erro de pesagem ou de avolumagao da amostra usada.
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Figura 11 - Regressao linear da concentragdo em fungdo da absorbancia para regime

autotroéfico

Observa-se ainda que o coeficiente linear, aqui representado por -0,0027 ndo esta
distante do ponto zero, o que esta de acordo com o esperado pela lei de Lambert-Beer.

Para o regime heterotrofico, conforme mostrado na Figura 12, obtém-se o pior
coeficiente de correlacdo dentre as amostras contendo microalgas, avaliado em 0,4927,
mesmo com a exclusdo de 2 pontos experimentais extremos. Observa-se ainda o
coeficiente linear que se afasta do ponto zero, e o coeficiente angular que aumentou em
guase 5 vezes em compara¢ao com o valor encontrado no regime autotroéfico.

Ndo é possivel explicar com clareza o que levou a tamanha dispersao dos dados, mas
algumas hipoteses surgiram ao fazer a avaliagao dos mesmos, infelizmente nenhuma
delas pode ser confirmada na pratica. As hipdteses sdo as seguintes:

1)

2)

O uso de glicerina como fonte de carbono, por ser um reagente com alta
viscosidade, pode ter permitido a criagdo de zonas de concentragdes elevadas
em detrimento de zonas mais diluidas, o que poderia levar a resultados bem
distintos quando da filtracdo da amostra, se houvesse acumulo de glicerina na
microalga retida pelo filtro, apesar das lavagens com agua destilada. A mesma
provavelmente ndo seria evaporada na estufa que se encontrava a 75°C, visto
que seu ponto de ebulicdo é a 290°C (Brenntag Quimica), contribuindo para o
aumento de massa e dispersdo dos pontos.

A transicdo de regimes de cultivo, do autotréfico para o heterotréfico, pode
levar a uma modificacdo da relacdo entre a concentracdo em biomassa e a
absorbancia. E possivel que essa alteracdo de metabolismo na microalga
durante o experimento tenha contribuido para a dispersdo dos dados, pois,
nessa hipdtese, duas relagdes distintas entre os parametros estudados
existiriam, ndo permitindo assim a avaliacdo indistinta dos dados para
encontrar a correlacdo desejada.
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Figura 12 — Regressao linear da concentracdao em funcdo da absorbancia para glicerina em
regime heterotrdéfico

No experimento realizado com glicose em regime mixotrofico, conforme Figura 13,
teve-se o maior coeficiente de correlagao nesse estudo, excluindo apenas um ponto que
pareceu estar fora da tendéncia geral.

Observa-se que o coeficiente linear, -0,0336, ndo esta tdo proximo ao ponto zero
guanto o encontrado no regime autotréfico, mas o coeficiente angular ndo apresenta

muita diferenca do encontrado para o regime autotréfico, 0,4539 e 0,4313,
respectivamente.

Por se tratar de um regime intermediario, entre o autotréfico e o heterotréfico, era
esperado que o mesmo apresentasse caracteristicas de um e de outro. Justifica-se aqui o
aumento do coeficiente angular pela contribuicdo de crescimento com uso de fonte de
carbono organica e o distanciamento do coeficiente linear do ponto zero, deve-se,
provavelmente, ao explicitado na hipdétese 2) quando foi abordado o experimento de
glicerina em regime heterotrofico, a transi¢cdo de regimes de cultivo.
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Figura 13 - Regressdo linear da concentracdo em funcdo da absorbancia para glicose em
regime mixotréfico
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Nota-se no experimento com glicerina em regime mixotréfico, representado na Figura
14, uma dispersdo de dados semelhante a encontrada quando do uso de glicerina em
regime heterotréfico. Entretanto, aqui, observa-se uma tendéncia mais clara de
crescimento da concentracdo de biomassa com o aumento da absorbancia.
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Figura 14 - Regressdo linear da concentracdo em fun¢do da absorbancia para glicerina em
regime mixotroéfico

Para o cdlculo da correlacdo linear, foram excluidos os dois pontos da andlise de peso
seco realizada no segundo dia, que apresentavam uma concentragdao maior do que a
encontrada ao término do experimento. A hipdtese levantada para tamanha discordancia
dos dados é a explicada na hipdtese 1, quando da andlise do experimento de glicerina
heterotrdfica.

Apesar da grande dispersdo dos dados, o coeficiente angular ndo se apresenta muito
distante dos encontrados em regime autotréfico e em mixotréfico com glicose, conforme
era o esperado. Da mesma maneira que o ocorrido no experimento de glicose
mixotrofica, observa-se um distanciamento do coeficiente angular em relacdo ao ponto
zero, cuja hipotese de explicacdo é a indicada como nimero 2) quando da andlise do
regime heterotréfico com glicerina.

De modo geral, foi possivel perceber que as correlacdes entre concentracdo em
biomassa e absorbancia sofrem grande influéncia do regime em que se encontra o
cultivo, e que a correlacdo distancia-se da origem quanto maior for o carater de transicao
de regimes a que estd submetido o experimento. Por esse motivo, as correlagdes
encontradas para a batelada 1 em regime mixotrdfico, ndo serdo usadas, visto que elas
compreendem apenas um ponto experimental. No lugar, serdo usadas como aproximagao
de correlacdo, a correlagdo linear encontrada para a glicose em regime mixotréfico para
os regimes mixotroficos da batelada 1. Por falta de melhor correlacdo, serdo empregadas
as correlagbes obtidas com apenas uma andlise de peso seco para os regimes
heterotréficos da primeira batelada. Ainda, serdo considerados como pertencentes ao
regime autotréfico os dois primeiros pontos de todos os experimentos, e suas
concentragdes em biomassa calculadas como tal. A Tabela 3 apresenta um resumo das
correlagdes usadas em cada caso.
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Tabela 3 — Resumo das correlacBes peso seco vs absorbancia usadas neste trabalho

A - Coeficiente
Regime angular B - Coeficiente linear R?
Autotroéfico 0,4313 -0,0027 0,9052
Glicerina Heterotrdfico 2,4468 -0,3994 0,4927
Glicose Heterotroéfico 0,3306 0 NA
Sacarose Heterotrofico 0,3108 0 NA
Glicerina Mixotrofico 0,5659 -0,0535 0,5172
Outros Mixotrofico 0,4539 -0,0336 0,9332
Concentracdo em biomassa (g/L) = A x Absorbancia
Equacdo: (720nm) + B

4.2.2 Avadliagéo da concentragdo em biomassa

A Figura 15 mostra os resultados do experimento em fotobiorreator. E possivel ver
gue as culturas mixotrdficas comecam a se sobressair pela elevacdo de concentracdo de
biomassa a partir da 30° hora, apresentando até a 76° hora de cultivo concentragdes
superiores quando comparada com as culturas autotrdficas e heterotréficas.

Dentre os cultivos mixotréficos, observa-se que aquele usando glicerina como fonte
de carbono, apresenta crescimento mais lento e a menor concentragdo em biomassa ao
final do experimento.
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Figura 15 — Curva de concentragao de biomassa em funcdo do tempo de cultivo,
apresentando os resultados obtidos no experimento em fotorreator airlift
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Tabela 4—-Comparativo de crescimento entre os cultivos estudados neste trabalho

Concentragdo (g/L) Diferenca
o (g/L) % em relacdo
Tempo de cultivo (h) 0 76 Desvio |crescimento ao
padrdao autotrofico
L S
3 acarose 0,096 | 0,175 | 0,015 82% -26%
T heterotrofica
©
~ Glicose heterotrofica | 0,098 | 0,205 0,020 110% -13%
—
Sacarose mixotroéfica | 0,100 | 0,376 0,007 275% 60%
Gli ixotrofi
C0S€ MIXOTONCa 1 5 098 | 0,357 | 0,032 264% 52%
bat 1
Diferenga
% em relacdo
T d [t h 0 71 L
empo de cultivo (h) o (g/U) crescimento ao
m autotroéfico
© Gliceri
o cerna 0,080 | 0,207 | 0,041 160% 12%
% heterotrofica
;Q Autotrofico 0,080 [ 0,235 0,004 194% 0%
(@]
Glicerina mixotrofica | 0,080 | 0,328 0,021 312% 39%
Glicose mixotrofica
bat2 0,081 0,392 0,041 383% 67%

Tabela 5 — Avaliacdo da razdo massica entre a fonte de carbono suplementada ao meio de
cultura e o aumento em relagdo ao cultivo sem suplementacdo de carbono

Ganho em Razao
. N massa
biomassa Concentragao
~ Massa o fonte de
Fonte de em relagao Formula N usada no
Molar , carbono e
carbono ao Molar Carbonos | experimento
. (g/mol) ganho em
autotrdfico (g/L) :
g/l biomassa
(g/8)
Sacarose 0,140 C12H22011| 342,24 12 0,856 6,1
Glicose bat 1 0,122 C6H1206 | 180,16 6 0,901 7,4
Glicose bat 2 0,157 C6H1206 | 180,16 6 0,901 5,7
Glicerina 0,093 C3H803 92,09 3 0,921 9,9

A Tabela 4 mostra o comparativo em relacdo a razdo de crescimento interno de cada
experimento, ou seja, o quanto a cultura cresceu em relagao ao tempo inicial. Ela mostra
ainda um comparativo entre a concentracao final em regime autotréfico e os demais
experimentos.

Os dois experimentos que se destacam pelo aumento significativo da concentracao
em biomassa em relagdo ao autotréfico sdo os experimentos em regime mixotréfico
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usando como fontes de carbono a sacarose e a glicose, obtendo relacdes de até 67% de
aumento na concentra¢ao de biomassa.

Nao foi possivel confirmar neste estudo a hipdtese de que as microalgas nao
apresentam invertase para a assimilagao da sacarose. Embora a presen¢a ou nao da
invertase ndo seja o ponto de discussdo nesse estudo, foi possivel observar a assimilacdo
de sacarose para promover o crescimento da microalga, tanto em regime mixotréfico
quanto heterotréfico, com concentragdes finais de biomassa muito proximas das
encontradas com o uso de glicose como fonte de carbono organico.

Uma avaliacdo do potencial de ganho em concentracdo de biomassa com base na
massa da fonte de carbono adicionada ao meio para os regimes mixotréficos, ilustrada na
Tabela 5, mostra que a sacarose e a glicose além de apresentarem ambas altas
concentracbes em biomassa, apresentam também razGes entre a massa adicionada de
fonte de carbono e a biomassa “extra” gerada por essa adigdo muito proximas, sendo,
portanto mais eficientes do que a glicerina de um ponto de vista puramente massico.
Para uma avaliagcdo mais realista, é necessdrio levar em consideracdo os valores
comerciais de todas as fontes, para que a analise possa ser feita do ponto de vista
econdmico igualmente.

Buscando na literatura citada na revisdo bibliografica por valores de referéncia para
os cultivos estudados, é possivel tracar um paralelo entre os resultados encontrados
nesse trabalho e os resultados esperados.

O trabalho de Fang et al.(2004) mostra que o regime mixotrofico apresentou o maior
incremento da concentracdo de biomassa, embora ndo tenha sido possivel chegar, neste
trabalho, a valores tdo elevados quando os reportados no estudo citado. Fang et al.
(2004) alcangaram valores 46% maiores em concentragdo de biomassa com cultivo de 7
dias, usando a mesma concentracdo da fonte de carbono, 30mM, porém partindo de
valores iniciais de biomassa inferior a 0,1 g/L, valor inicial aproximado deste trabalho. Os
valores iniciais de concentracdo de biomassa nos experimentos de Fang et al.(2004) ndo
sdo mencionados explicitamente no trabalho. Ainda seguindo a tendéncia dos estudos de
Fang et al. (2004), o regime heterotréfico mostrou-se pouco atrativo, pois apresenta
baixo crescimento. Entretanto, ao contrario do explicitado no estudo citado, ndo foi
possivel observar uma diferenca significativa entre os cultivos autotréficos e
heterotroficos, ficando ambos com a mesma ordem de grandeza na concentracdo em
biomassa.

A Figura 16 apresenta um comparativo entre os estudos de Fang et al. (2004), Gris
(2011) e o presente trabalho.

Observa-se que neste trabalho n3do foi possivel alcancar os mesmos valores de
concentragdo reportados nos demais estudos. Mas o tempo de cultivo desse estudo foi
diminuto em relacdo aos demais, de modo que com apenas trés dias de cultivo, obteve-se
concentragdes como 0,376 g/L, ndo tdo distantes das referéncias.
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Figura 16 — Comparativo das concentragdes finais com resultados finais encontrados na
bibliografica

4.3 Contaminagoes

Com o intuito de avaliar as possiveis contaminacbes durante o experimento, foi
realizado um experimento em branco, ou seja, com o mesmo procedimento dos demais:
inclusdo de meio e fonte de carbono (a escolhida foi a glicose), porém sem adi¢cdo de
microalga.

A Figura 17 apresenta o acompanhamento da absorbancia desse experimento com o
tempo. E possivel avaliar claramente a presenca de contamina¢des no meio de cultivo,
assim como a sua proliferacdo no decorrer do tempo. Além disso, observou-se uma
turvacdo do meio de cultivo.

Para o experimento em branco assim como para os demais, foi realizado a analise de
peso seco, representada na Figura 18.
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Figura 17 — Curva de absorbancia em funcao do tempo de cultivo para o experimento em
triplicada para meio de cultivo em branco

Nessa regressao, optou-se por utilizar todos os pontos. Observa-se um coeficiente
linear positivo, o que para os demais experimentou ndo ocorreu. Ainda, nota-se um
coeficiente angular superior aos encontrados para a maior parte dos outros
experimentos, indicando uma proliferacdo acentuada das contaminacgoes.

Esse capitulo ndo busca definir, quantificar e tdo pouco identificar as contaminacgdes,
podendo essas se tratar de microorganismos (principalmente bactérias e fungos)
presentes tanto no ar , como em quaisquer das solugdes utilizadas ou ainda terem sido
inserido no meio durante a coleta das amostras. Vale lembrar que foram tomadas
medidas preventivas de contaminag¢ao tanto nas solugdes, no meio salino, quanto no ar
injetado no interior do cultivo, e mesmo assim existem evidéncias de que a contaminacado
é efetiva.

Com o uso de uma cepa de microalga marinha, era esperado que a contaminagao
fosse minima. Uma vez que para se proliferar em um ambiente altamente salino é
necessario uma certa adaptacao, ndo inerente a todos os microorganismos.

A Figura 19 representa a curva de variacdo da concentracdo de contaminantes em
funcado do tempo de cultivo.
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Figura 18 — Correlacgdo linear da concentragdo de contaminagdo em fungao da
absorbancia, obtida através de analise de peso seco ao longo do experimento.
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Figura 19 — Curva da concentragao de contaminantes em fungdo do tempo de cultivo para
0 experimento em triplicata em branco

Nesse experimento, em auséncia de microalgas, as fontes de contaminacdao puderam
usufruir livremente da fonte de carbono e dos nutrientes do meio de cultivo, estando,
portanto em uma situacdo muito favoravel sem a presenca de competicdo nesse
consumo. Por outro lado, os experimentos contendo microalgas, apresentam esse fator
competitivo no consumo dos nutrientes do meio de cultivo. Fator esse que tem por
tendéncia reduzir a proliferacdo dos cultivos invasores. Logo, é possivel afirmar que a
condicdo observada nesse experimento é uma condicdo de limite superior de proliferacao
de contaminantes nas condi¢des desse estudo.
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Nos cultivos microalgais em presenca de luz, foi possivel observar um aumento na
intensidade da coloracdo verde, caracteristica da fotossintese, indicando um aumento da
massa algal. Nesses experimentos, é possivel que a competicdo com a microalga presente
no inicio do experimento tenha retardado a proliferagcdo dos contaminantes.

Nos cultivos na auséncia de luz, observa-se que a concentracao final de biomassa
aproxima-se muito dos valores obtidos nos cultivos em branco, e embora ao final do
experimento ainda houvesse a persisténcia de uma leve coloracdo esverdeada nos
cultivos, ndo é possivel avaliar se a descoloracdo foi devido ao crescimento das microalgas
no regime heterotréfico, a morte das microalgas na auséncia de luz ou a proliferacdao de
outros microorganismos.
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5 Conclusoes e Trabalhos Futuros

Neste estudo foi possivel avaliar o crescimento da microalga Nannochloropsis oculata
em regime mixotréfico e heterotréfico, usando como fonte de carbono glicerina, glicose e
sacarose em compara¢ao com um cultivo em regime autotroéfico.

O regime heterotréfico, independente da fonte de carbono utilizada, apresentou
concentracdao de biomassa, ao final do experimento, menor do que o cultivo autotrdéfico.
Provando, assim, ndo ser uma alternativa viavel, sob as condi¢des testadas, para adensar
o cultivo da cepa utilizada, pois apesar de possibilitar o cultivo em reatores do tipo
fermentadores tradicionais, necessita da adicdo de uma fonte alternativa de carbono, o
gue representa um custo adicional, ndo desprezivel, ao cultivo.

Por outro lado, o regime mixotréfico, especialmente com o uso de glicose, mostrou
resultados positivos para o adensamento da cultura e a reducdo do tempo de cultivo,
permitindo uma concentracdo de 0,376 g/L de biomassa em 71 horas de cultivo. Obteve-
se cerca de 80% da concentracdo em biomassa de um cultivo autotroéfico de 11 dias.

Conforme observado nesse trabalho, em presenca de fonte organica de carbono
dissolvida no meio de cultivo hd a real possibilidade de contaminacdo com culturas
indesejadas, mascarando os resultados e podendo levar a conclusdes errdbneas caso nao
sejam consideradas. E fundamental, para trabalhos futuros em regime de cultivo nessas
condicOes, o estudo do uso de agentes antibidticos a fim de evitar a proliferacdao de
agentes contaminantes. Contudo esses antibiéticos podem interferir igualmente no
crescimento das microalgas. Uma avaliacdo detalhada para a escolha do agente
antibiético adequado a cada cultura de microalga parece atrativa do ponto de vista de
desenvolvimento desses regimes de cultivo.

Uma vez provado que a Nannochloropsis oculata aceita fontes de carbono organico,
seria interessante o uso de material organico de baixo custo para suprir essa necessidade
nos cultivos, de modo a promover a exploracdo de fontes alternativas de carbono, tais
como restos alimentares e florestais.

Outro ponto importante a ser ressaltado é que nesse estudo ndo foi avaliado o
potencial de producdo de lipideos nas condi¢des estudadas, podendo nem sempre
coincidir a maior producdo de microalga com altas concentracGes em lipideos na sua
composicdo. Entretanto optou-se por, nesse estudo, encontrar uma condicdo de
crescimento que justifique estudos mais apurados, como foi o caso do regime mixotréfico
com uso de glicose a 30 mM de carbono.
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Apéndice A —CondigcOes de repicagem

Para manutencdo de um banco de células da Nannochloropsis oculata, independente
do trabalho desenvolvido, sdo adotados dois procedimentos no LACIP, laboratdério onde
foi desenvolvido esse estudo (Gris, 2011).

A.l. Repicagem em tubos de ensaio de 20 mL (volume dutil de 10mL),
temperatura de 25 * 1°C, fotoperiodo de 12:12 h luz/escuro e luminosidade
média de 5170 + 650 lux, dependendo da localizacdo dos tubos na
incumbadora. Foram mantidos sempre trés tubos, cada um representando
uma geracao dada por repicagens com intervalos entre 10 e 15 dias, isto é, o
primeiro tubo gerou o segundo, que gerou o terceiro e assim por diante. Cada
repicagem foi realizada na propor¢ao 1:10 (1 mL da cultura antecessora em 9
mL de meio de cultura novo). Os tubos foram agitados suavemente de forma
manual uma vez ao dia.

A.2. Repicagem em erlenmeyers de 1000 mL (volume util de 400mlL),
temperatura de 25 + 1°C, fotoperiodo de 12:12 h de luz/ escuro, luminosidade
média de 3810 400 lux dependendo da localizacdo dos recipientes na
incubadora. Foram mantidos sempre trés erlenmeyers, cada um
representando uma geracdo dada por repicagens com intervalo de 10 a 15
dias. Ao contrario dos tubos de ensaio, um primeiro in"coulo deu origem aos
trés sistemas e cada um foi repicado independentemente para erlenmeyers de
igual volume nos procedimentos seguintes. Cada repicagem foi realizada na
proporgdo 1:10 ( 40mL de cultura antecessora para 360 mL de meio de cultivo
novo). Os erlenmeyers foram agitados suavemente de forma manual uma vez
ao dia.
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Apéndice B — Preparo das solugdes

B.1. Solucdo Salina

Em um erlenmeyer de 6L foram solubilizados 1998,8 g do sal marinho Red Sea em
agua destilada, com auxilio de um agitador magnético, marca Tecnal, modelo TE-0851.
Apds 30 minutos de solubilizacdo, a solucgdo foi filtrada com filtros de 0,7 um de poro (GF-
3) da marca Marcherey-Nagel, e armazenada em frascos Duran de 1 L para
autoclavagem.

B.2.  Solucdo de Nitrato

Em um baldo volumétrico foram solubilizadas 7,5 g do sal de NaNO3; em agua destilada
até completar 100 mL. O conteudo foi armazenado em frascos de vidro ambar de 100 mL
para autoclavagem e depois armazenados no refrigerador até o uso.

B.3. Solucdo de Fosfato

Em um baldo volumétrico foram solubilizadas 0,5 g do sal de NaHPO4.H,0 em dgua
destilada até completar 100 mL. O conteudo foi armazenado em frascos de vidro ambar
de 100 mL para autoclavagem e depois armazenados no refrigerador até o uso.

B.4. Solucdo de Silicato

Em um baldo volumétrico foram solubilizadas 3,0 g do sal de NaSi03.9H,0 em agua
destilada até completar 100 mL. O conteudo foi armazenado em frascos de vidro ambar
de 100 mL para autoclavagem e depois armazenados no refrigerador até o uso.

B.5. Solucdo de Metais

A solugao de metais foi obtida pela misturas de solugdes de cada metal preparadas
separadamente. Para cada solucdo parcial, usou-se a mesma metodologia, descrita a
seguir.

Em um baldo volumétrico foram solubilizadas as quantidades descritas na Tabela
Blem d4gua destilada até completar 1000mL. O conteudo foi armazenado em frascos de
1000 mL.

Tabela B1 — Massas usadas na preparacao das solucoes

Reagente Massa solubilizada (g)
Cianocobalamina (B1>) 0,5
Biotina (B7) 0,5

A solucdo final, foi realizada da seguinte maneira, em um baldo volumétrico de 1000
mL foram solubilizados 0,1 g da vitamina tiamina 9B1) em 4gua destilada,
aproximadamente 750mL. Apds a solubilizacdo desse componente, foram adicionados 1
mL de cada uma das solugdes de vitaminas previamente preparadas e o volume foi
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completado com agua destilada até 1 L. O conteldo foi submetido ao procedimento de
esterilizacdo por filtracdo em sistema dotado de membrana de 0,2 um de poro em capela
de fluxo laminar. A solu¢do foi armazenada em frasco ambar, envolvido com folha de
aluminio e congelado até utilizacao.

B.6.  Solugdo de Tiossulfato de sddio

Em um baldo volumétrico foram solubilizados 50,0g desse sal em dgua destilada até
completar 1000mL. O conteudo foi armazenado em frasco plastico de 1000mL. Esta
solugdao nao faz parte do meio de cultivo, somente é utilizada para neutralizar de
hipoclorito de sddio remanescente dos procedimentos de assepsia dos fotobiorreatores.

B.7.  Solucdo de Glicose

Em um baldo volumétrico, previamente esterilizado com agua sanitaria, foram
solubilizadas 30,02 g de glicose (pesados em um copo de béquer e deixadas no interior da
capela de fluxo laminar sob radiacdo UV por 30 min) em agua destilada, previamente
esterilizada por autoclavagem, até completar 100 mL. Em seguida a solugdo foi agitada
magneticamente para auxiliar na dissolugao. A mesma foi armazenada em frasco de vidro
ambar no refrigerador.

Para os cultivos em fotobiorreator, foi usado 3 ml de solucdo para 1000 mL de cultivo,
afim de obter a concentragdao de 30 mM em carbono.

B.8. Solugdo de Sacarose

Em um baldo volumétrico, previamente esterilizado com &gua sanitaria, foram
solubilizadas 28,52 g de sacarose (pesados em um copo de béquer e deixadas no interior
da capela de fluxo laminar sob radiacdo UV por 30 min) em agua destilada, previamente
esterilizada por autoclavagem, até completar 100 mL. Em seguida a solucdo foi agitada
magneticamente para auxiliar na dissoliugao. A mesma foi armazenada em frasco de vidro
ambar no refrigerador.

Para os cultivos em fotobiorreator, foi usado 3 ml de solu¢do para 1000 mL de cultivo,
afim de obter a concentragcdo de 30 mM em carbono.

B.9. Solugdo de Glicerina

Em um baldo volumétrico, previamente esterilizado com agua sanitaria, foram
misturados 30,70 g de glicerina (pesados diretamente no baldo e deixado no interior da
capela de fluxo laminar sob radiacdao UV por 30 min) com agua destilada, previamente
esterilizada por autoclavagem, até completar 100 mL. Em seguida a solucdo foi agitada
magneticamente para auxiliar na dissoliugdo. A mesma foi armazenada em frasco de vidro
ambar no refrigerador.

Para os cultivos em fotobiorreator, foi usado 3 ml de solugdo para 1000 mL de cultivo,
afim de obter a concentragcdao de 30 mM em carbono.
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Apéndice C —A Analise das triplicatas

Comparado aos demais experimentos, o regime autotrofico, Figura C1, apresenta uma
variancia muito menor, com desvio padrao avaliado em 0,004, nesse estudo.
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Figura C 1 — Curva de absorbancia em fungdo do tempo de cultivo para o experimento em
triplicata para regime autotroéfico

Entre o segundo e o quarto ponto, é possivel observar ainda a influéncia do
fotoperiodo: o segundo e o terceiro ponto estdo separados por um periodo de escuridao,
apresentando um crescimento diminuto quanto comparado com o crescimento
percebido entre o terceiro e quarto ponto, separados por um periodo de claridade. E
perceptivel o aumento de massa durante o periodo de exposicdo a luz.

Tanto o experimento para sacarose (Figura C2) quanto glicose (Figura C3) em regime
heterotrofico, apresentaram um declinio do penultimo para o ultimo ponto. Por
apresentarem um metabolismo distinto dos demais regimes, observa-se a fase de declinio
muito antes dos demais, provavelmente devido a escassez de fonte de carbono.
Infelizmente ndo foi possivel medir as concentragdes das fontes de carbono ao final de
cada experimento, uma vez que a técnica mais simples seria via reacdao com DNS, para os
acucares, e medida em espectroscopia a 540 nm. Nesse comprimento de onda, temos a
influéncia da presenga de biomassa, que poderia mascarar os resultados da analise, sem
contar que seria impossivel realizar uma curva de calibragdo precisa, pois as
concentragdes em biomassa variam de amostra para amostra. Mesmo se usassemos o
filtrado, é possivel que uma quantidade razoavel da fonte de carbono ficasse retida no
filtro junto com a biomassa.
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Figura C 2 - Curva de absorbancia em funcdo do tempo de cultivo para o experimento em
triplicata para Sacarose regime heterotréfico
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Figura C 3 - Curva de absorbancia em fungdo do tempo de cultivo para o experimento em
triplicata para Glicose em regime heterotréfico

No experimento com glicerina em regime heterotréfico, Figura C4, observou-se um
pequeno aumento na absorbancia ao longo do tempo de cultivo, mesmo quando
comparado com outras fontes no mesmo regime. Esses resultados estao divergentes dos
publicados por Wood et al. (1999), em que se observou a preferéncia da Nannochloropsis
Sp. por glicerina em detrimento da glicose e acetato. Ainda assim, existe a possibilidade
de que uma outra cepa de Nannochloropsis que ndo seja a oculata apresente essa
preferéncia, visto que o cultivo usado por Wood et al foi uma cepa genérica. Em
especifico a Nannochloropsis Oculata ndo parece apresentar tal preferéncia.
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Figura C 4 - Curva de absorbancia em funcdo do tempo de cultivo para o experimento em
triplicata para glicerina em regime heterotrofico

Na Figura C5, é possivel verificar que as triplicatas do experimento para sacarose em
regime mixotréfico, que apresentam uma boa concordancia entre si. A partir da 52° hora
percebe-se a estabilidade do crescimento, provavelmente devido a entrada na fase
estaciondrio do crescimento.
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Figura C 5 - Curva de absorbancia em funcdo do tempo de cultivo para o experimento em
triplicata para sacarose em regime mixotréfico

No experimento de glicerina em regime mixotrofico, Figura C6, tem-se uma grande
variabilidade dos dados. Isso é devido especialmente a concentragdo inicial de biomassa
no sistema, que por um erro operacional na triplicata 2B foi quase o dobro das demais.
Descontando esse valor fixo de diferenca de concentracdo inicial e recalculando a média,
obtém-se curvas mais semelhantes, como pode ser visto na Figura C7.
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Figura C 7 - Curva de corrigida da absorbancia em funcao do tempo de cultivo para o

experimento em triplicata para glicerina regime mixotrofico
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