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Resumo

Neste trabalho é proposto o desenvolvimento de um processo para a biofixacdo do
dioxido de carbono através do uso de microalgas. Para o cultivo desses
microrganismos foram utilizados fotobiorreatores do tipo airlift. Nos cultivos foram
avaliadas espécies de microalgas (Chlorella sp. e Chlorella minutissima), influéncia da
intensidade luminosa (2.200 a 24.500 Ix), concentracdo salina (28 a 40 g.l?) e
temperatura (25 °C a 35 °C) sobre a concentracdo de biomassa, velocidade especifica
de crescimento, produtividade de biomassa, biofixacdo de CO,, conteudo lipidico e
carotenoides totais. Também foi realizada a identificacdo dos carotenoides. A
microalga escolhida para os testes em fotobiorreatores foi a C. minutissima. A
intensidade luminosa que apresentou os melhores resultados foi a de 17.000 Ix. A
temperatura mostrou possuir influéncia significativa na concentragdao de biomassa, na
velocidade especifica de crescimento e na biofixacdo de carbono, mas a concentracao
salina influenciou apenas a velocidade especifica de crescimento. A temperatura de 25
°C apresentou as maiores produtividade de biomassa (0,094 g.L*.d") e concentragdo
de biomassa (0,43 g.L?), independente da concentracdo salina, e as maiores
velocidade especifica de crescimento (0,81 d™) e biofixa¢do de CO, (12 gCO,.m>.h"),
na concentracdo salina de 37 g.L'X. O contetdo lipidico médio das microalgas foi de
13,2 % e os carotenoides totais apresentaram teor de 0,25 % do peso seco das
microalgas em todas as condi¢Oes de concentracao salina e temperatura testadas. Foi

possivel identificar a produgao dos carotenoides luteina, zeaxantina e B-caroteno.

Palavras-chave: microalga, Chlorella minutissima, fotobiorreator airlift, biofixacao de

CO,, intensidade luminosa, concentracdo salina, temperatura, carotenoides, lipideos.
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Abstract

The present study proposes the development of a process for carbon dioxide
biofixation through the use of microalgae. Flat-plate airlift photobioreactors were
used. Microalgaes species (Chlorella sp. and Chlorella minutissima) and the influence of
light intensity (2,200 to 24,000 Ix), salt concentration (28 to 40 g.L™) and temperature
(25 to 35 °C) over biomass concentration, specific growth rate, biomass productivity,
CO, biofixation rate, lipid content and total carotenoids content were evaluated. The
identification of the carotenoids was performed. C. minutissima showed the best
performance in shaker and was chosen for the tests in photobioreactor. The light
intensity of 17,000 Ix presented the best results. The temperature showed to have
significant influence over biomass concentration, specific growth rate and CO,
biofixation rate, but the salt concentration only affected the specific growth rate. The
temperature of 25 °C allowed the highest biomass productivity (0.094 g.L™".d™) and
biomass concentration (0.43 g.L™"), independent of salt concentration, and the highest
specific growth rate (0.81 d*) and CO, biofixation rate (12 gCO,.m>.h™) at the salt
concentration of 37 g.L'". The average lipid content of the microalgae was 13.2 % and
the total carotenoids content were about 0.25 % of the cell dry weight at all
temperatures and salt concentrations tested. It was possible to identify the production

of the carotenoids lutein, zeaxanthin and B-carotene.

Key-words: microalgae, Chlorella minutissima, airlift photobioreactor, CO, biofixation,

light intensity, salt concentration, temperature, carotenoids, lipids.
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Capitulo 1

Introducao

Depois da Revolugdo Industrial, a concentragao de CO, na atmosfera praticamente
guadruplicou. O CO, é um dos gases do efeito estufa e o aumento da sua concentragdo
contribui para o aquecimento global, que é uma preocupagdao mundial. Diversas

alternativas vém sendo estudadas para a mitigacao dos gases do efeito estufa.

As microalgas podem utilizar o CO, como fonte de carbono e possuem em sua
constituicao pigmentos, lipideos, vitaminas e minerais que podem ser utilizados
comercialmente. J& existem no mercado insumos produzidos a partir de cultivos de
microalgas ha mais de quarenta anos. Os cultivos de microalgas vinham sendo
realizados majoritariamente em sistemas abertos. Porém, nos ultimos anos, o uso de
sistemas fechados tem sido foco de pesquisa e desenvolvimento a fim de aumentar a
producdo da biomassa algal e possibilitar a producdo de espécies menos resistentes as

condig¢des de cultivo externas.

Este trabalho se propos a, utilizando um fotobiorreator fechado do tipo airlift,
estudar a influéncia das varidveis iluminacdo, temperatura e concentracdo salina no
crescimento das microalgas, na taxa de biofixagdo de CO, e na produgao de lipideos e
de pigmentos do tipo carotenoides. Também foi realizada a identificacdo dos
carotenoides presentes nas microalgas. O objetivo deste trabalho foi encontrar a
condicdo de operacdo mais favoravel a producdo de lipideos e carotenoides, afim de
atingir uma elevada concentragdao de biomassa, e consequente elevada taxa de

bioabsorcdo de CO,.

Este trabalho estd dividido em 5 capitulos. O Capitulo 2 trata da revisao
bibliografica. Nele estdo apresentados a problematica ambiental, algumas aplicacGes e
caracteristicas das microalgas, os fatores que influenciam o seu crescimento e tipos de

sistemas de cultivos de microalgas fotoautotroficas.



2 CapriTuLo 1. INTRODUCAO

O capitulo 3 é denominado Materiais e Métodos. Nele estdo descritas as
condicGes de manutencdo das microalgas, as condi¢des de cultivo e acompanhamento
dos mesmos. Também estdao descritos o fotobiorreator airlift utilizado nos cultivos, o
teste de luminosidade e o de temperatura e concentracdo salina e as analises

realizadas com a biomassa algal obtida.

No capitulo 4 sdo apresentados e discutidos os resultados dos testes e analises. No
capitulo 5 encontram-se as conclusdes obtidas a partir do estudo realizado e sugestdes

para trabalhos futuros.

O Apéndice A trata sobre a conversdo das unidades de luminosidade e o Apéndice
B apresenta uma correlacdo entre as absorbancias lidas nos comprimentos de onda de

570 nm e 750 nm.



CAPITULO 2. REVISAO BIBLIOGRAFICA 3

Capitulo 2

Revisao Bibiografica

2.1. Problematica Ambiental

Apds a Revolucdo Industrial, iniciada em meados do século XVIII, e principalmente
no ultimo século, as emissdes antropogénicas de gases de efeito estufa aumentaram
significativamente, principalmente devido a queima de combustiveis fdsseis e

mudancas no uso da terra (RIDGWELL & VALDES, 2009).

Os gases do efeito estufa estdo presentes na atmosfera e retém o calor das
radiacOes solares (LOAICIGA et al., 1996), estando os seguintes listados no Protocolo
de Quioto: diéxido de carbono (CO;), metano (CH4), 6xido nitroso (N,O),

hidrofluorcarbonos (HFCs), perfluorcarbonos (PFCs) e hexafluoreto de enxofre (SFg).

O CO; é considerado o principal poluente entre os gases do efeito estufa, ndo pela
toxicidade, e sim devido ao fato de o montante da sua emissdo superar as emissdes de
todos os outros gases juntos. Essa constatagdo pode ser visualizada na Figura 1 (IPCC,

2007).
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Figura 1. Emissdes globais antropogénicas de gases do efeito estufa no ano de 2004.
Figura adaptada do Relatério do IPCC do ano de 2007 (OLIVIER et al., 2005).

No periodo pré-industrializacdo, a concentracdo de CO, na atmosfera era em
torno de 280 ppm (partes por milhdo) enquanto que em 2005 ja atingia 379 ppm, de
acordo com o relatério do IPCC (Painel Intergovernamental de Mudancas Climaticas)
de 2007. No mesmo relatério, diversos cenarios foram projetados para este século que
estimam que uma concentracao de aproximadamente 500 ppm sera atingida no ano
de 2050, o que estda de acordo com a projecio de HANSEN et al. (2008), que
consideram o fim das emissGes provenientes do carvdo em 2030, para atingir um nivel

de equilibrio de 430 ppm de CO; na atmosfera em 2050 (HOFMANN et al., 2009).

A principal consequéncia do aumento da concentracdo desses gases do efeito
estufa é o aumento da temperatura média da superficie da Terra, conhecido como
aquecimento global. O IPCC estima que até o final do século a temperatura na
superficie da Terra vai aumentar entre 1,5 e 4 °C. O cendrio que projeta aumento de 4
°C considera um mundo bastante heterogéneo, com aumento populacional e
crescimento econdmico e tecnolégico mais lentos que os demais cendrios, enquanto o
cenario que projeta aumento de apenas 1,5 °C considera um pico populacional em
2050, seguido de um declinio, com mudancas rapidas na economia com introducdo de

tecnologias limpas em todo o mundo (IPCC, 2007).
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O aquecimento global, por sua vez, também ocasiona mudangas no ecossistema e
no padrdo de vida das pessoas. Alguns exemplos dessa alteracdo estdo listados a seguir
( DUTTA & RADNER, 2009; FLORIDES & CHRISTODOULIDES, 2009; RIDGWELL & VALDES,
2009):

e derretimento das calotas polares e geleiras;

e derretimento das camadas congeladas de solo (permafrost), com
consequente liberacdo de gases de efeito estufa na atmosfera,
principalmente metano;

* aumento do nivel do mar, que pode ocasionar o desaparecimento de
ilhas e cidades costeiras;

* elevagdo da temperatura dos oceanos, causando a diminui¢ao da
solubilidade do diéxido de carbono e de outros gases de efeito estufa;

* aumento na frequéncia de eventos climaticos extremos, como ondas de
calor, ciclones, secas e inundagdes de alta intensidade;

¢ disseminacado de doencas;

e aumento do risco de extincdo de espécies e de perda da biodiversidade;

e declinio da producao agricola.

Os esforcos para a mitigacdo das emissGes dos gases do efeito estufa rednem
pesquisadores e governantes de diversos paises ao redor do mundo, sendo que muitas
organizacOes e tratados foram criados com esta finalidade, como por exemplo, o IPCC

e a Convencao-Quadro das Na¢des Unidas.

Desde o ano de 1994, os paises signatarios da Convengao-Quadro das Nagoes
Unidas sobre Mudancas Climaticas realizam reunides anuais entre as Partes, chamadas
de Conferéncia das Partes (COP), a fim de debater e estabelecer metas de reducdo das
emissOes dos gases do efeito estufa. Atualmente, possui 192 paises signatarios. Um
dos principios, seguidos desde a COP 1, é o de “Responsabilidades comuns, porém
diferenciadas”, que defende que os paises desenvolvidos possuam mais
responsabilidade para com a redugao das emissdes do que o0s paises em
desenvolvimento, pois eles iniciaram as emissdes anteriormente. Inclusive os paises
em desenvolvimento contam com o apoio de recursos do Fundo Global para o Meio

Ambiente para o desenvolvimento de programas de redugao de emissdes. Na COP 3,
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em 1997, metas de redugdo de gases do efeito estufa foram adotadas para os paises
desenvolvidos, os chamados Paises do Anexo |, que culminaram no Protocolo de
Quioto. Porém, a ratificagao do Protocolo aconteceu apenas no ano de 2005, sendo
gue dentre os principais emissores de gases de efeito estufa, somente os EUA ndo
ratificaram o Protocolo nesta data. Ao longo dos anos, as mudangas no uso da terra
foram discutidas e metas para o uso de fontes renovaveis na matriz energética dos
paises foram estabelecidas. Outro assunto que tem estado em pauta é a geragao de
metas para o segundo periodo do Protocolo de Quioto, apds 2012 (PORTAL BRASIL,
2011).

O Brasil assumiu compromisso de reduzir as emissdes de gases do efeito estufa na
COP 14, juntamente com outros paises em desenvolvimento, como China, india,
México e Africa do Sul. De acordo com o site oficial do governo brasileiro: “O Pais
avanca em suas politicas internas e de financiamento de a¢Ges para a mitigacdo e
adaptag¢ao as mudangas climaticas. Hoje o Brasil possui dois fundos para financiar a
reducdo de CO,: o Fundo Amazbnia e o Fundo Nacional sobre Mudanca no Clima

(Fundo Clima)” (PORTAL BRASIL, 2011).

O Fundo Amazonia é gerido pelo BNDES (Banco Nacional de Desenvolvimento
Econdmico e Social) e utiliza como recursos doacbes. Ele promove projetos de
preven¢ao, monitoramento e combate ao desmatamento da floresta amazénica,
sendo que 20 % dos seus recursos podem ser utilizados para projetos em outros
biomas brasileiros e em outros paises tropicais. Ele defende o uso sustentavel das

florestas (FUNDO AMAZONIA, 2011).

O Fundo Clima, gerido pelo Ministério do Meio Ambiente, utiliza como fonte de
recursos doacdes e uma parte dos lucros provenientes da producdo de petroleo para
financiar projetos e estudos que contemplem a mitigagdo da mudanga do clima e
acdes de adaptacdo a mudanca do clima e seus efeitos. E o primeiro do mundo nesses

moldes (MMA, 2011).

Para reduzir o total das emissGes de CO, na atmosfera, existem as seguintes
opcOes: aumentar a eficiéncia do uso da energia, substituir o uso de combustiveis
fosseis para combustiveis de origem nao-fdssil, como hidrogénio e energias

renovaveis, e promover a captura, sequestro e fixacdo do CO, (YANG et al., 2008).
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Diversas alternativas tém sido estudadas a fim de promover captura, sequestro e
biofixacdo do gas carbonico. Para a captura do CO, emitido por fontes estacionarias

como, por exemplo, termoelétricas a carvao mineral, existem alternativas:

e pds-combustdo, onde o CO, é separado dos compostos SO, (didxido de enxofre) e
NO, (6xidos de nitrogénio);

e pré-combustdo, onde o combustivel primeiramente é convertido numa mistura
de CO, e H,, sendo que apenas o H, vai para a etapa de conversao de energia;

e oxi-combustdao, onde o nitrogénio é removido do ar, e substituido pelo CO,
proveniente da queima do combustivel, restando apenas uma mistura oxigénio e
CO, para a conversao do combustivel em energia, gerando uma corrente de gds
de exaustdo livre de compostos de nitrogénio, sendo apenas necessario remover
particulados e componentes sulfuricos para obter um gas carbonico com elevado
grau de pureza;

e combustdo ndo-misturada, mais conhecida como CLC (Chemical-Looping
Combustion), que é uma nova técnica que utiliza dois reatores, um para o ar de
combustdo e um para o combustivel, evitando contato entre eles, apenas através
de pequenas particulas de metal que circulam entre os dois reatores (YANG et al.,

2008).

Existem muitas opg¢des de captura de CO,, incluindo absorgdo, adsorgao,
membranas e biotecnologia. O processo de absorcdo é o mais estabelecido até o
momento, podendo ser utilizada absor¢do quimica, com solventes como, por exemplo,
a monoetanolamina (MEA), que é utilizada hd sessenta anos na industria de gds

natural e atinge taxas de recuperacdo de CO; equivalentes a 98 % (YANG et al., 2008).

Apds a captura do CO,;, s3ao necessarias as etapas de compressao e
armazenamento. Uma alternativa é o armazenamento no oceano, porém a inje¢ao de
CO; na agua do mar causa diminui¢ao no pH das aguas, que por sua vez, prejudica os
ecossistemas. Depois de um curto tempo, o CO, retorna a atmosfera. Outra alternativa
€ 0 armazenamento subterraneo, onde o CO; é injetado em campos vazios de petréleo
e gas, que posteriormente sdo fechados com cimento especial. Porém o CO, é reativo
a 4gua e ataca metais e cimento, portanto existe a possibilidade de ocorrer vazamento,

mesmo que a probabilidade seja pequena (BACIOCCHI et al., 2006).
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Formas naturais e artificiais para fixar o CO, tém sido estudadas, como por
exemplo: florestamento; fertilizacdo de oceanos, que consiste em aumentar a
concentragdo de nutrientes limitantes para estimular o crescimento de fitoplancton;
carbonacdo mineral, que faz uso de pedras, como silicatos; “formacdo de hidrato”, que
consiste em fazer uma corrente de gds contendo CO, passar através de agua sob
elevada pressdo para formacdo de hidratos; e processos fotossintéticos, utilizando
microrganismos, cianobactérias ou microalgas, em fotobiorreatores para consumir CO,

realizando a reagdo de fotossintese, descrita na Equacgdo 2.1 (YANG et al., 2008).

6 CO,(aq) + 6 H,0 (1) + luz + calor - CgH1,04(aq) + 6 0,(g) (2.1)

O CO, também pode ser utilizado na fabricacdo de compostos quimicos.
Atualmente, ele tem sido usado na produgao de acido salicilico, policarbonatos e na
sintese da uréia, porém esses processos apenas fazem uso de uma pequena
porcentagem do carbono disponivel para ser convertido. Portanto, para que esta seja
uma alternativa de real contribui¢ao na diminuigdo do CO,, se faz necessario o
desenvolvimento de novos compostos quimicos que sejam utilizados em larga escala,
como os combustiveis. Ja existem estudos para utilizagdo do CO;, na produgdo de
metanol, etanol, DME (di-metil éter), acido formico, dentre outros (CENTI &

PERATHONER, 2009).

2.2. Microalgas

As microalgas s3ao microrganismos fotossintéticos, de estrutura simples e
dimensGes microscopicas que possuem crescimento rapido e sdo capazes de
sobreviver em condi¢cOGes extremas. Existem microalgas procariontes e eucariontes
(KHAN et al., 2009; MATA et al., 2009). As microalgas podem habitar os ecossistemas
mais diversos, mas a maioria € encontrada nos ambientes aquaticos (TOMASELLI,

2004).
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O mais importante metabolismo para as microalgas é o autotroéfico, no qual a
energia é obtida através da absorcdo de energia luminosa e consumo de CO,,
reduzindo-o através da oxidagao do substrato, geralmente agua, para liberagao de O,.
A segunda maior forma de nutricdo é a heterotrdfica, na qual a microalga utiliza
componentes organicos como fonte de energia. Existem outros tipos e subtipos de
metabolismo, como por exemplo, o fotoautotréfico, onde o microrganismo requer
ions inorganicos minerais e o fotoautotréfico obrigatoério, no qual o microrganismo nao
consegue crescer no escuro. Os organismos fotoheterotréficos utilizam luz como fonte
de energia e compostos organicos como nutrientes. Auxotrofia é quando a microalga
requer pequenas quantidades de componentes organicos essenciais, como vitaminas e
aminodcidos. Mixotrofia é quando componentes organicos e CO, sdo ambos
necessarios para o crescimento (GROBBELAAR, 2004). As microalgas inclusive sdo
capazes de mudar de metabolismo como resposta a mudancas nas condi¢Ges

ambientais (MATA et al., 2009).

Além de possuirem a capacidade de fixar o gas carb6nico do ar, utilizando-o como
fonte de carbono, as microalgas possuem uma composicdo rica em minerais,
vitaminas, lipidios, pigmentos e proteinas, apresentando, assim, grande aplicabilidade

industrial e comercial (KHAN et al., 2009).

Microalgas ja vém sendo cultivadas com fins comerciais ha mais de 40 anos, como
€ o0 caso das seguintes espécies: Chlorella como suplemento alimentar, Spirulina para
aumentar o valor nutricional de alimentos, Dunaliella salina e Haematococcus pluvialis
para producdo de carotenoides, e uma gama de espécies para aquicultura. A pesquisa
de microalgas data do final do século XIX, tendo como pioneiros pesquisadores
poloneses, russos, holandeses e franceses. No Brasil somente nos anos 70 foi iniciada a
criagdo das primeiras cole¢cdes de microalgas em cultivo e apenas na década de 80

esses cultivos realmente comecaram a se difundir (LOURENCO, 2006).

A ideia de usar microalgas como fonte de combustivel ndo é nova, mas
atualmente estd sendo levada mais a sério devido ao aumento de prego do petréleo e

ao aumento da preocupag¢ao mundial com o meio ambiente (CHISTI, 2007).
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Microalgas podem ser usadas na produgao de hidrogénio, de metano, através da
digestdo anaerdbia da biomassa, e de biodiesel, a partir do conteudo lipidico

intracelular (CHISTI, 2007).

Segundo a Sociedade Americana para Testes de Materiais (ASTM), o biodiesel de
oleo de microalgas possui propriedades similares aos padrdes de biodiesel, e ainda é
mais estavel devido ao seu ponto de fulgor ser mais elevado que o limite minimo

(HUANG et al., 2010).

2.2.1. Biofixagdo de CO;

Conforme citado no item 2.1, o uso de microalgas é uma alternativa para a
mitigacdo do CO, através da reagdo de fotossintese, descrita na Equagdo 2.1 (YANG et

al., 2008).

A biomassa de microalgas possui aproximadamente 50 % de carbono em peso
seco, sendo que em cultivos autotréficos, esse carbono é derivado do didxido de
carbono (CHISTI, 2007). A produgdo de 1 kg de biomassa algal seca utiliza até 1,7 kg de
CO, (KHAN et al., 2009).

As microalgas podem utilizar como fonte de CO, o ar atmosférico, utilizando
transferéncia de massa, porém esse processo é limitado pela baixa concentracdo de
CO, existente no ar, que é por volta de 380 ppm. Também pode ser usado CO,
proveniente de carbonatos solluveis, como por exemplo, o Na,COs; (carbonato de
sodio) e o NaHCO3 (bicarbonato de sédio), porém a dissolugdo desses sais provoca no
meio de cultivo uma elevagao no pH e na concentragdo salina, sendo necessario o uso
de microalgas tolerantes a essas condi¢des extremas. Outra alternativa é o uso do CO,
proveniente das emissdes de plantas industriais ou usinas de energia. Segundo GUPTA
& FAN (2002), os gases de combustdo possuem entre 5 % e 30 % de CO,. Além do CO,,
os gases de combustao possuem altos niveis de SO, e NO,, porém apenas um pequeno
numero de microalgas é tolerante a essa condi¢cdo. Outro empecilho de usar o CO,
proveniente de gases de combustdo é que o mesmo deve ser refrigerado

anteriormente ao uso (BRENNAN & OWENDE, 2010).
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Portanto, as caracteristicas desejadas para as microalgas utilizadas na mitigacao
de CO, sdo as seguintes: elevada taxa de crescimento e de utilizacdo de CO,, tolerdncia
a elevadas temperaturas e elevadas quantidades de compostos NO, e SOy, co-produtos
de alto valor agregado, facilidade de colheita e possibilidade de uso para tratamento
de daguas residuais. Ainda nao foi encontrada uma microalga que satisfaga todas as

caracteristicas (BRENNAN & OWENDE, 2010).

Resultados de trabalhos encontrados na literatura foram compilados na Tabela 1.
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Tabela 1. Microalgas estudadas para mitigagdao de CO,, sendo produtividade da
biomassa (Qyx) e produtividade do CO; (Qco2) (KHAN et al., 2009; BRENNAN & OWENDE,
2010).

Microalga T(°C) CO2 (%) (Qg)fL_l.d_l) (Qgc.igl.d_l) Referéncia
Chlorella sp. 26 ar 0,091 - (CHIU et al., 2008)
Chlorella sp. 26 2 0,528 - (CHIU et al., 2008)
Chlorella sp. 26 5 0,491 - (CHIU et al., 2008)
Chlorella sp. 26 10 0,458 - (CHIU et al., 2008)
Chlorella sp. 26 15 0,369 - (CHIU et al., 2008)
Chlorella kessleri 30 18 0,087 0,163° (DE MORAIS & COSTA, 2007b)
Scenedesmus sp. 25 10 0,218 - (YOO et al., 2010)
Chlorella vulgaris 25 10 0,105 - (YOO et al., 2010)
Botryococcus braunii 25 10 0,027 - (YOO et al., 2010)

gas de
Scenedesmus sp. 25 combustdo 0,203 - (YOO et al., 2010)

gas de
Botryococcus braunii 25 combustdo 0,077 - (YOO et al., 2010)
Chlorella vulgaris 25 ar 0,04 0,075° (SCRAGG et al., 2002)
Chlorella vulgaris 25 ar 0,024 0,045° (SCRAGG et al., 2002)
Haematococcus
pluvialis 20 16-34 0,076 0,143 (HUNTLEY & REDALIE, 2007)
Scenedesmus obliquus - ar 0,009 0,016 (GOMEZ-VILLA et al., 2005)
Scenedesmus obliquus - ar 0,016 0,031 (GOMEZ-VILLA et al., 2005)
Chlorella vulgaris 27 15 - 0,624 (YUN et al., 1997)
Scenedesmus obliquus 30 18 0,14 0,26 (DE MORAIS & COSTA, 2007a)
Spirulina sp. 30 12 0,22 0,413 (DE MORAIS & COSTA, 2007a)

(IWASAKI et al., 1998);
(MURAKAMI & IKENOUCHI,

Chlorococcum littorale 30 40 - 1 1997)
25- (MURAKAMI & IKENOUCHI,
Botryococcus braunii 30 - 1,1 >1 1997)
(MURAKAMI & IKENOUCHI,
Chlorella sp. UK001 35 15 - >1 1997)
Chlorella sp. 42 40 - 1 (SAKAI et al., 1995)
Dunaliella 27 3 0,17 0,313 (KISHIMOTO et al., 1994)

? Calculado a partir da produtividade de biomassa segundo a equacdo Qg = 1,88 x Q,, que é derivada
da férmula molecular tipica de biomassa de algas, COg 4gH1 83Ng 11Po,01 (CHISTI, 2007).

DOUSKOVA et al. (2009) cultivaram Chlorella vulgaris utilizando gas de combustdo
contendo entre 10 % e 13 % de CO, e 8 % a 10 % de O, e obtiveram produtividade de
biomassa seca superior (2,5 g.L*.d™*) ao cultivo controle, suplementado com 11 % de

CO, noar (1,7 g.Lhd™).
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2.2.2. Producado de Lipideos

Os lipideos nas microalgas sdo constituintes de membrana, atuam como isolante
térmico e reserva de energia (LOURENCO, 2006). Na Tabela 2 sdo apresentadas
algumas espécies de algas e seu respectivo contelido de 6leo em porcentagem de peso

seco.

Tabela 2. Conteludo lipidico de algumas microalgas (CHISTI, 2007; GOUVEIA &
OLIVEIRA, 2009).

Microalga Lipideos (% de peso seco)
Chlorella sp. 28a 32
Chlorella vulgaris 14 a 56
Chlorella emersonii 63
Chlorella protothecoides 23a55
Chlorella sorokiana 22
Chlorella minutissima 57
Cylindrotheca sp. 16a37
Dunaliella salina 14a20
Isochrysis sp. 25a33
Nannochloropsis sp. 31a68
Neochloris oleoabundans 35a65
Nitzchia sp. 45 a 47
Schizochytrium sp. 50a77
Spirulina maxima 4a9

Alguns acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa, produzidos pelas
microalgas, possuem uso nutricional e farmacéutico, sendo de alto valor agregado,
como os dos grupos w-3 e w-6, por exemplo, o a-linoleico, ALA, (18:3), acidos
eicosapentaendico, EPA, (20:5), docosaexaenodico, DHA, (22:6) e araquidbnico, AA,

(20:4n-6) (SPOLAORE et al., 2006; KHAN et al., 2009; MATA et al., 2009).

Segundo TEIXEIRA (2008), os oleos encontrados nas microalgas possuem
caracteristicas fisico-quimicas e quimicas similares aos de dleos vegetais e por isto elas

podem ser consideradas como potencial matéria-prima para a producado de biodiesel.

Na produgao de biodiesel, as microalgas apresentam diversas vantagens com

relacdo as plantas, como, por exemplo:
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e crescerem a taxas mais elevadas, sendo o tempo de duplicacdo das
microalgas geralmente em torno de um dia (MENG et al., 2009);

* possuirem maior rendimento de dleo por drea cultivada (KOH &
GHAZOUL, 2008);

* poderem ser cultivadas em terrenos improprios para a agricultura e sem
competir por fontes com a agricultura convencional (CHISTI, 2007);

e serem capazes de remediar aguas residuais através do consumo de
nitrogénio e fosforo (SINGH & GU, 2010);

e produzirem co-produtos de alto valor agregado (KHAN et al., 2009);

e produtividade ndo estar atrelada a época do ano ou clima (MATA et al.,

2009).

Os Oleos de microalgas, assim como os das plantas, ndo podem ser utilizados

diretamente como combustivel devido ao fato de serem compostos principalmente

por triglicerideos, pequenas quantias de mono e diglicerideos, acidos graxos livres e

guantidades residuais de fosfolipideos, esterdis, dgua e outras impurezas (KHAN et al.,

2009; HUANG et al., 2010). A principal forma de transformar quimicamente esses

Oleos é a transesterificacdo, que é uma reacdo de multiplas etapas, onde

primeiramente os triglicerideos sdo transformados em diglicerideos, que depois sdo

transformados em monoglicerideos, que sdao convertidos em ésteres e glicerol. A

reacao global esta apresentada na Figura 2 (MATA et al., 2009).

0] 0]
Il
CH; — Q—C—R, R, — C— OR’ CH; — OH
E ﬁ' Catalisador o E
CH —0—C—R; 4+ 3ROH — R,—C—OR -+ CH — OH
: e 0 :
CH1 —O—C—Rj. R]_C_GR’ CHI—UH
Triglicerideos Alcool Ester Glicerol

Figura 2. Reacdo global de transesterificacdo de triglicerideos (MATA et al., 2009).
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Biodiesel € um combustivel composto por uma mistura de ésteres de alquila de
acidos graxos obtidos através de transesterificacdo de dleos vegetais ou gorduras
animais (MATA et al., 2009). O biodiesel é um combustivel renovdvel, ndo toxico e
biodegradavel, que possui grande potencial para uso em transportes principalmente
em fungao de poder ser utilizado nos motores que funcionam a diesel sem precisar de
nenhuma modificacdo e de poder ser misturado com o diesel proveniente do petréleo
em qualquer proporgdo. Outro ponto positivo com relagdo ao uso de biodiesel, é que a
queima deste provoca menores emissdes de particulados, mondxido de carbono,
hidrocarbonetos e 6xidos de enxofre, quando comparado ao diesel de petrdleo.

Porém, as emissGes de oxidos de nitrogénio sdo mais elevadas (KHAN et al., 2009).

2.2.3. Producgdo de Pigmentos

Todos os organismos fotossintéticos contém pigmentos organicos para converter
luz em energia, sendo que as trés maiores classes sao as clorofilas, os carotenoides e

as ficobilinas (MASOJIDEK, 2004).

O papel principal nos sistemas de absorcdo de luz é desempenhado pela clorofila
a, portanto, ela estd presente em todas as espécies de microalgas fotossintetizantes.
As clorofilas b, ¢ e d sdo pigmentos acessorios da fotossintese, sendo que a maioria das
algas possui alguma delas (LOURENGO, 2006). A clorofila pode ser usada para
tratamentos de Ulcera e recuperacdo de figado devido a sua atividade como agente
quelante, e na reparagao celular, pois aumenta a hemoglobina no sangue que aumenta
o crescimento celular. Também pode ser usada como aditivo em alimentos, devido a
sua forte pigmentagao verde, aliada a demanda dos consumidores por alimentos
naturais. Acredita-se que quase todas as culturas de microalgas em condi¢des dtimas
de crescimento possuem em torno de 4 % do seu peso seco de clorofila, mas foi

relatado que a microalga Chlorella possui maiores quantidades (HARUN et al., 2010).

As ficobilinas estdo presentes apenas em alguns tipos de algas e podem ser
pigmentos azuis, sendo chamados de ficocianinas, ou pigmentos vermelhos, sendo

chamados de ficoeritrinas. As ficobilinas aumentam o espectro de captacao da luz pela
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fotossintese e também atuam como reserva de nitrogénio (LOURENCO, 2006). As
principais fontes de ficobilinas comerciais sdo a cianobactéria Arthrospira e a microalga
vermelha Porphyridium. As principais aplicagdes destas microalgas sdao em corantes
alimentares, substituindo os corantes sintéticos, em pigmentos naturais para
cosméticos e como reagentes fluorescentes em laboratérios de imunologia (SPOLAORE
et al., 2006). Também sdo utilizadas para consumo humano, devido ao seu elevado

conteudo protéico (LOURENCO, 2006).

O grupo de pigmentos denominado carotenoides, pigmentos amarelos ou
alaranjados, sdo os mais importantes comercialmente. Existem mais de quatrocentos
carotenoides de microalgas conhecidos, divididos em dois grupos, os carotenos, que
contém apenas hidrocarbonetos, ndo sendo oxigenados, e as xantofilas, que contém
moléculas de oxigénio. No grupo dos carotenos estao o a-caroteno e o B-caroteno,
dentre outros. Os carotenoides estdo presentes nas microalgas geralmente na
concentragdo de 0,1 a 0,2 % do seu peso seco, sendo que na microalga Dunaliella é
possivel atingir mais de 14 % de B-caroteno em condicOes de cultura apropriadas. O B-
caroteno é convertido pelo corpo humano em vitamina A e possui propriedades
antioxidantes. E usado comercialmente como corante em alimentos e como farmaco

(MASOJIDEK, 2004; DUFOSSE et al., 2005; SPOLAORE et al., 2006).

No grupo das xantofilas estdo a luteina, zeaxantina, violaxantila e neoxantina,
sendo a luteina considerada o principal pigmento do grupo. Ela pode ser usada em
produtos farmacéuticos para o tratamento e prevengao de doengas degenerativas, em
cosméticos e em alimentos, devido ao seu elevado valor nutricional e baixa toxicidade,
além do uso como pigmento. O principal género utilizado na produgao de luteina é a
Chlorella, principalmente as espécies C. protothecoides, C. pyrenoidosa e C. vulgaris

(PEREZ-GARCIA et al., 2011).

Os carotenoides, da mesma forma que as clorofilas b, ¢ e d sdo pigmentos
acessorios da fotossintese, mas também possuem a funcdo de proteger os
fotossistemas quando ha luz em excesso, funcionando como uma espécie de filtro

(MASOJIDEK, 2004; LOURENCO, 2006).

No grupo dos carotenoides, existem ainda os cetocarotenoides, sendo que os mais

importantes sdo a astaxantina e a cantaxantina, que sdo bastante usados na
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aquicultura. A astaxantina possui propriedades antioxidantes, anti-inflamatodrias, exibe
atividade anticdncer e aumenta a resposta imunolégica. A microalga Haematococcus
pluvialis pode chegar a produzir concentragdes equivalentes a 4-5 % de seu peso seco
em astaxantina, mas o seu uso comercial esta mais voltado ao consumo humano do
que a aquicultura, que utiliza a astaxantina sintética por possuir valor de mercado

menor (SPOLAORE et al., 2006; ZHU et al., 2009).

2.2.4. Classificagdo e Caracteristicas das Chlorellas

As microalgas sao categorizadas de acordo com a sua pigmentagao, ciclo de vida e
estrutura celular basica, estando as quatro principais classes (em termos de

abundancia) listadas a seguir (KHAN et al., 2009):

i diatomaceas (Bacillariophyceae)
ii. algas verdes (Chlorophyceae)
iii. algas azuis-verdes (Cyanophyceae)
iv. algas douradas (Chrysophyceae)

A microalga Chlorella faz parte do grupo das Chlorophytas (Chlorophyceae), ou
algas verdes. E uma alga unicelular, com formato esférico, globular ou elipsoidal, ndo
movel (ndo possui flagelos) que pode atingir diametros entre 2,0 um e 10,0 um.
Algumas espécies de Chlorella sao marinhas e outras sdo dulcicolas. Sua composicao
média é de aproximadamente 20 % de gordura, 45 % de proteina, 20 % de carboidrato

e 10 % de minerais e vitaminas (PHUKAN et al., 2011).

As algas verdes possuem como pigmentos fotossintéticos clorofila a e b e a sua
composicdo de carotenoides engloba a-caroteno, B-caroteno, neoxantina, luteina,
violaxantina, anteraxantina e zeaxantina como carotenoides primdrios, e equinenona,
hidroxiequinenona, cantaxantina e astaxantina como carotenoides secundarios

(BUBRICK, 1991; YOUNG & BRITTON, 1993; GOUVEIA et al., 1996).

A microalga Chlorella é produzida por mais de setenta companhias, sendo a
japonesa Nihon Chlorella Inc. a precursora em 1961. Inicialmente, ela foi

comercializada como suplemento alimentar, e depois como alimento para a
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aquicultura marinha podendo ser também utilizada como aditivo alimentar devido a
sua coloragdo. O principal componente para a saude humana presente em Chlorella é
o B-1,3-glicano, que é um ativo imunoestimulador e que reduz radicais livres e a

guantidade de lipideos no sangue (IWAMOTO, 2004; SPOLAORE et al., 2006).

A espécie Chlorella minutissima tem sido alvo de estudos por diversos
pesquisadores. BHATNAGAR et al. (2010) cultivaram C. minutissima em aguas
residudrias municipais em condigdes mixotroficas e heterotréficas e relataram que
esta espécie possui tolerancia a diversas condigdes, como por exemplo: pH entre 4 e
12, poluicdo, anaerobiose e estresse osmotico. BORGHETTI (2009) cultivou C.
minutissima em diversas proporgdes de residuo agroindustrial do processamento da
mandioca, chegando a obter biomassa de 2,790 g.L’l, velocidade de crescimento
maxima de 0,397 d*, produtividade de 0,540 g.L''.d™" e porcentagem de lipideos de
11,08 %.

OH et al. (2010) desenvolveram um sistema de reciclagem de células em dgua com
propriedades similares as do mar aquecida a 30 °C em fotobiorreator de 200 litros
durante 80 dias. Eles atingiram, cultivando C. minutissima em condigdes mixotroéficas,
concentragdo maxima de células secas de 8,3 g.L™ contendo 23,2 % de lipideos com
composicdo de 17 % de C16 e 47 % de C18 e concluiram que uma quantidade elevada
de biomassa é necessaria para promover elevados acumulos de lipideos dentro das

células.

LI et al. (2011) cultivaram C. minutissima (UTEX2341) em condigOes
fotoheterotréficas com 26,37 g.L'.d™ de carbono, 2,61 g.Lt.d’ de nitrogénio e
0,03g.L.d* de fésforo e obtiveram produtividade maxima de biomassa de

1,78 g.Lt.d™.

ILLMAN et al. (2000) utilizaram um biorreator agitado de 2 litros e testaram
espécies de Chlorella em meio Watanabe como controle e em meio com limitacdo de
nitrogénio, conseguindo, em C. minutissima, duplicar a biomassa atingida, por

consequéncia, a produtividade e elevando a porcentagem de lipideos de 31 a 57 %.
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INBARAJ et al. (2006) determinaram o perfil completo dos carotenoides da

microalga Chlorella pyrenoidosa (Tabela 3).

Tabela 3. Carotenoides presentes da microalga Chlorella pyrenoidosa apresentados em
proporcdo e quantidades (INBARAJ et al., 2006).

Carotenoide Proporgdo (%) Quantidade (mg.g™”)
Luteina 93,0 153,01 +0,1
B-caroteno 2,62 4,31 +0,03
a-caroteno 2,57 4,23 +0,02
Zeaxantina 1,32 2,17 £0,01

Auroxantina, violaxantina,
neocromo, neoxantina e 0,42 0,68 +0,01
criptoxantina

2.3. Fatores que Influenciam o Crescimento de Microalgas

Os cultivos de microalgas dependem de uma série de pardmetros, dentre eles
estdo a intensidade luminosa, a temperatura, a concentracdo salina do meio de cultivo

e o pH (MATA et al., 2009).

2.3.1. Intensidade Luminosa

A questdo central envolvida na producdo em massa de microalgas fotoautotroficas
é o uso eficiente da luz para obter produtividade fotossintética, massa celular e

metabolitos secundarios (RICHMOND, 2004).

Diminuindo a intensidade luminosa, os pigmentos diretamente envolvidos com a
fotossintese aumentam, como por exemplo, a clorofila-a. Em contrapartida,
aumentando a intensidade luminosa, os pigmentos que servem como agentes

fotoprotetores aumentam, como por exemplo, a zeaxantina e o B-caroteno (HU, 2004).

A produtividade maxima da cultura é obtida quando os requisitos nutricionais para

o cultivo sdo satisfeitos e a temperatura estd na faixa 6tima. Porém, existe uma
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interagdao entre a temperatura e a intensidade luminosa, ou seja, a temperatura 6tima
para a fotossintese aumenta com o aumento da intensidade luminosa (RICHMOND,

2004).

A resposta cinética do crescimento das microalgas para a intensidade da luz é

conhecida como Curva de Resposta a Luz, mostrada na FIGURA 3 (RICHMOND, 2004).

Taxa de fotossintese (P)

[ I, .

Intensidade da luz (I}

Figura 3. Curva de Resposta a Luz (RICHMOND, 2004).

Em intensidades luminosas extremamente baixas, abaixo do ponto de
compensacdo (I.), o crescimento das microalgas é praticamente zero. Elevando a
intensidade luminosa para niveis acima do ponto de compensagdo, o crescimento é
acelerado, sendo que a inclinacdo inicial (o) representa a maxima eficiéncia de
crescimento em resposta a luz. Elevando ainda mais a intensidade luminosa, o ponto
de saturacdo da luz (/) é atingido, onde a taxa de crescimento das microalgas é
maxima, sendo que a taxa de fotossintese é maxima (Ppqx). Este ponto é o ponto 6timo
da luz, pois iluminagdes mais elevadas que esta ndo proporcionam aumento na taxa de
crescimento e inclusive podem ser prejudiciais, quando a taxa atinge o ponto de
fotoinibicdo (/5), onde ocorre o declinio da fotossintese e até a morte celular em casos

mais drasticos (RICHMOND, 2004).

Quando os cultivos atingem uma elevada densidade celular, podem existir regides
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de sombra que podem modificar a disponibilidade da luz para as células
individualmente, ou seja, a luz pode se tornar indisponivel para certas regides dos
cultivos. Neste caso, a mistura da cultura torna-se um fator de elevada importancia,
pois promove as células acesso a luz, em ciclos de luz e sombra, que podem levar
milissegundos até alguns segundos para serem completos, dependendo da turbuléncia
e do caminho 6tico. Quanto maior for a frequéncia do ciclo de luz e sombra, mais

eficientemente a luz serd usada pela fotossintese (RICHMOND, 2004).

DEGEN et al. (2001) testaram intensidades luminosas até 29.600 Ix em cultivos de
Chlorella a 22 °C chegando aos resultados que o ponto de compensacdo foi na
intensidade luminosa entre 370 Ix e 740 Ix e o ponto de saturacdao em 18.500 Ix, onde
ocorreu um maximo na velocidade especifica de crescimento, equivalente a 0,08 h
(1,92 d). Os autores sugerem que a fotoinibicio em Chlorella pode ser evitada

cultivando esta microalga em intensidades luminosas de aproximadamente 18.500 Ix.

MESECK et al. (2005) testou a influéncia da intensidade luminosa e do fotoperiodo
em cultivos da microalga Tetraselmi chui. As intensidades luminosas testadas foram
5.402 Ix, 8.140 Ix e 16.280 Ix e os ciclos dia:noite foram 24:0, 16:8, 12:12 e 8:16. Os
resultados ndao mostraram interagao significativa entre o fotoperiodo e a intensidade
da luz, sendo que quanto maior a intensidade da luz e maior a duracdo da iluminacdo

(ciclo dia), maior a biomassa atingida.

JACOB-LOPES et al. (2009) utilizaram cultivos em fotobiorreator de coluna de
bolhas da cianobactéria Aphanothece microscopica Néigeli a 35 °C com 15 % de CO; na
intensidade luminosa de 11.100 Ix para avaliar o fotoperiodo. Os ciclos dia:noite
testados foram os seguintes: 0:24, 2:22, 4:20, 6:18, 8:16, 10:14, 12:12, 14:10, 16:8,
18:6, 20:4, 22:2 e 24:0. A maxima biomassa obtida foi no cultivo com iluminacdo
continua, ou seja, ciclo dia:noite de 24:0. Diminuindo o ciclo dia, a biomassa obtida
diminuiu linearmente, com excecdo da condi¢cdo 12:12. Essa excec¢ao foi atribuida a
pré-adaptacdo da microalga, pois era nessa condicdo que ela estava sendo mantida

anteriormente.
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2.3.2. Temperatura

Depois da intensidade luminosa, a temperatura é o fator mais importante no
crescimento de microalgas, pois regula as respostas celular, morfoldgica e fisioldgica.
Altas temperaturas aceleram o metabolismo das microalgas, enquanto baixas
temperaturas inibem o seu crescimento. Cada espécie possui a sua temperatura 6tima
e geralmente as microalgas toleram temperaturas até 15 °C inferiores a sua
temperatura 6tima, porém um aumento de 2 a 4 °C pode resultar na perda total do

cultivo (MATA et al., 2009; ZENG et al., 2011).

Os cultivos de Chlorella na literatura tém sido reportados com temperaturas entre
25 e 35 °C, como é o caso de CHIU et al. (2008) que cultivou Chlorella sp. a 26 °C e
BHATNAGAR et al. (2010) e BORGHETTI (2009) que cultivaram Chlorella minutissima a

27 °Ce a 27 °C-33 °C, respectivamente.

MEHLITZ (2009) atingiu um maximo para a velocidade de crescimento da
microalga Chlorella (de aproximadamente 0,06 h™ ou 1,44 d) em temperaturas em

torno de 30 °C em fotobiorreator tubular.

Segundo HU (2004), a temperatura ndo possui influéncia no montante de lipideos
produzidos pelas microalgas, porém uma diminui¢cdao na temperatura de cultivo abaixo

do nivel 6timo geralmente ocasiona um aumento no grau de insaturacao dos lipideos.

Com relagdo a produgdo de carotenoides, TJAHIONO et al. (1994) e LIU & LEE
(2000) apud HU (2004) conseguiram aumentar a quantidade de carotenoides elevando

a temperatura de cultivo de 20 °C a 30 °C e 35 °C, respectivamente.

2.3.3. Concentragdo Salina

O fator concentracdo salina esta fortemente relacionado a composi¢cdo do meio de
cultivo. Os requisitos nutricionais para o cultivo de microalgas estdo sintetizados na

TABELA 4 (ZENG et al., 2011).
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Tabela 4. Requisitos nutricionais para o cultivo de microalgas (ZENG et al., 2011).

Nutricdo Principais Ingredientes Fungao Faixa

Fonte de Carbono CO,, HCO3, COy5, etc. Fornecer Cparatodaa 1-10glL™
célula, etc.

Fonte de Nitrogénio NO;, Uréia, N,, etc. Fornecer N paratodaa 10-2000 mg.L'1
célula, etc.

Fosforo Hidrofosfato, fosfato, Fornecer P para todas 10 -500 mg.L'1

etc. as reagOes nas células,

etc.

Enxofre Sulfato, etc. Fornecer S para 1-200 mg.L'1
proteinas e reagdes,
etc.

Sais inorganicos K, Ca, Na, Mg, etc. Manter estrutura e 0,1-100 mg.L"1
atividade celular, etc.

Elementos-trago Fe, Zn, Mn, Pb, Cd, etc.  Ser fator coenzima, etc. 0,01-10 mg.L"1

Vitaminas Vg, Ve, Vg, etc. Ajudar na divisao 0,01 -1000 ug.L‘1
celular, etc.

Muitos meios de cultivo de microalgas marinhas sao formulados utilizando como
base agua do mar, que possui grande quantidade de sdlidos e gases dissolvidos,
estando presentes por volta de setenta elementos quimicos. Um litro de agua do mar
possui em média 96,5 % da massa correspondente a agua e 3,5 % corresponde as
demais substancias dissolvidas, com amplo predominio de sais inorganicos. A
concentracdo salina € uma medida do total de sais dissolvidos presente na agua. A
agua do mar, apesar da sua formulagdo bastante complexa, necessita ser
suplementada com macronutrientes como, por exemplo, nitrogénio, fésforo, ferro e
silicio, a fim de obter respostas de crescimento mais rapidas das espécies (LOURENCO,

2006).

Segundo LOURENCO (2006), os maiores constituintes da fracdo sdlida da agua do
mar s3o os fons Na* e CI, que somados representam mais de 85 % da massa de sélidos
dissolvidos. Por este motivo, muitos autores estudam o fator concentra¢do salina
através da quantidade de NaCl no meio de cultivo, como é o caso de LOSEVA et al.
(1998), que estudou o efeito de uma condicdo de temperatura e concentragdo salina

elevada em células de Chlorella utilizando 450 mM de NacCl.

Segundo HU (2004), um aumento na concentragdo salina do meio de cultivo pode
resultar em um leve aumento no conteudo lipidico total das microalgas com uma

diminuig¢ao na proporgdo de acidos graxos insaturados no total de acidos graxos.

RAO et al. (2007) testaram concentracdes de NaCl de 17 mM a 8 mM e
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obtiveram, conforme aumento da concentragdo salina, aumento na produgao de
carotenoides, lipideos totais e biomassa, o que foi atribuido a uma possivel adaptacao

da microalga Botryococcus braunii a concentragdes salinas mais elevadas.

Ja FAZELI et al. (2006) utilizaram concentracées de NaCl de 0,05 M a 3 M para o
crescimento da microalga Dunaliella tertiolecta e obtiveram a menor biomassa na
condicdo de maior concentracdo salina, porém com maior produtividade de

carotenoides em base celular.

TAKAGI et al. (2006) testaram concentracdes iniciais de NaCl de até 2 M e
descobriram que na concentracdo inicial de 2 M ocorre inibicdo no crescimento da
microalga Dunaliella tertiolecta. Para avaliar a produgdao de lipideos totais foram
testadas as concentracdes de NaCl entre 0,5 M e 1 M, obtendo respectivamente as
porcentagens de lipideos de 60 % e 67 %. Para avaliar o impacto do aumento da
concentracdo salina durante os cultivos, problema frequente quando sdo utilizados
cultivos em sistemas abertos, quantidades de sal foram adicionadas a partir da metade
da fase log de cultivos com 1 M inicial de NaCl e os resultados foram bastante
positivos, com adigao de 1 M ocorreu aumento da porcentagem de lipideos totais para

em torno de 71 %, porém com diminui¢ao na quantidade de biomassa obtida.

Entretanto, alguns pesquisadores obtiveram resultados contraditérios aos
apresentados, como é o caso de RUANGSOMBOON (2011), que em cultivos de
Botryococcus braunii obteve maior conteudo lipidico utilizando concentracdo salina de
0 psu (unidades praticas de salinidade) do que utilizando as concentragdes salinas de 5
psu, 10 psu, 15 psu e 20 psu. YEESANG & CHEIRSILP (2011) testaram quatro espécies
de Botryococcus nas concentra¢des de NaCl de 0 mM, 43 mM e 86 mM, em meios com
ou sem limitacdo de nitrogénio. Nos testes com limitagdo de nitrogénio, nenhuma
microalga sobreviveu aos niveis salinos testados. Ja em meio rico em nitrogénio, todas
as microalgas sobreviveram, porém com o aumento da concentragdo salina, apenas
uma manteve o mesmo crescimento, enquanto as demais tiveram sua taxa de
crescimento prejudicada. Com relagdo a porcentagem de lipideos, apenas uma
manteve aproximadamente a mesma produgdo, enquanto as demais apresentaram

uma diminui¢ao da porcentagem de lipideos produzida.
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2.3.4. pH

A agua do mar possui pH entre 7,8 e 8,3 e apresenta uma boa capacidade de
tamponamento (LEKANG, 2007). A maioria das espécies de microalgas tem o seu
crescimento favorecido em pH neutro, mas algumas espécies podem ser favorecidas

por pH acido ou alcalino (ZENG et al., 2011).

O suprimento de CO, aos cultivos é necessario para atingir elevadas
produtividades de microalgas e, além disso, € o método mais conveniente de controle

de pH (GROBBELAAR, 2004).

O dioxido de carbono em meio aquoso participa do sistema de equilibrio descrito

pelas equacdes 2.2, 2.3 e 2.4 (LEKANG, 2007).

CO, + H,0 < H,CO, (2.2)
H,CO; < HCO; + H* (2.3)
HCO; < CO%~ + H* (2.4)

Onde:
CO, =dioxido de carbono
H,CO; = 4cido carbdnico
HCOj3 = ion bicarbonato

CO%™ =ion carbonato

A distribuicdo das espécies quimicas é determinada pelo pH. Em pH baixo, ha
excesso de diéxido de carbono ou dacido carbénico. Em pH neutro, ha excesso de ion

bicarbonato e em pH elevado, ha excesso de ion carbonato (LEKANG, 2007).

O consumo de CO; pelas microalgas através da fotossintese leva a um aumento no

pH do meio de cultivo (GROBBELAAR, 2004; ZENG et al., 2011).
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KARAM & SOCCOL (2007) testaram o efeito do pH em cultivos de Spirulina major.
Foram testados quatro diferentes valores de pH do meio de cultivo (7,0; 8,0; 9,0 e
10,0) e os resultados mostraram que ocorre uma maior produc¢do de biomassa em pH

8,0.

MOHEIMANI (2005) utilizou adi¢do de didéxido de carbono para controlar o pH em
cultivos de Emiliania huxleyi e Pleurochrysis carterae. Para a microalga E. huxleyi
cultivada em fotobiorreator de placa, a adigao de CO, diminuiu a produtividade em
compara¢dao com o cultivo sem controle de pH. Ja para a microalga P. carterae, a
produtividade em comparacdo com o cultivo sem controle de pH aumentou em

fotobiorreator de placa (pH de 7,7 e 8,0) e em sistema aberto (pH de 9,1 e 9,6).

2.4. Cultivo de Microalgas Fotoautotroficas

No passado, para os cultivos de microalgas eram empregadas lagoas artificiais,
porém recentemente cultivos em sistemas fechados tém sido também desenvolvidos e
empregados para aumentar a producdo de biomassa (KHAN et al., 2009; XU et al.,

2009).

Os sistemas abertos sdo empregados comercialmente para o cultivo de microalgas
resistentes a condigdes extremas, denominadas extremofilas, como elevado pH
(Spirulina), concentragdo salina (Dunaliella) ou temperatura. Essas condi¢ées evitam o
crescimento de outras algas ou até mesmo bactérias (XU et al., 2009; HARUN et al.,
2010). Segundo KHAN et al. (2009), no maximo seis espécies de microalgas tém sido

utilizadas para producdo de biomassa em sistemas abertos.

2.4.1. Sistemas Abertos

Diversos sistemas abertos para cultivo de microalgas foram criados e aplicados,
existindo uma variedade de formas, tamanhos, materiais usados na construgdo, tipos

de agitagao e inclinagdo, porém apenas os seguintes trés tipos tém sido usados e
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operados em relativamente larga escala: (1) sistemas inclinados onde a mistura é
obtida através de bombeamento e da gravidade, (2) tanques circulares com agitacdo
através de brago mecanico e (3) tanques raceway. Apenas os dois ultimos, juntamente
com as piscinas naturais, sdo usados para producdo comercial de microalgas, sendo
qgue os tanques raceway sdo os mais usados e estdo em vigor desde 1950 (TREDICI,

2004).

Os tanques raceway (Figura 4) sao circuitos ovais fechados com profundidade de
0,15 a 0,5 m, com mistura e circulagdo continua para prevenir sedimentagao (XU et al.,
2009; BRENNAN & OWENDE, 2010). Geralmente s3ao construidos em concreto, mas
terra compactada e revestida com plastico branco também pode ser usada. Em uma
producdo continua de microalgas, meio de cultivo e nutrientes sdo inseridos na frente
das pas do misturador e circulam até o ponto de colheita da cultura, que é anterior ao

misturador (CHISTI, 2007).

Colheita Meio de cultivo
T ‘ | coz
4 ,
»
Roda de pas

Diregao do fluxo

cnz

o2

—

Figura 4. Sistema aberto tipo raceway para cultivo de microalgas (BRENNAN &
OWENDE, 2010).

O sistema raceway é de facil limpeza, baixo custo e facil de operar, porém atinge
produtividades baixas em virtude de ter uma mistura pobre e, por consequéncia,

possuir uma zona escura, ou seja, as microalgas que estdao abaixo da superficie ndo
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possuem muito acesso a luz (CHISTI, 2007). Segundo KHAN et al. (2009), em sistemas
raceway é possivel obter concentracdes de biomassa seca de 1 g.L” e produtividades

de 60 a 100 mg.L*.d™.

Os sistemas abertos s3dao bastante dependentes da localizagdo em que sdo
instalados, pois isto define a temperatura e a luz que as microalgas serao submetidas
(HARUN et al., 2010). A luz geralmente é um fator limitante para os sistemas abertos,
pois ela esta disponivel apenas de dia e sujeita a variagdes sazonais (BRENNAN &

OWENDE, 2010).

Com relacdo a temperatura, existem duas maiores limitagdes nos sistemas
abertos. A primeira é que os cultivos estdao sujeitos a uma flutuagao da temperatura
conforme o dia e a noite e a segunda é que os sistemas nao possuem refrigeragao,

apenas por consequéncia da evaporagdo de dgua (BRENNAN & OWENDE, 2010).

2.4.2. Sistemas Fechados

As configuracdes de sistemas fechados para cultivo de microalgas mais
comumente empregadas sdo: fotobiorreatores placa plana, coluna de bolhas anular e
tubular (Figura 5). Ainda podem ser utilizadas configuragées airlift e modificagées das
trés configuragGes citadas anteriormente, como é o caso do reator de placa em forma

de domo (POSTEN, 2009).
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Figura 5. Geometrias mais comuns de fotobiorreatores fechados. A) Reator de Placa
Plana. B) Reator Anular. C) Reator Tubular (POSTEN, 2009).

O fotobiorreator tubular (Figura 5.C) consiste em tubos transparentes feitos de
plastico ou vidro com diametro de 0,1 m ou menos que podem ser arranjados de
forma horizontal, vertical, helicoidal ou inclinados. O arranjo horizontal é mais facil de
escalonar, porém requer uma area terrestre maior enquanto o vertical proporciona
maior transferéncia de massa e menor energia requerida (HARUN et al., 2010). O meio
de cultivo com microalgas circula nos tubos com fluxo produzido por bomba mecanica
ou airlift. E aconselhavel que o comprimento de um tubo n3o exceda 80 m, pois
conforme as microalgas consomem CO,, o pH do meio de cultivo se eleva e O, é
produzido, sendo que a uma concentracao de 35 mg. L™ ele se torna téxico para a
maioria das espécies de microalgas (CHISTI, 2007; XU et al., 2009). O fotobiorreator
tubular possui uma grande area superficial de iluminacdo, portanto, é bastante

adequado para culturas em areas externas (HARUN et al., 2010).

O fotobiorreator de placa plana (Figura 5.A) é considerado o design de
fotobiorreator mais robusto (POSTEN, 2009). Ele consiste em duas placas planas com
paredes mais finas do que os reatores tubulares (XU et al., 2009). A mistura é obtida
através do suprimento de ar e CO, no fundo do reator utilizando um tubo perfurado. A
agitacdo por bolhas é a forma mais suave de proporcionar uma mistura, pois ocasiona
um menor estresse de cisalhamento nas microalgas, e além do mais, diminui o
consumo de energia (POSTEN, 2009; HARUN et al., 2010). Os reatores podem ser

posicionados verticalmente ou inclinados em um angulo 6timo com relagdo ao sol.
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Essa geometria proporciona uma grande area superficial exposta a iluminagao, nao
possui regides escuras e, por consequéncia, proporciona uma elevada eficiéncia
fotossintética. Ela também possui a vantagem de ndao ocasionar acumulo de O,
dissolvido no meio de cultivo. Como desvantagem, existe a dificuldade de
escalonamento e a problematica do controle de temperatura, para o qual é possivel
usar aspersores de irrigagdo, para resfriamento evaporativo, ou trocador de calor

interno em forma de tubo de aco inoxidavel (XU et al., 2009).

O fotobiorreator de coluna de bolhas consiste em um tubo vertical com aeragdo
proveniente do fundo do reator que proporciona agitacdo e mistura do cultivo de
microalgas. Da mesma forma que o reator tubular, o reator de coluna de bolhas
apresenta a limitacdo de possuir uma regido escura no meio do cilindro reacional. Para
solucionar tal problema, o reator de coluna de bolhas anular (Figura 5.B) foi
desenvolvido, sendo composto de um cilindro dentro de outro, tornando possivel
prover iluminagdo também na regido interna. Esta geometria pode ser vista como um
biorreator de placa plana arredondado, com a vantagem de utilizar menos espaco de

terra (POSTEN, 2009).

Existe ainda o fotobiorreator airlift, que também faz uso de bombeamento de ar
para promover agitacao e mistura, porém possui uma divisoria interna para direcionar
o fluxo da cultura. Segundo XU et al. (2009), os fotobiorreatores airlift demonstram
proporcionar crescimento de microalga superior aos fotobiorreatores colunas de
bolhas, por proverem um padrdao de ciclo de luz e sombra enquanto o fluxo nos

reatores coluna de bolha ocorrem sem direcionamento, de forma aleatoria.

Os fotobiorreatores possibilitam que um cultivo seja realizado com apenas uma
espécie de microalgas e que tenha duragGes maiores, devido ao fato de o seu
ambiente ser fechado, portanto, ndao estando sujeitos a contaminagdes de outras

espécies de microalgas bem como outros microrganismos (KHAN et al., 2009).

Além disso, os fotobiorreatores proporcionam um melhor controle dos
parametros do cultivo, o que permite que maiores quantidades de biomassa e maiores
produtividades sejam atingidas, sendo a produtividade o indicativo mais importante

para o sucesso de uma tecnologia (HARUN et al., 2010).
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Pelo fato de os fotobiorreatores serem sistemas mais complexos e com maior

controle, os custos de instalacdo e operacdo sdo superiores, portanto, os
fotobiorreatores tém sido sugeridos para produgdao de produtos de maior valor
agregado, como por exemplo, proteinas e acidos graxos de cadeia longa, enquanto os

sistemas abertos para biocombustiveis (ZENG et al., 2011).

Resultados de trabalhos encontrados na literatura sobre cultivos de microalgas

desenvolvidos em fotobiorreatores estdo sintetizados na Tabela 5 (XU et al., 2009).

Tabela 5. Comparacdo de diferentes sistemas fechados para cultivo de microalgas.
Luminosidade (Ix), caminho o6tico ou didmetro (D), volume (V), concentracdo de
biomassa (X), produtividade de biomassa (Qx) e coeficiente de transferéncia de massa

(k.a) (XU et al., 2009).

Tipo de .
foto-  Fonte Lu.mlno— D v X Q)fl kLa.a ) A
. sidade 1, (gLl (x10 Microalga Referéncia
biorrea deLuz (cm) (L) (g.L7) ) E)
(Ix) d’) s7)
tor
Artificial 8.880 1,2 55 3,26 0,62 - Spirulina (CONVERTI et al., 2006)
Tubular 9538 6 200 238 1,19 ~6 Phaeodactylum  \ CRNANDEZetal,
Sol 2001)
83.990 3 75 3,03 1,38 ~4 Phaeodactylum (HALL et al., 2003)
Placa Artificial  74.000 34 - 1,5 - Dunaliella (BARBOSA et al., 2005)
Plana 74.000 3 5 7,3 1,38 - Phaeodactylum (MEISER et al., 2004)
Sol _ (RICHMOND & CHENG-
- 10 200 2,6 0,225 - Nannochloropsis WU, 2001)
5328 79 170 56° 331 -  Chaetoceros  \NRICHNAVARUKetal,
Coluna - 2007)
de Artificial 09- 20.-
Bolhas 37.000 8 1,9 10 - 55 Phaeodactylum  (BRINDLEY et al., 2002)
Sol - 21 ea 04 003- Monodus (BOSMA et al., 2007)
1,4 0,2
- 5328 79 170 677° 409 -  Chaetoceros  NICHNAVARUKetal,
Airlift Artificial 2007)
148 10 3 177° 08 - Haematococcus (KAEWP';'OTO(;')\'G etal,

? Calculado a partir da concentracdo de biomassa (células.mL™) usando o valor de
2,228 g de peso seco para 1x10° células (KAEWPINTONG et al., 2007).

2.4.3. Comparativo entre os Sistemas Aberto e Fechado

A Tabela 6 mostra um comparativo entre os sistemas abertos e fechados para

cultivo de microalgas, com relagdo a diversos aspectos (XU et al., 2009).
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Tabela 6. Comparacdo entre sistemas abertos e fechados para cultivo de microalgas
(XU et al., 2009).

Sistemas abertos Sistemas fechados
Risco de contaminacgao Alto Baixo
Perda de CO, Alta Baixa
Perdas por evaporacgao Altas Baixas
Eficiéncia do uso da luz Pobre Excelente
Raz3o area/volume Baixa Alta
Area requerida Grande Pequena
Controle de processo Dificil Facil
Produtividade da biomassa Baixa Alta
Custo de investimento Baixo Alto
Custo de operacgao Baixo Alto
Custo de colheita Alto Relativamente baixo
Scale-up Facil Dificil

Outro aspecto favoravel para o cultivo de microalgas em sistemas fechados é que
a qualidade da biomassa € bastante reprodutivel, enquanto para sistemas abertos, é

bastante variavel (HARUN et al., 2010).



Capitulo 3

Materiais e Métodos

3.1. Microalga e Meio de Cultivo

Cepas das microalgas marinhas Chlorella minutissima e Chlorella sp. foram
gentilmente cedidas pelo professor Sérgio Lourenco do Laboratério de Fisiologia e
Cultivo de Algas do Departamento de Biologia Marinha da Universidade Federal
Fluminense e estdao sendo mantidas em banco de algas no Laboratério 117 do ICTA -

UFRGS.

O meio de cultivo utilizado é o Guillard - “f1/2” (GUILLARD, 1975) contendo
(por litro): 34 g de sal marinho (Red Sea), 75 mg de nitrato de sddio, 5 mg de fosfato
de sdodio, 30 mg de silicato de sédio, 1 mL de solugao de metais-trago, 1 mL de
solugdo de vitaminas e 1 mL de solugdo-tampdo de pH. A solucdo de metais-traco
contém (por litro): 9,8 mg de CuS04.5H,0, 22 mg de ZnS04.7H,0, 1 mg de
CoCl,.6H,0, 180 mg de MnCl,.4H,0, 6,3 mg de Na,Mo004.2H,0, 4,36 g de Na,EDTA e
3,15 g de FeCl;.6H,0. A solugdo de vitaminas contém (por litro): 100 mg de tiamina,
0,5 mg de cianocobolamina e 0,5 mg de biotina. A solugao tampao de pH serve para
manter o pH entre 7,5 e 8,5 e foi feita com 50 g de tris, aproximadamente 30 mL de
acido cloridrico para ajustar o pH em valor de 7,1 a 7,3 e dgua destilada, sendo o
volume total da solugdo de 200 mL. Para fazer o meio de cultivo foram preparadas
solugdes-estoque de acordo com LOURENCO (2006). O meio de cultivo foi
esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 minutos. A solucdo de vitaminas foi

esterilizada por microfiltragdo e adicionada apds o resfriamento do meio de cultivo.
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3.2. Banco de Algas

As microalgas recebidas em pipeta Pasteur de plastico lacradas no volume de 3
mL foram inoculadas em 50 mL de meio de cultivo estéril em frascos conicos de 500
mL. Os frascos foram colocados em incubadora com agitagdao orbital com
temperatura controlada de 30 °C e iluminagdao permanente através de uma
lampada eletronica de 30 Watts, correspondente a uma intensidade luminosa de

aproximadamente 2.500 Ix.

Apds dez dias, 10 mL desses cultivos foram inoculados em 100 mL de meio
estéril em frascos conicos de 500 mL. A partir de entdo, os frascos de cultivo foram

alocados no banco de algas.

O banco de algas é um local fechado com iluminagao por lampada eletronica de
30 Watts, correspondente a uma intensidade luminosa de aproximadamente 2.000
Ix, com fotoperiodo de 12 horas (12:12 dia:noite). A temperatura no local é

controlada em 20 °C.

Passado um més, os cultivos foram renovados, ou seja, 10 mL do ultimo cultivo
foram transferidos para 100 mL de meio estéril em frascos cénicos de 250 mL,
tornando-se respectivamente cultura-mae e cultura-filha. As algas permaneceram
no banco por trés geragGes, que corresponde ao tempo que as algas permaneceram

como células ativas.

3.3. Testes Preliminares

A partir dos cultivos iniciais de 50 mL (descritos no primeiro paragrafo do item
3.2) também foram realizados testes preliminares em duplicata a fim de verificar o
crescimento das algas. Da mesma forma que no banco, 10 mL desse cultivo foram
inoculados em 100 mL de meio de cultivo estéril e colocados em incubadora com

agitacdo orbital com temperatura controlada de 30 °C e iluminagdo permanente
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através de uma lampada eletrénica de 30 Watts, correspondente a uma intensidade
luminosa de 2.500 Ix. O crescimento das algas foi monitorado através de leituras de
densidade otica da cultura a 570 nm (LOURENCO, 2006) com espectrofotémetro
Ultrospec 3100 Pro (Amersham Biosciences) de amostras retiradas dos cultivos em

duplicata.

3.4. Pré-inoculo

Para inocular cada cultivo em reator, uma aliquota de 10 mL de algas da
cultura-mae do banco de cultivo foi inoculada em 100 mL de meio de cultivo estéril
em frasco cénico de 500 mL, que foram colocados em incubadora com agitagao
orbital, temperatura controlada de 30 °C e iluminacdo permanente através de
[ampadas eletrénicas com intensidade luminosa de aproximadamente 5.800 Ix.
Apds uma semana, mais 100 mL de meio de cultivo estéril foram adicionados.
Depois de outra semana, os pré-inéculos puderam ser considerados prontos para

serem utilizados.

3.5. Cultivos em Fotobiorreator

Os cultivos foram realizados em fotobiorreatores de placa do tipo airlift,
confeccionados em acrilico, com volume util de 2,2 L, providos de camisa de
aquecimento/resfriamento interna conectadas a banhos térmicos. Os reatores
foram projetados e caracterizados quanto ao tempo de circulagdo, tempo de
mistura, coeficiente de transferéncia de massa da fase liquida, coeficiente de troca
térmica da camisa e coeficiente de perda de calor para o meio ambiente pelo

proprio grupo de pesquisa (KOCHEM, 2010). A Figura 6 mostra a sua imagem 3D.



36 CAPITULO 3. MATERIAIS E METODOS

tampa para
retirada de
amostras

entrada de u
no reator

/—\

saida de agua

da camisa
camisa de
aquecimento/
./ resfriamento
entrada de
aguana

camisa

base de fixacdo
do reator

corte seccional

Figura 6. Imagem 3D do corte seccional do fotobiorreator.

A aerac3o foi realizada com vazdo de 0,5 L.min* de ar comprimido filtrado com
membrana de 0,22 um Midisart 2000 (Sartorius Stedim Biotech) utilizando-se duas
pedras porosas conectadas em mangueiras inseridas pelo topo dos reatores até o
fundo dos mesmos. As vazdes de ar foram controladas utilizando rotametros
(Dwyer). A temperatura do fotobiorreator foi controlada através da passagem de

agua de banho termostatico através da camisa de aquecimento/resfriamento.

Para realizar a limpeza/assepsia dos reatores, os mesmos foram totalmente
preenchidos com dgua e 10 mL de solugdo comercial de hipoclorito de sédio (2,5 %).

Apds 15 minutos foram adicionados 2,5 mL de solugdo de tiossulfato de sédio 250
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g.L'! para realizar a neutralizagdo do cloro. Depois de 2 horas, esta solucdo foi
descartada e os reatores foram preenchidos com 2 litros de meio de cultivo “f1/2”

estéril (ANDERSEN, 2005).

3.5.1. Estudo da Influéncia da Luz

Oito fotobiorreatores foram distribuidos em duas prateleiras contendo cada
uma, lampadas eletrénicas (12 x 13 W, luz branca, Tashibra). Cada prateleira foi
dividida em duas partes por suportes de madeira, sendo que em cada parte foi
ajustada a distancia dos fotobiorreatores ao painel bem como a quantidade de
lampadas que deveria ser ligada para promover as intensidades luminosas médias
de 2.200 Ix, 10.000 Ix, 17.000 Ix e 24.500 Ix. Os cultivos foram feitos em duplicata,
ou seja, para cada iluminacdo foram utilizados dois fotobiorreatores. A iluminacgdo

durante os cultivos ocorreu durante 24 horas.

3.5.2. Estudo da Influéncia da Concentragdo Salina e da
Temperatura

A fim de determinar a influéncia das variaveis temperatura (T) e concentracdo
salina (S) sobre o crescimento, produgdo de lipideos e produgdo de pigmentos, foi
utilizado um planejamento experimental para duas variaveis com arranjo hexagonal
com pontos centrais conforme a Tabela 7 e a Figura 7. Os pontos 1 a 6 do
planejamento foram realizados em duplicatas e o ponto 7 (ponto central) foi
realizado 4 vezes, totalizando 16 ensaios divididos em 2 blocos (experimentos 1-6 e

2 pontos centrais cada). Os reatores receberam iluminagao constante de 17.000 Ix.
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Tabela 7. Planejamento 2° hexagonal com pontos centrais.

Variaveis codificadas Variaveis reais
Ensaio
X1 X2 S (g-l-_l) T (OC)
1 1 0 40 30
2 0,5 0,866025 37 35
3 -0,5 0,866025 31 35
4 -1 0 28 30
5 -0,5 -0,866025 31 25
6 0,5 -0,866025 37 25
7 0 0 34 30
37,5
35,0 ® °®
— 32,5 A
¥
& 30,0 - [ ] o )
2
g 27,5 -
g
F 25,0 - ) ®
22,5 T T T T 1

25 28 31 34 37 40 43

Concentragdo salina (g.L?)

Figura 7. Desenho esquematico da distribuicdo de pontos de planejamento
hexagonal utilizado.

Através da analise estatistica dos dados dos experimentos, uma equacdo que

representa o sistema estudado foi encontrada. Neste caso, uma equagao polinomial

guadratica, conforme a Equacgdo 3.1.

Y = Bo+ B1x1+ Paxz + B11X1X1 + ParXaXy + Br2X1X; (3.1)
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Onde x; e x, sdo as variaveis codificadas concentracdo salina e temperatura,
respectivamente. O Y representa a varidvel dependente, no caso, a biomassa, a
velocidade especifica de crescimento méaxima ou a taxa de biofixacdao de CO,. Os

simbolos 8, 81, 85, 811, B2, € B1, sdo os coeficientes de regressao do modelo.

3.6. Acompanhamento do Crescimento das Algas

A temperatura dos cultivos foi medida através de termOmetros e a intensidade
luminosa foi monitorada através de luximetro digital MS6610 da Akso. O pH foi
medido através de fita indicadora de pH Alkalit” da marca Merck, que mede na faixa

de 7,5 a 14.

O crescimento das algas foi monitorado através de medida de densidade otica
da cultura a 570 nm (LOURENCO, 2006) com espectrofotometro Amersham
Biosciences modelo Ultrospec 3100 Pro e relacionada com a biomassa (X) por

medida de peso-seco.

Para medida de peso-seco, 10 mL de alga-mde do banco de algas foram
inoculados em 100 mL de meio de cultivo estéril em trés frascos conicos de 500 mL.
Apos seis dias, foram adicionados mais 100 mL de meio de cultivo estéril em cada
frasco. Depois de outros cinco dias, o conteudo dos trés frascos foi agrupado e
foram realizadas medidas de densidade ética (OD) a 570 nm no espectrofotOmetro
com diferentes diluicdes. A cultura foi centrifugada em trés tubos falcons
previamente pesados a fim de encontrar o peso das algas. Para tal, inicialmente
foram adicionados em cada tubo falcon 13 mL de cultura. Os tubos foram
centrifugados por aproximadamente 15 minutos em centrifuga de mesa da marca
Fanen modelo 204-NR e, apds ocorrer a separagao das algas e do meio de cultivo, o
sobrenadante foi descartado e foi adicionada mais uma aliquota de 10 mL. O
procedimento foi repetido até chegar a um total de 143 mL centrifugados em cada

tubo. Os tubos falcons contendo as algas remanescentes das centrifugacdes foram
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colocados em estufa a 75 °C. O peso dos tubos foi acompanhado diariamente até
atingir um valor constante. A média dos trés valores encontrados foi relacionada
com as medidas de densidade 6tica, conforme mostrado na Figura 8, de onde se

obteve a Equacdo 3.2.

X (gL71) = 0,304 X ODsyonm (3.2)
0,2
»
»

0,2 /Q/.
L »
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o » y =0,304x

0,1 / R2= 0,998
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0,0
0 0,2 0,4 0,6 0,8

!

Densidade Otica (570 nm)

Figura 8. Relacio de biomassa (g.L'") e densidade ética a 570 nm.

3.7. Analises

Durante os cultivos, uma vez ao dia, foi retirada uma aliquota de 2 mL de
microalgas e meio de cultivo. Essa aliquota foi centrifugada a 16000 X g durante 5
minutos e o sobrenadante foi descartado enquanto as microalgas precipitadas

foram congeladas para posterior analise de pigmentos com solvente acetona.

No final do crescimento, todo o contetdo dos fotobiorreatores foi centrifugado
a fim de separar as algas do meio salino para andlises de pigmentos por CLAE e de

lipideos por extrator Soxhlet e por cromatografia gasosa. As algas centrifugadas
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foram liofilizadas.

3.7.1. Determinacgdo de Carotenoides Totais

Dois (2) mL de acetona 90 % foram adicionados as amostras de microalgas
coletadas diariamente e sedimentadas por centrifugacdo a 16.000 X g durante 5
minutos. Os frascos com amostra e acetona foram colocados em local escuro a
temperatura de 4 °C por 12 horas. Foram lidas as absorbancias (OD) nos
comprimentos de onda de 750 nm, 510 nm e 480 nm, sendo o caminho ético do
espectrofotébmetro utilizado igual a 1 cm. As absorbancias foram relacionadas a
quantidade de carotenoides em pg.L™* (C) através da Equacdo 3.3 (STRICKLAND &
PARSONS, 1968).

C S 7,6)( 0D480nm - 3 X 0D750nm_ 1,49 X 0D510nm_ 2 X 0D750nm (33)

3.7.2. Identificacdo dos Carotenoides por CLAE

A extracdo de carotenoides foi preparada conforme metodologia de

MERCADANTE & RODRIGUEZ-AMAYA (1998), especifica para carotenoides.

Aproximadamente 0,01 g de algas liofilizadas de cada fotobiorreator foram
pesadas em balanga analitica em tubo de ensaio de vidro, hidratadas com 300 pL de
agua destilada por uma noite a 4 °C, depois foram congeladas por uma noite (ou
mais) na tentativa de facilitar a extracdo dos pigmentos. Dois (2) mL de éter de
petréleo, 1 mL de éter etilico e 1 mL de metanol foram adicionados ao tubo. A
amostra hidratada e com solventes foi homogeneizada em vdirtex e colocada em um
banho de ultra-som, também para auxiliar na extracao de todos os pigmentos do

produto liofilizado, transferindo-os para os solventes.
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O tubo de ensaio foi entao centrifugado por 15 minutos a 2000 X g e 4 °C. O
sobrenadante foi recolhido com o auxilio de uma pipeta Pasteur para frasco ambar.
As etapas de adigcdo de solventes, homogeneizagao em vortex, banho de ultra-som
e centrifugacdo foram repetidas até que ndo se verificasse mais a presenca de

pigmentos na amostra, marcada pela coloragdo final esbranquicada da mesma.

Solugdao de NaOH 20 % em metanol foi adicionada ao frasco ambar no mesmo
volume total de solventes utilizados na extracdo, para promover a reacdo de
saponificagao do extrato. O frasco ambar foi colocado em local ao abrigo da luz a

temperatura ambiente e la permaneceu por uma noite para reagir completamente.

No dia seguinte, todo o conteudo do frasco ambar foi transferido para um funil
de separacdo contendo aproximadamente 500 mL de agua destilada. Apds foram
adicionados aproximadamente 50 mL de éter de petréleo e 50 mL de éter etilico.
Aguardou-se a separacdo das fases. A fase aquosa foi removida e agua destilada
novamente foi adicionada ao funil. Esse procedimento se repetiu até que o pH da
agua de lavagem atingisse um pH neutro. A fase organica entdo foi coletada em um
frasco tipo erlenmeyer e sulfato de sédio anidro foi adicionado com a finalidade de
eliminar possiveis residuos de agua. Por fim, o extrato foi transferido para baldo de
vidro para secagem do solvente a vacuo em evaporador rotatério a 40 °C. Eter
etilico foi adicionado ao baldo no minimo volume necessdrio para dissolver os
pigmentos e transferir para frasco ambar. Nitrogénio a uma baixa vazao foi utilizado
para secar o éter etilico no frasco. O frasco com os pigmentos foi armazenado a -18

°C.

Para andlise de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), foi utilizada
coluna de fase reversa C30 YCM. Como fase movel, foi utilizado um gradiente
constituido de agua/metanol/éter tert-metil-butilitico (MTBE) conforme mostrado

na Tabela 8.

Imediatamente antes da injecio da amostra no CLAE, a mesma foi
descongelada. Solvente MTBE foi adicionado ao frasco ambar, que foi colocado em

banho de ultra-som durante 5 minutos. A amostra foi transferida para uma seringa
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e filtrada com membrana de 0,45 um para solventes organicos (Millipore IndUstria e

Comércio Ltda.) para tubo de inje¢cdo no CLAE.

Estudos previamente realizados no Instituto de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos da UFRGS serviram para a identificacdo dos tempos de retencdo para os
pigmentos Luteina (18 minutos), Zeaxantina (21 minutos) e B-Caroteno (42 minutos)
notadamente presentes em microalgas. Foram geradas curvas de calibragdo a partir
de padroes comerciais destes pigmentos, relacionando a area do pico obtido no
cromatograma com a concentragdo da amostra injetada, que foram utilizadas para

determinar a concentracdo desses pigmentos nas amostras analisadas.

Tabela 8. Gradiente utilizado como fase mdvel na coluna de fase reversa C30
(ZANATTA, 2007).

Tempo (min) Agua (%) Metanol (%) MTBE (%)
0 5 90 5
12 0 95 5
25 0 89 11
40 0 75 25
60 0 50 50

3.7.3. Determinagado de Lipideos Totais

A andlise de lipideos totais foi realizada através de equipamento Soxhlet (Foss /
Soxtec 2055™). Nesta metodologia, a amostra sélida é colocada em um cartucho
composto por membrana que permite a permeagao de vapor. Um solvente
organico é disposto abaixo do cartucho e aquecido de forma a ser vaporizado e
carregar consigo, na passagem pela amostra solida, os lipideos ali presentes. O
equipamento é dotado de uma serpentina de resfriamento com a finalidade de
condensar o vapor rico em lipideos, retornando este condensado ao frasco de

solventes para o solvente ser aquecido e vaporizado novamente.
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Foram realizados trés ciclos de extragdo a 135 °C com duragao de 70 minutos,
utilizando a cada ciclo 100 mL de éter de petréleo para amostras de algas liofilizadas
de aproximadamente 0,10 g pesadas em balanga analitica dentro do cartucho do

equipamento.

Os copos de solvente foram inicialmente secos em estufa, permaneceram por
30 minutos dentro de dessecador e apds foram pesados em balanga analitica. No
final da extracdo, os copos foram novamente colocados em estufa por 15 minutos,
colocados 30 minutos no dessecador e pesados em balanga analitica. A diferenga
encontrada entre o peso final e inicial dos copos de solvente foi referente ao

conteudo lipidico presente na amostra.

3.7.4. Calculo da Taxa de Fixacdo de Gas Carboénico

A taxa de biofixagdo de carbono foi calculada considerando que a biomassa

possui 45 % de carbono (SYDNEY et al., 2010).

Depois de calculado o teor de carbono em cada ponto de medigao do cultivo,
foi calculada a derivada do teor de carbono com relagao ao tempo, considerando-
se, para cada ponto, o ponto anterior e posterior. Para calcular a fixacdo de gas
carbdnico, considerou-se a relagao entre a massa molecular do carbono e a do gas

carbonico.

3.7.5. Cdlculo da Velocidade Especifica de Crescimento

A velocidade especifica de crescimento foi calculada na fase exponencial, fase
em que o microrganismo cresce com velocidade maxima e constante (flmex),
diretamente proporcional a concentragao de biomassa X, conforme Equagao 3.4

(DORAN, 1995).
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% =4 %X (3.4)

Onde:
X = concentracio de biomassa (g.L™})

Umax = velocidade especifica de crescimento mdaxima (h’l)

3.7.5. Calculo da Produtividade

A produtividade foi calculada através da razdo entre a concentragdo de
biomassa obtida e a duragao do cultivo em horas. Para tal calculo, desconsiderou-se

a biomassa presente no inicio do cultivo, ou seja, logo apds a inoculagao.

3.8. Analise Estatistica

A analise dos dados foi realizada através de regressdo linear multipla, teste de

Tukey e analise de variancia pelo software Statistica 7.

3.9. Reagentes

Todos reagentes utilizados no trabalho experimental desta dissertacdo de
mestrado foram de grau analitico das seguintes marcas: Sigma-Aldrich, Dinamica,

Nuclear, Synth, Vetec e Proton.
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Capitulo 4

Resultados e Discussao

4.1. Escolha da microalga

Um teste preliminar em incubadora com agitacdo orbital foi realizado para
comparar o crescimento das espécies Chlorella sp. e Chlorella minutissima. Pela
Figura 9 é possivel perceber que a microalga C. minutissima atingiu valores de
densidade otica mais elevados do que a Chlorella sp.. Portanto, a microalga C.

minutissima foi utilizada para seguir os cultivos em fotobiorreator.

25
—A—Chlorella sp.
’gz,o 1 —®—Chlorella minutissima 8
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Figura 9. Densidade dtica a 570 nm média de dois cultivos em incubadora com
agitacdo orbital de Chlorella sp. e C. minutissima em func¢do do tempo.
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4.2. Cultivos em Fotobiorreator

4.2.1. Estudo da Influéncia da Luz

As curvas de crescimento médias de dois cultivos de C. minutissima estdao
apresentadas na Figura 10. Todos os cultivos de C. minutissima apresentaram fase
exponencial de crescimento entre as horas 35 e 80 de cultivo, independente da

iluminacado recebida (Figura 11).
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Figura 10. Curvas de crescimento médias de dois cultivos de C. minutissima em
fotobiorreator sob luminosidades de 2.200 Ix, 10.000 Ix, 17.000 Ix e 24.500 Ix.
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Figura 11. Curvas de crescimento médias de dois cultivos de C. minutissima em
fotobiorreator sob luminosidades de 2.200 Ix, 10.000 Ix, 17.000 Ix e 24.500 Ix em

escala logaritmica.

Os resultados de maxima biomassa obtida, produtividade e velocidade
especifica maxima de crescimento, calculada na fase exponencial de crescimento,

estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Resultados de biomassa, velocidade especifica maxima de crescimento e
produtividade para os cultivos de C. minutissima em fotobiorreatores sob
iluminagGes de 2.200, 10.000, 17.000 e 24.500 Ix.

Velocidade
o a . 1 Especifica Maxima Produtividade
lluminagao (Ix) Biomassa (g.L ™) de Crescimento (g.LdY)
(d?)
2.200 0,23+0,01° 0,41 +0,01° 0,026 + 0,001 °
10.000 0,35+0,01° 0,63+0,02° 0,048 + 0,001 °
17.000 0,39+0,00" 0,72 +0,05° 0,053 + 0,001 °
24.500 0,37+0,02° 0,58 + 0,03 ° 0,050 + 0,003 °

Letras iguais mostram resultados que ndo tem diferenga significativa entre si.

A andlise estatistica dos dados experimentais mostrou que a iluminagdo possui

influéncia significativa na produgdo de biomassa (p = 0,000346), na velocidade
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especifica maxima de crescimento (p = 0,003298) e na produtividade de biomassa

(p = 0,000203).

A comparagao das médias através do teste Tukey mostrou que os valores de
biomassa, velocidade especifica maxima de crescimento e produtividade obtidos
com as iluminagdes de 10.000, 17.000 e 24.500 Ix ndo diferem entre si, enquanto os
valores obtidos com iluminagao de 2.200 Ix sao significativamente menores que os

demais.

Os cultivos que receberam iluminagdo de 17.000 Ix atingiram maior biomassa
com uma velocidade de crescimento mais elevada, equivalentes a 0,39 g.L'1 e 0,72
d?, respectivamente, enquanto os que receberam iluminacdo de 2.200 Ix
apresentaram os resultados inferiores, tanto de biomassa quanto de velocidade

especifica de crescimento mdaxima, equivalentes a 0,23 g.L'1 e0,41d™

A produtividade méxima atingida foi 0,053 g.L™.d™ nos cultivos iluminados com
17.000 Ix, estando bastante préxima dos resultados dos cultivos com iluminagao de
10.000 Ix e 24.500 Ix, respectivamente, 0,048 g.L'l.d'1 e 0,050 g.L'l.d'l, porém sendo
bastante superior a produtividade atingida pelos cultivos que receberam iluminacdo

de 2.200 Ix, igual a 0,025 g.L*.d™.
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Figura 12. Taxa de fixacdo de CO, em funcdo do tempo em cultivos de C.
minutissima em fotobiorreatores sob luminosidades de 2.200 Ix, 10.000 Ix, 17.000 Ix
e 24.500 Ix.

Com relagdo a taxa de fixacdo de gas carbonico (Figura 12), os cultivos que
receberam iluminagdo de 2.200 Ix fixaram em torno de 2 gCO,.m>.h™" a partir da
hora 48. Os que receberam entre 10.000 Ix e 24.500 Ix tiveram perfis semelhantes,
iniciando com uma elevagao, seguido de um patamar entre as horas 40 e 70, tendo-
se observado um pico de fixacdo de CO, em torno de 96 horas e depois reduzindo,
sendo que a iluminagdao que atingiu uma taxa de fixagcao de gas carbdnico superior,
por volta de 8 gCO,.m>.h™* no patamar, foi a de 17.000 Ix. A anélise de varidncia com
os dados da taxa de fixagao de CO, na hora 72 do cultivo mostrou que a iluminagao
possui influéncia significativa na taxa de fixacdo de CO, (p = 0,004734). Foi realizada
comparacdo das médias por teste de Tukey, sendo possivel perceber que o valor
obtido através da iluminagdao de 2.200 Ix difere dos valores obtidos através das
iluminagGes de 10.000, 17.000 e 24.500 Ix, sendo que entre esses ndo ha diferenca

significativa.

O porcentual de lipideos na biomassa esta apresentado na Figura 13.
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Figura 13. Resultado da analise de lipideos totais contidos nas microalgas C.
minutissima cultivadas em fotobiorreatores com diferentes luminosidades.

Os cultivos que receberam iluminagao de 17.000 Ix produziram mais lipideos
em porcentagem de biomassa do que os que receberam as demais iluminacgdes,

sendo o equivalente a 10,4 %.

Em virtude da iluminagao de 17.000 Ix apresentar os resultados numéricos mais
elevados de biomassa, produtividade de biomassa, velocidade especifica de
crescimento maxima, taxa de fixagdo de CO, e porcentual de lipideos na biomassa,
esta foi escolhida para seguir os testes de influéncia da temperatura e da

concentragdo salina do meio de cultivo em fotobiorreatores.

Os resultados obtidos através deste teste de iluminacdo estdo de acordo com o
resultado apresentado por DEGEN et al. (2001), que em cultivos de Chlorella a 22
°C, testaram iluminacdes de até 29.600 Ix e encontraram o ponto de saturacdo da
luz em 18.500 Ix. Também estdo de acordo com os resultados de MESECK et al.
(2005), que testaram a influéncia da intensidade luminosa em cultivos de
Tetraselmi chui utilizando luminosidades na faixa de 5.000 Ix a 16.500 Ix e
obtiveram como resultado que quanto maior a intensidade da luz, maior a biomassa

atingida.
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Ha relatos na literatura de grupos de pesquisa que utilizaram iluminagdes mais
elevadas em fotobiorreatores e obtiveram bons resultados, como é o caso de
FERNANDEZ et al. (2001), que em fotobiorreator tubular cultivaram a microalga
Phaeodactylum com iluminagdo solar de aproximadamente 95.000 Ix chegando a
uma concentracdao de biomassa de 2,38 g.L’1 e produtividade de biomassa de
1,19 g.L'.d™. HALL et al. (2003) também utilizaram fotobiorreator tubular para
cultivar a mesma microalga com iluminacdo solar na faixa de 84.000 Ix, atingindo
biomassa de 3,03 g. L' e produtividade de biomassa de 1,38 g.L™".d™". J4 MEISER et
al. (2004) cultivaram a microalga Phaeodactylum em fotobiorreator de placa plana
em luz solar com luminosidade de 74.000 Ix e obtiveram 7,3 g.L™" de biomassa e
produtividade de biomassa de 1,38 g.L’l.d’l. Os grupos de pesquisa citados
utilizaram injegao de CO; para controlar o pH dos cultivos na faixa de valores de 7,4

al’7.

O pH dos cultivos em todos os experimentos ficou entre 7,5 e 8,5, partindo de
7,5 no inicio do cultivo, sofrendo uma elevacdao até 8,5 em torno da hora 50 e

novamente acidificando no final do cultivo.

4.2.2. Estudo da Influéncia da Concentragdo Salina e da
Temperatura

As curvas de crescimento das médias dos cultivos de C. minutissima realizados
em fotobiorreator estao apresentadas na Figura 14 com as respectivas condi¢des de

temperatura e de concentracgao salina utilizadas.
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Figura 14. Curvas de crescimento dos cultivos de C. minutissima em fotobiorreator
sob diferentes condi¢des de concentragao salina e temperatura.

Todos os cultivos de C. minutissima apresentaram fase exponencial de
crescimento entre as horas 30 e 80 de cultivo, independente das condicGes de

temperatura e concentracdo salina do meio de cultivo (Figura 15).
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Figura 15. Curvas de crescimento dos cultivos de C. minutissima em fotobiorreator
sob diferentes condicdes de concentracdo salina e temperatura em escala
logaritmica.
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Os resultados de maxima biomassa obtida, produtividade de biomassa e
velocidade especifica maxima de crescimento, calculada na fase exponencial de

crescimento, estao apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Resultados de biomassa, velocidade especifica maxima de crescimento e
produtividade para cultivos de C. minutissima em fotobiorreator em diferentes
condi¢cGes de temperatura e concentragao salina.

Velocidade

Temperatura Concer?tragao Biomassa Es/p(.acmca Produtividade
°C) sallrla (g.L'l) MaX|'ma de (g.L'l.d'l)
(g.L) Crescimento
(d™)

25 31 0,43 £0,03 0,79+0,06 0,094 £ 0,005
25 37 0,43 +0,03 0,81+0,05 0,094 +0,004
30 28 0,40+ 0,03 0,70+0,02 0,088 = 0,006
30 34 0,39+0,04 0,73+0,04 0,083 0,005
30 40 0,41 +0,03 0,74+0,08 0,084 0,003
35 31 0,17 £0,01 0,51+0,08 0,033 +0,006
35 37 0,21+0,02 0,58+0,10 0,041 0,005

A fim de determinar a equagdo polinomial quadrdtica (Equagdo 3.1) que
representa o sistema estudado, foi feita uma analise estatistica dos dados
experimentais. Os coeficientes de regressao das varidveis codificadas e os
parametros da regressao para biomassa, velocidade de crescimento e produtividade

de C. minutissima estao apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11. Tabela de valores dos coeficientes de regressao das variaveis codificadas
e dos pardmetros da regressdo para biomassa, velocidade de crescimento e

produtividade de C. minutissima em fotobiorreator.

Velocidade de

Produtividade de

Biomassa . .
Crescimento biomassa
Coeficiente p Coeficiente p Coeficiente p
6o -2,067 0,0002 -0,4340 0,0004 - -
8, - - - - 0,00483 0,0295
611 - - - - - -
6, 0,1880 <0,0001 0,0403 <0,0001 0,0992 0,0143
6,2 -0,003528 <0,0001 -0,0008 <0,0001 -0,00209 0,0037
612 - - - - - -
blocos - 0,0039 - 0,560 - 0,0001
Regressao
valor-p < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
F 108,68 55,63 103,96
R? 0,9645 0,9529 0,9630
Valor-p da
falta de 0,7864 0,4853 0,6646
ajuste

Foi observado que, para producdo de biomassa, a temperatura possui
influéncia significativa, tanto linear quanto quadratica, porém a concentragao salina
do meio de cultivo ndo. O modelo para a produgdao de biomassa se mostrou
altamente significativo (p < 0,0001), com um R? elevado (0,9645) e com um bom

ajuste, sendo o valor-p da falta de ajuste igual a 0,7864.

Para a velocidade de crescimento, a temperatura se mostrou significativa, com
influéncia linear e quadratica, e a concentragdo salina mostrou ter influéncia
significativa linear. O modelo foi considerado significativo (p < 0,0001), com um R?
elevado (0,9530) e com um bom ajuste, sendo o valor-p da falta de ajuste igual a

0,4853.

A temperatura possui influéncia significativa, tanto linear quanto quadratica,
para produtividade de biomassa, mas a concentra¢do salina do meio de cultivo ndo.

O modelo para a produtividade de biomassa se mostrou altamente significativo (p <
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0,0001), com um R? elevado (0,9645) e com um bom ajuste, sendo o valor-p da falta
de ajuste igual a 0,6646.

Para melhor visualizacdo do efeito das varidveis independentes temperatura e
concentragdo salina nas varidveis dependentes biomassa, velocidade especifica de
crescimento e produtividade, foram construidas as superficies de resposta

apresentadas na Figura 16, na Figura 17 e na Figura 18.

\_J%.\ LSRR

Figura 16. Superficie de resposta da biomassa de C. minutissima em fung¢do da
temperatura e da concentragao salina do meio de cultivo em fotobiorreator.
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Figura 17. Superficie de resposta da velocidade especifica de crescimento de C.
minutissima em funcdo da temperatura e da concentracdo salina do meio de cultivo
em fotobiorreator.
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Figura 18. Superficie de resposta da produtividade de biomassa de C. minutissima

em funcdo da temperatura e da concentracdo salina do meio de cultivo em
fotobiorreator.

Através da Figura 16 é possivel observar que quanto menor a temperatura,
maior a producdo de biomassa. Apds 100 horas de cultivos nas temperaturas de 25
°C e 30 °C foi obtida biomassa de aproximadamente 0,4 g.L™* enquanto que a 35 °Ca
biomassa atingida foi em torno de 0,2 g.L'l. Na literatura, foram encontrados
autores que obtiveram biomassas de microalgas mais elevadas, como é o caso de
BORGHETTI (2009), que cultivou C. minutissima de forma mixotréfica utilizando
residuo agroindustrial a 30 °C e atingiu biomassa de 2,790 g.L'*. Também foi
encontrado resultado superior em cultivo de C. minutissima, igual a 8,3 g.L'l, em

condi¢cdes mixotroficas em fotobiorreator com sistema de reciclo de células

realizado por OH et a/.(2010).

J& com outras microalgas cultivadas em fotobiorreatores, os resultados

encontrados sao bastante diversos. BOSMA et al. (2007) obtiveram biomassa de
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Monodus entre 0,4 e 1,4 g.L'1 em fotobiorreator coluna de bolhas utilizando luz
solar, ar enriquecido com CO, e meio mineral com 1 % de agar. CONVERTI et al.
(2006), em cultivo fotoautotrofico em fotobiorreator tubular com iluminacgdo
artificial, obtiveram 10,6 g.L™* de biomassa de Spirulina (aeracdo com ar comprimido
e ajuste de pH para 9,5 através de adicao de CO,). Em fotobiorreator placa plana
com iluminacdo solar, RICHMOND & CHENG-WU (2001), obtiveram biomassa de 2,6
g.L* da microalga Nannochloropsis em condicbes fotoheterotréficas e controle de
pH entre 7 e 8 através de injecdo de ar comprimido com 1,5 % de CO,. Em
fotobiorreator airlift com meio de cultivo mineral, ar comprimido e iluminacdo
artificial, KRICHNAVARUK et al. (2007) obtiveram 6,59 g.L'1 de biomassa de

Chaetoceros.

A Figura 17 mostra que quanto maior a concentragao salina e menor a
temperatura, maior é a velocidade especifica de crescimento. A velocidade maxima
obtida neste trabalho foi 0,81 d-1 na condigdo de temperatura 25 °C e concentragao
salina 37 g.L-1. MEHLITZ (2009), cultivando Chlorella em meio mineral com ar
suplementado com CO2 (controle de pH para 7,2) a aproximadamente 30 °C, obteve
maxima velocidade de crescimento de 1,44 d-1. BORGHETTI (2009), nas mesmas
condicGes citadas anteriormente, atingiu velocidade especifica de crescimento de
0,397 d-1. J4 DEGEN et al. (2001) conseguiram obter uma velocidade especifica de
crescimento maxima equivalente a 1,92 d-1 utilizando cultivos fotoautotroficos de

Chlorella a 22 °C com iluminagao de 18.500 Ix e ar comprimido.

A Figura 18 mostra que quanto menor a temperatura, maior a produtividade de
biomassa. As maximas produtividades de biomassa obtidas foram de 0,094 g.L™".d™
nos cultivos a 25 °C. Foram encontrados na literatura resultados semelhantes, por
CHIU et al. (2008), que obtiveram produtividade de biomassa de Chlorella sp.
equivalente a 0,091 g.L'*.d™ a 26 °C, e também resultados inferiores, por SCRAGG et
al. (2002) que obtiveram produtividades de biomassa de Chlorella vulgaris,
cultivadas a 25 °C, nos valores de 0,024 e 0,040 g.L*.d™", sendo que ambos grupos

de pesquisa utilizaram aeracdo com ar sem suplementacdo de gas carbodnico.
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J4 com uso de CO, para suplementar o ar utilizado nos cultivos, foram
encontrados resultados superiores aos obtidos neste trabalho, como é o caso de
CHIU et al. (2008), que em cultivo de Chlorella sp. a 26 °C obtiveram produtividades
de 0,528, 0,491, 0,458 e 0,369 g.L'l.d'1 para as condicdes de aeracdaode 2 %, 5 %, 10
% e 15 %, respectivamente. YOO et al. (2010), obtiveram produtividade de 0,105
g.L't.d! utilizando a microalga C. vulgaris a 25 °C com suplementagio de 10 % de

CO..

Outra alternativa para aeragdo é o uso de gas de combustdo. DOUSKOVA et al.
(2009) obtiveram uma produtividade bastante elevada, no valor de 2,5 g.L'.d?,
utilizando gds de combustao contendo entre 10 % e 13 % de CO, e 8 % a 10 % de O,,
sendo esta produtividade superior a do cultivo controle (1,7 g.L™.d) realizado com

ar suplementado com 11 % de CO,.

LI et al. (2011) obtiveram produtividade de biomassa superior as obtidas no
presente trabalho, equivalente a 1,78 g.L'.d?, utilizando suplementacio de
carbono, nitrogénio e fésforo no meio de cultivo, em cultivo denominado

fotoheterotroéfico de C. minutissima.

A taxa de fixagdo de CO, em fungdo do tempo estd apresentada na Figura 19.
Os cultivos realizados nas temperaturas de 25 °C e 30 °C apresentaram fixacdo em
perfil parabdlico, elevando-se até um maximo por volta da hora 70 e decrescendo
em seguida. Os valores maximos atingidos foram entre 10 e 12 gCO,.m>.h™". J4 para
os cultivos na temperatura de 35 °C a taxa de fixagao de CO, elevou-se do inicio ao

fim do cultivo, atingindo valores maximos entre 4,0 e 5,5 gCOz.m’B’.h’l.



62 CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO

14
—~  |—+—25°C31g/L
<12 |-m-25°C37¢g/L
E ——30°C28g/L
2010 {—<30°C34g/L
S —4—30°C40g/L
3 8 1—35°C31g/L
o g | ®35°C37¢g/
o
2
2 4
S
S 2
G
o
0 20 40 60 80 100

Tempo (h)

Figura 19. Taxa de fixacdo de CO, em funcdo do tempo em cultivos de C.
minutissima em fotobiorreatores sob diferentes condicGes de temperatura e
concentracdo salina do meio de cultivo.

Para determinar a regressdo para a taxa de fixacdo de CO, pela microalga C.
minutissima em fotobiorreator, foi realizada analise estatistica dos dados
experimentais de biofixacdo na hora 70 do cultivo. Os coeficientes de regressado das
varidveis codificadas e os parametros da regressdao estdo apresentados na Tabela

12.
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Tabela 12. Tabela de valores dos coeficientes de regressao das variaveis codificadas
e dos parametros da regressao para taxa de fixagdo de CO, pela microalga C.
minutissima em fotobiorreator.

Biofixacdo de CO,

Coeficiente p
8o -59,6143 0,0129
61 - -
611 - -
6, 5,4734 0,0018
6, -0,1051 0,0006
612 - -
blocos - 0,0203
Regressao
valor-p <0,0001
F 44,82
R? 0,9181
Valor-p da falta de 0,8407

ajuste

Foi observado que, para taxa de fixagao de CO, o modelo se mostrou altamente
significativo (p < 0,0001), com um R? elevado (0,9181) e com um bom ajuste, sendo

o valor-p da falta de ajuste igual a 0,8407.

Para melhor visualizagdo do efeito das varidveis independentes, foi construida
uma superficie de resposta (Figura 20) para a taxa de fixacdo de CO2 na hora 70 em

fungdo da temperatura e concentragdo salina do meio de cultivo.
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Figura 20. Superficie de resposta da taxa de fixacdo de didxido de carbono em

funcdo da temperatura e da concentragao salina do meio de cultivo em cultivos de
C. minutissima em fotobiorreatores.

A superficie de resposta para a taxa de fixacgdo de CO, ficou bastante
semelhante a da biomassa, devido ao fato de a fixacdo de CO, ser diretamente
proporcional a producdo de biomassa. Portanto, para a taxa de fixagdo de CO; a
temperatura possui influéncia significativa, tanto linear quanto quadratica, mas a
concentragdo salina do meio de cultivo ndo. A maxima taxa de fixagdo de CO,

atingida foi de aproximadamente 12 gCO,.m>.h" no cultivo realizado a 25 °C e 37
g.L'l.

O resultado da andlise de carotenoides no final dos cultivos estd apresentado
na Figura 21.
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Figura 21. Resultado da analise de carotenoides presentes nas microalgas C.
minutissima depois de cem horas de cultivos em fobiorreatores em diferentes
condicdes de temperatura e concentragao salina do meio de cultivo. Desvio padrao
médio dos dados: 137 mg. L™.

Os cultivos realizados nas temperaturas de 25 °C e 30 °C apresentaram maiores
guantidade de carotenoides por litro do que os cultivos realizados na temperatura
de 35 °C. Esse resultado estd de acordo com a quantidade de biomassa obtida.
Portanto, uma relacdo entre carotenoides e biomassa foi calculada e esta

apresentada na Tabela 13, juntamente com o resultado da analise de lipideos totais.
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Tabela 13. Resultados da andlise de lipideos totais e carotenoides totais realizados
com as microalgas coletadas no final dos cultivos e liofilizadas.

Temperatura (°C) Csoarlmicnean;cgral-g_?)o Lipideos Totais (%) Carotenoides Totais (mg.g™)

25 31 14,5° 2,83+0,93°
25 37 13,8° 2,48+1,14°
30 28 12,9° 2,61+1,00°
30 34 12,4° 2,55+0,91°
30 40 14,7 ° 2,32+1,19°
35 31 12,0° 2,17+1,08°
35 37 12,0° 2,42+1,29°

MEDIA 13,2 2,48 + 1,08

Letras iguais mostram resultados que ndo tem diferenca significativa entre si.

Todas as condigdes de concentragao salina e temperatura apresentaram
relacdo de carotenoides por biomassa por volta de 2,5 mg.g’1 e porcentagem de
lipideos por biomassa entre 10 % e 15 %, sendo a média equivalente a 13,2 %. A
andlise de variancia dos resultados mostrou que a temperatura e a concentragao
salina do meio de cultivo ndo influenciaram a produgdo de lipideos e de

carotenoides na faixa de valores testada.

Segundo HU (2004), a varia¢do de temperatura nao influencia no montante de
lipideos produzidos pelas microalgas, o que esta de acordo com o resultado obtido
no presente trabalho. Porém o mesmo autor afirma que um aumento na
concentracdo salina do meio de cultivo das microalgas ocasiona um leve aumento

no conteudo lipidico das microalgas, fato que nao foi verificado nos resultados.

Os resultados de porcentagens de lipideos encontradas nas microalgas
publicados por CHISTI (2007) e GOUVEIA & OLIVEIRA (2009) sintetizados na Tabela 2
do Capitulo 2, mostram que em microalgas da espécie Chlorella foram produzidos
lipideos em porcentagem de 14 % a 63 %, sendo superiores aos resultados obtidos
neste trabalho. J4 BORGHETI (2009), cultivando C. minutissima a 30 °C e 2.500 Ix em
residuo agroindustrial do processamento da mandioca, obteve porcentagem de

lipideo de 11,08 %.
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O resultado encontrado de carotenoides totais médios de 2,5 mg.g™ significa
gue 0,25 % do peso seco das microalgas é constituido por carotenoides, o que esta
de acordo com SPOLAORE et al. (2006), que afirmam que os carotenoides estdo
presentes nas microalgas geralmente na concentracdo de 0,1 a 0,2 % do seu peso

seco.

Todos cultivos iniciaram com pH 7,0, sofrendo uma elevagdo até
aproximadamente 8,5 por volta da hora 80, final da fase estacionaria, e depois

sofrendo acidificagdo até o pH em torno de 7,5.

4.3. Identificacdao dos Carotenoides

Os cromatogramas dos extratos saponificados da microalga liofilizada C.
minutissima no final dos cultivos permitiram a identificacdo de picos dos
carotenoides luteina, zeaxantina e B-caroteno, como pode ser visualizado na Figura

22. Os demais picos ndo foram identificados.
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Figura 22. Cromatograma dos carotenoides do extrato saponificado de microalga
liofilizada C. minutissima no final dos cultivos. Condi¢Ges cromatograficas: coluna de
fase reversa C30 polimérica marca YMC, FM: gradiente de dgua/metanol/tert-metil-
butil-éter (MTBE) proporcao inicial 5:90:5, atingindo 0:95:5 em 12 minutos, 0:89:11
em 25 minutos, 0:75:25 em 40 minutos até concentracao final de 0:50:50 em 60
minutos, vazio de ImL.min™, a 33°C.

O perfil dos carotenoides nos cromatogramas foi sempre o mesmo,
apresentando uma maior quantidade do carotenoide luteina, seguido de zeaxantina
e com uma peguena quantidade de B-caroteno, independentemente das condi¢cGes

de luz, concentracdo salina e temperatura utilizadas nos cultivos.

As porcentagens dos carotenoides identificados foram calculadas em todos os

cromatogramas e comparadas, resultando na relagdo apresentada na Tabela 14.

Tabela 14. Porcentagens médias dos carotenoides presentes na microalga C.
minutissima identificados por cromatografia liquida de alta performance.
Luteina (%) Zeaxantina (%) B-caroteno (%) Demais (%)
61,2+3,8 19,6+5,4 4,0 £2,6 14,8+ 2,8

Segundo PEREZ-GARCIA et al. (2011), a Chlorella é a principal espécie utilizada
na producdo de luteina e na Tabela 14 é possivel perceber que o carotenoide

luteina é o produzido em maior porcentagem pela microalga C. minutissima. A
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luteina possui propriedades antioxidantes e sua ingestdao proporciona diversos
beneficios para a saude humana, na prevencdo de doencas visuais, cerebrais e do
coragao, e é um carotenoide que ndo possui forma sintética, ou seja, apenas é

sintetizado naturalmente (VILCHEZ et al., 2011).

GOUVEIA et al. (1996) monitoraram a variacdo da concentracdo de
carotenoides ao longo do tempo na microalga Chlorella vulgaris em condigdes de
deficiéncia de nutrientes, estresse salino (30 g.L”* de NaCl) e intensidade luminosa
de aproximadamente 2.800 Ix. Os carotenoides analisados foram p-caroteno,
astaxantina, cantaxantina e luteina. O carotenoide luteina foi obtido em maiores
quantidades nos dias 3 e 5, respectivamente 2,62 e 2,67 mg.g "', da mesma forma

que o B-caroteno, igual a 0,43 e 0,33 mg.g .

A proporgdo e a quantidade de luteina encontradas por INBARAJ et al. (2006),
referentes a 93,07 % e 153,0 + 0,1 mg.g’l, foram superiores as encontradas neste

trabalho e no trabalho de GOUVEIA et al. (1996), respectivamente, 61,23 % e 2,67

mg.g'l.
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Capitulo 5

Conclusoes

Com base nos resultados experimentais obtidos no presente trabalho pode-se

concluir que:

* a2 microalga Chlorella minutissima mostrou atingir concentragdes de
biomassa mais elevadas do que a microalga Chlorella sp.;
e o0s cultivos de C. minutissima que receberam iluminagdao de 17.000 Ix

produziram mais lipideos em porcentagem de biomassa que os demais;

e a intensidade luminosa de 17.000 Ix se mostrou melhor do que as

demais para os cultivos de Chlorella minutissima;

e a temperatura possui influéncia significativa na producdo de biomassa
enquanto a concentragao salina ndo influencia;

e para a velocidade especifica mdaxima de crescimento, tanto a
temperatura quanto a concentragao salina apresentaram influéncia
significativa;

e atemperatura possui influéncia significativa na biofixacao de CO,;

e a temperatura e a concentracdo salina do meio de cultivo ndo
influenciaram a producdo de lipideos e carotenoides;

* a microalga C. minutissima apresenta maior porcentagem do

carotenoide luteina, seguido de zeaxantina e B-caroteno.
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5.1. Sugestdes para Trabalhos Futuros

A fim de dar continuidade ao trabalho realizado nesta dissertagao de mestrado,

sugere-se:

realizar teste de adi¢cdo de nitrato no meio de cultivo a fim de avaliar a
influéncia deste substrato no crescimento das microalgas;

testar outros métodos de extracdo de lipideos, bem como a associacao
de métodos;

realizar a identificagao e quantificagao dos lipideos;

testar o uso de substrato organico de carbono para proporcionar uma
produgdo mixotrofica de microalgas, sendo que uma possibilidade de
baixo custo seria a utilizacdo de residuos agroindustriais;

suplementar o ar com CO;;

realizar a quantificagao dos carotenoides.



Apéndice A

Conversado de Unidades para Lampada Fluorescente
Branca Fria

As conversdes de unidades realizadas no presente trabalho foram de acordo
com as conversoes apresentadas na Tabela A. 1. O Sistema Internacional de
Unidades utiliza a unidade Lux (Ix) para descrever a grandeza Luminosidade, e da

mesma forma foi feito neste trabalho.

Tabela A. 1. Tabela de Conversdo de Unidades para Lampada Fluorescente Branca
Fria (Adaptado de EGC, 2011).

Unidade Simbolo Equivaléncia
Fluxo Fotossintético de 0,218 E,
, > PPF
Fétons (umol/m?/s) 74 Ix
. 4,59 PPF
Irradiancia (W/m?) Ee >9
0,341 Ix
, 0,014 PPF
Lux (lumen/m?) Ix

2,93 E.
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Apéndice B

Correlacao entre Medidas de Absorbanciaem A =570
nmeA=750nm

Foram realizadas medidas de absorbancia nos comprimentos de onda de 570
nm e 750 nm a fim de determinar se as absorbéancias lidas no espectrofotometro
poderiam estar sendo influenciadas pela presenca dos pigmentos presentes nas
microalgas C. minutissima. Essas medidas foram relacionadas em um grafico através

de regressao linear, de acordo com a Figura B. 1.

1,2 y=0,6878x
R2=0,9952
y=0,7505x

R2=0,996
y=0,759x
R2=0,9982
y=0,754x
R?2=0,998
y=0,7618x
R?2=0,9996
y=0,7595x
R2=0,9988

¢ testel

B teste2

teste 3

X teste4d

X teste5

teste 6

— Linear (teste 1)

— Linear (teste 1)

— Linear (teste 2)

—— Linear (teste 3)

(
(
(

Absorbancia (750 nm)
o o
[e)] (o]

1 1

o
>
1

0 : . . T ' : ' — Linear (teste 4)
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 14 16— linear (teste 5)

Absorbancia (570 nm) — Linear (teste 6)

Figura B. 1. Medidas experimentais de absorbancia de cultivos da microalga C.
minutissima em fotobiorreator nos comprimentos de onda de 570 nm
e 750 nm.
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Todas as equagdes das regressdes lineares apresentaram coeficiente de
correlacio (R?) elevados, ou seja, pode-se afirmar que as medidas de absorbancia
em 570 nm e 750 nm s3ao proporcionais, ndo sofrendo alteragao em fungao dos

pigmentos presentes na microalga C. minutissima.
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