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RESUMO
PICARDO, Marta Cristina. Desempenho de Isochrysis galbana na Produgdo de Oleo

e Sequestro de CO, com Fotobiorreator Piloto. Tese (Doutorado em Tecnologia de
Processos Quimicos e Bioquimicos), Escola de Quimica - Universidade Federal do Rio
de Janeiro, 2012.

A produgdo de matéria prima para obten¢ao de biocombustiveis estd focada nos cultivos
de cana de actcar, milho, soja e plantas oleaginosas em geral. Estas culturas necessitam
de solos férteis, dgua doce e apresentam sazonalidade. O cultivo de microalgas
apresenta-se como uma alternativa, ndo competindo com a producao de alimentos e com
o consumo humano ou industrial de dgua, além da vantagem de agregar o potencial de
sequestro do CO,, principal gis de efeito estufa. No entanto, o desempenho econdmico
de processos baseados em microalgas depende centralmente de altas produtividades em
biomassa e no teor de lipidios alcancados. Com este propdsito, o presente trabalho
aborda a producdo outdoor de biomassa algidcea em escala piloto. No contexto de
biocombustiveis, e consequente foco em produtividade, desenvolveu-se inicialmente
uma metodologia de Screening de microalgas com resultados experimentais
apresentados na literatura. A microalga marinha Isochrysis galbana foi selecionada em
funcdo do seu potencial de producdo de biomassa, teor de carbono e produtividade de
lipidios (métricas de sele¢do). Testes preliminares em reator de bancada com volume de
2L (testes indoor) comprovaram o potencial desta microalga na utilizacdo do CO, e
atendimento das metas de selecdo adotadas na Metodologia de Screening. A
produtividade médxima alcancada em cultivo semicontinuo nos testes indoor foi de 0,5
g L'.d" de biomassa e 0,078 g.L"'.d" de lipidios. Um fotobiorreator tubular de 670 L
foi projetado para scale-up do processo de biofixacdo de CO,, exibindo dimensdes e
fluidodindmica peculiares (objeto de depodsito de patente). Duas bateladas foram
conduzidas na planta piloto, obtendo-se taxa de crescimento maxima de 0,45 d'l,
concentracdo de biomassa de 0,15 g.L! e teor maximo de lipidios de 28% em biomassa
seca. Uma fase “Lag” foi observada em ambas as bateladas devido a adaptacdo celular
as novas condi¢des de irradiancia. O sistema provou ser adequado ao cultivo de
microalgas; entretanto, melhorias no controle de varidveis como a temperatura, e ajustes
na adaptacdo celular, bem como a escolha de outras métricas de selecdo, sao
notadamente importantes para aumentar a produtividade em biomassa, tornando a

producdo de microalgas vidvel.

Palavras Chaves: Microalgas, Fotobiorreator, Biofixacdo de CO, Biocombustiveis.
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ABSTRACT

PICARDO, Marta Cristina. Performance of Isochrysis galbana in Oil production and
CO, biofixation in Photobioreactor. Tese (Doutorado em Tecnologia de Processos
Quimicos e Bioquimicos), Escola de Quimica - Universidade Federal do Rio de Janeiro,
2012.

The production of raw material for biofuels production is focused on the cultivation of
sugar cane, corn, soybeans and oilseeds in general. These crops require fertile soils,
fresh water and exhibit seasonality. The cultivation of microalgae is presented as an
alternative, not competing with food production and human consumption or industrial
water, besides the advantage of adding the potential for sequestration of CO,, the main
greenhouse gas. However, the economic performance of microalgae-based processes
depend centrally high biomass productivity and lipid content achieved. For this purpose,
this paper addresses the outdoor production of algal biomass in a pilot scale. In the
context of biofuels, and the consequent focus on productivity, initially developed a
Screening Methodology of microalgae to experimental results reported in the literature.
The marine microalga Isochrysis galbana was selected by the procedure in terms of its
potential for biomass production, carbon content and lipid productivity (metric
selection). Preliminary tests in batch reactor with a volume of 2L (indoor tests)
demonstrated the potential of I. galbana in the use of CO, according to the metrics
adopted in the selection Screening Methodology. The maximum yield achieved in semi-
continuous cultivation in indoor tests was 0.5 gL'l.d'1 of biomass and 0.078 gL'l.d'1
lipid. A tubular photobioreactor with 670 L in volume was designed for this scale-up
with peculiar dimensions and hydrodynamic, it is in the patenting process. Two batches
were conducted in the pilot plant, obtained maximum growth rate of 0.45 d, 0.15 g.L"!
yield and maximum lipid content of 28% in dry biomass. A phase "lag" was observed in
both batches due to cellular adaptation to new conditions of irradiance. The system has
proved suitable for the microalgae cultivation; however, improvements in control of
variables such as temperature, and adjustment of cellular adaptation and selection of
other metrics, are particularly important to increase the biomass yield, making the

production of microalgae viable.

Keywords: Microalgae, Photobioreactor, CO, Biofixation, Biofuel.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

O foco no desenvolvimento sustentdvel se fortaleceu nos dltimos anos devido as
mudancas climéticas. O interesse em fontes de energia e matérias primas renovveis é
demonstrado nas esferas politica e social. No cendrio mundial de combustiveis, e
especialmente no cendrio brasileiro apds as descobertas das reservas de 6leo e gas da
Bacia do Pré-Sal, torna-se claro que as fontes fosseis ainda permanecerao
economicamente relevantes por um bom periodo de tempo. Este fato é sustentado pelas
comprovadas grandes reservas de carvdo mineral ainda existentes no hemisfério norte,
pela continua descoberta de novas reservas de dleo e gas em jazidas tipo Pré-Sal em
todo o mundo, pelo aumento da exploracdo do gis natural em substitui¢do ao petrdleo, e
pelo aumento de eficiéncia nas tecnologias de produgdo de energia e de processamento
de 6leo e gas. Entretanto, as alteragdes atmosféricas decorrentes do uso do combustivel
de origem fo6ssil aumentaram o interesse na utilizagcdo dos biocombustiveis. As
empresas de petréleo estdo cada vez mais investindo em pesquisas na drea de energias
limpas. No Brasil, a ANP ja determina o uso de combustivel Diesel B5, onde 95% deste

tem origem f6ssil e 0s 5% restantes correspondem a biodiesel (BICALHO, 2009).

O biodiesel ¢ derivado de o6leos vegetais ou gordura animal, tendo como
principal fonte vegetal as sementes oleaginosas como soja, mamona e canola. Grandes
areas de plantio sdo requeridas no cultivo de oleaginosas e podem comprometer a
producdo alimenticia (MURPHY et al. 2011). Decorre desta competi¢do de uso que os
precos dessas commodities agricolas sofrem, com o efeito da sazonalidade, impactos de
estoques, cendrios climaticos mundiais e a alta volatilidade dos precos do petréleo.
Adicionalmente, os biocombustiveis baseados nestas culturas requerem, na sua
producdo, solos férteis e 4gua doce, competindo, portanto, com usos humano e
industrial. O cultivo de microalgas apresenta-se como alternativa a tais conflitos, por ser
possivel usar 4gua com diferentes niveis de salinidade - sem uso para consumo humano
ou industrial, e apresentar alta taxa de crescimento - quando comparada aos cultivos
agricolas. Destaca-se que microalgas, além de micro-organismos capazes de capturar
CO, e transforma-lo, por meio da fotossintese, em triglicerideos para producdo de
biodiesel € em macromoléculas de alto valor agregado como pigmentos (betacaroteno,
astaxantina) e 4cidos graxos polinsaturados (0mega 3, 6mega 6), podem utilizar

residuos de processos como CO, (cultivos autotréficos) e residuos organicos (cultivos
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heterotréficos) (PITTMAN et al. 2011). Adicionalmente, a grande biodiversidade e a
consequente variabilidade na composicdo bioquimica das microalgas associadas as
novas tecnologias de colheita permitem o cultivo em larga escala, em um leque variado

de aplica¢des industriais.

Apesar do preco dos biocombustiveis ser majoritariamente formado pelo custo
da matéria-prima agricola empregada — cerca de 70%, a margem de lucro caracteristica
de combustiveis é pequena face ao acréscimo dos custos de producdo (capital e
operacional) associados ao cultivo de microalgas. O biodiesel de microalgas tem sido
alvo de pesquisas hd anos (MIAO & WU, 2006; CHISTI, 2008; WU et al. 2012),
entretanto, a viabilidade da produ¢do em grande escala ainda nao foi alcancada. O
biodiesel de microalgas ainda ndo é economicamente competitivo com os combustiveis
fosseis ou mesmo com o biodiesel de oleaginosas (ROSENBERG er al. 2011). A
redugdo dos custos de produc@o ocorreria em decorréncia de um aumento da eficiéncia
fotossintética com consequente aumento na produtividade de biomassa e do teor de
lipidios na biomassa. Relata-se um rendimento de 6leo de 446 L/ha para soja enquanto
que para microalgas haveria um valor potencial de 58700 L/ha (CHISTI, 2007)
admitindo-se 30% de teor de 6leo na biomassa algal. A busca de espécies de microalgas
com elevada produtividade de lipidios visando a produgdo de biodiesel tem orientado
pesquisadores a construir bancos de dados de espécies cultivadas em condi¢des distintas

(GRIFFITHS & HARRISON, 2009; HU et al. 2008).

Por outro lado, as altas taxas de crescimento das microalgas resultam em
produtividade e menores dreas requeridas para cultivo. Ao mesmo tempo, a tecnologia
algal permite reciclar o CO, emitido pela combustdo de combustiveis fdsseis, como, por
exemplo, a emissdo de termoelétricas (MATA et al. 2010). Este tipo de tecnologia,
baseada em matérias primas renovaveis, € classificada como Tecnologia Verde. Outro
atributo desejdvel de uma Tecnologia Verde € reduzir os impactos ambientais através da
reciclagem e reutilizagdo de massa e energia (ANASTAS & ZIMMERMAN, 2003). E
digno de nota que, do ponto de vista ambiental, uma avaliacdo do ciclo de vida ¢é
necessdria para decidir quao “verde” uma tecnologia baseada em microalgas pode ser
(BRENTNER et al. 2011; CLARENS et al. 2010; LARDON et al. 2009). Destaca-se
que, devido a fotossintese, as microalgas crescem capturando e fixando CO,, portanto,

mitigando as emissdes de gases de efeito estufa e produzindo matéria-prima renovével
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(biomassa). Além disso, a utilizacdo de biomassa em processos industriais (producao
de energia ou de produtos quimicos) constitui uma reutilizacdo de CO,, que substitui

matérias-primas fésseis.

1.1 OBJETIVOS

Neste cendrio, o objetivo geral do presente trabalho € a selecdo de microalga e sua
producdo em cultivo outdoor em fotobiorreator solar tubular dimensionado e construido

como parte integrante desta pesquisa. Os objetivos especificos sdo:

1. Desenvolvimento de Metodologia de Screening de espécies com potencial para
producdo de biocombustiveis, a partir de resultados reportados na literatura;

2. Levantamento de dados em laboratério da composi¢cdo bioquimica e condicdes
de cultivo da microalga Isochrysis galbana, apontada no Objetivo 1;

3. Dimensionamento, constru¢do e operacdo de fotobiorreator solar em escala
piloto;

4. Cultivo outdoor de Isochrysis galbana em escala piloto.

1.2 ESTRUTURA DA TESE

O texto estd estruturado em Capitulos. No Capitulo 2, a pesquisa é contextualizada
dentro do atual estado da arte. No Capitulo 3 é apresentada a Metodologia de Screening
desenvolvida para selecdo de microalgas e os resultados de prospecc¢do, indicando a
microalga Isochrysis galbana como apropriada para aplicacdes de produgdo de energia
e biocombustiveis. Com a selecdo da espécie de microalga realizada, apresenta-se no
Capitulo 4 a metodologia de andlises quimicas e bioquimicas para acompanhamento
experimental. Experimentos em escala de bancada com a microalga selecionada sdo
relatados no Capitulo 5. O projeto de fotobiorreator solar para crescimento de
microalgas € apresentado no Capitulo 6, enquanto que a mudanca de escala
experimental para o fotobiorreator é reportada no Capitulo 7. O Capitulo 8 retine as
principais conclusdes obtidas na prospeccdo de microalgas, testes de crescimento em

escala de bancada e na operagdo do protétipo do fotobiorreator.
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CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste Capitulo, a pesquisa é contextualizada com base em revisdo da literatura,
destacando-se a producgdo de lipidios para a producdo de 6leo de microalgas, visando

aplicacdes em energia renovavel.

2.1 BIOFIXACAO DE CO,

Os oceanos sdo responsaveis pela maior absor¢do de CO, da atmosfera via ciclo
do carbono. A biofixacdo do CO, por microalgas ocorre durante a fotossintese, onde a
energia solar € convertida em energia quimica via oxida¢do da 4gua, reduzindo CO; e
liberando O;,. Esta energia quimica € estocada na célula na forma de diversas moléculas
como amido e lipidios (SCHENK et al. 2008). A energia armazenada nessas moléculas
pode ser utilizada como matéria prima para producio de biocombustiveis e bioprodutos

de interesse industrial.

O processo fotossintético ocorre em organelas especiais, chamadas de
cloroplastos. Essas organelas possuem membrana dupla, a semelhanca do que é
observado em mitocOndrias. A membrana externa € pouco seletiva a passagem de
solutos, enquanto a interna € bastante seletiva a essa passagem. A porc¢do interior dos
cloroplastos (como um ‘“citoplasma” dos cloroplastos) € chamada de estroma. No
estroma, encontra-se a membrana tilacéide — uma membrana biolégica que separa o
estroma propriamente dito do limen. Esse isolamento, que pode ser qualificado como
fisico-quimico, é fundamental para o funcionamento da fotossintese (ALBERTS et al.

2008).

A membrana tilacéide € a estrutura dos cloroplastos que contém os pigmentos
fotossintetizantes responsaveis pela absor¢do da energia luminosa. Desse modo, ¢ onde
ocorre a chamada etapa biofisica ou as reacdes luminosas da fotossintese. O estroma
contém o aparato bioquimico necessario para a assimilacdo de CO,, processo chamado

de etapa bioquimica ou reacdes de carboxilacdo da fotossintese (Ciclo de Calvin).

As reacOes luminosas sdo a etapa na qual ocorre a formacdo de compostos de

alta energia, como ATP e NADPH, a partir da utilizacdo da energia luminosa. A energia
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luminosa € convertida em energia quimica por meio de unidades funcionais —

localizadas na membrana tilacdide — chamadas de fotossistemas. Os fotossistemas sdao
constituidos por cerca de 200 a 400 moléculas de pigmentos associadas a proteinas e
possuem dois componentes intimamente ligados: um complexo do centro de reacdo e o
chamado “complexo antena”. Os pigmentos acessoOrios — como as clorofilas b, ¢ e d, os
carotendides e as ficobiliproteinas — fazem parte do complexo antena e t€ém como
funcdo principal absorver os fétons e transferir a energia para o complexo do centro de
reacdo, onde as moléculas de clorofila a sdo excitadas e seus elétrons sdo transferidos

para uma molécula aceptora de elétrons (NELSON & COX, 2011).

Nas algas, a luz é capturada por complexos proteinas-pigmentos chamados
LHCI e LHCII. Estes complexos sdo responsdveis pela captura de luz e dissipagdo do
excesso de energia, evitando que o centro reativo da fotossintese seja inibido
(fotoinibi¢do), em particular, o fotossistema II (PSII). Em uma primeira etapa, o PSII
utiliza energia luminosa para converter dgua em prétons, elétrons e oxigénio. Os
elétrons passam através da cadeia transportadora de elétrons via plastoquinona (PQ),
citocromos (cyt), fotossistema I, ferrodoxina (Fd) e NADPH. Simultaneamente, H" é
liberado pela membrana tilacéide e pelo ciclo PQ/PQH,. O gradiente de prétons
comanda a produgdo de ATP via ATPsintase e, a0 mesmo tempo, prétons e elétrons sao
recombinados via oxiredutase ferrodoxina NADP (FNR) para produ¢cdo de NADPH.
Tanto ATP quanto NADPH participam do ciclo de Calvin para producdo de

carboidratos, lipidios e outras biomoléculas.

Na etapa bioquimica da fotossintese (ciclo de Calvin), ocorre a sintese de
acuicares monossacarideos a partir da fixacdo de CO,. Configura-se como um ciclo na
medida em que o substrato inicial da via — ribulose 1,5-bisfosfato (RuBP) — ¢é
regenerado no final da mesma. Na primeira etapa, o CO, reage com RuBP catalisado
pela enzima ribulose 1,5-difosfato carboxilase/oxigenase (rubisco), a qual promove a
incorporacdo de 1 dtomo de carbono, oriundo de uma molécula de CO,, a um substrato
de 5 carbonos, a ribulose 1,5-bisfosfato. Esta enzima € de grande importancia na fixa¢ao
de CO, em todos os organismos fotossintéticos e € considerada a proteina mais
abundante no Planeta. A rubisco tem duas func¢des: (a) carboxilagdo, na fotossintese, e

(b) oxigenacdo, na respiracdo em condi¢des aerdbias. O, e CO, competem pelo mesmo
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sitio ativo o que faz com que o excesso de O, promova inibi¢do da fotossintese e

aumento da fotorespiragao.
A producdo de 1mol de glicose segue a equacgdo geral do ciclo de Calvin:
6CO, + 12H" + 18ATP + 12NADPH - glicose 6-fosfato + 18ADP + 17Pi + 12NADP" + 6H,0

Os mols de NADPH e ATP consumidos podem ser oriundos tanto da fase biofisica da
fotossintese quanto de reacdes de oxidacdo de compostos organicos (glicélise, ciclo de

Lynnen, ciclo de Krebs, outras) e fosforilacao oxidativa (ALBERTS et al. 2008).

A denominagdo etapa “escura” (biofisica), dada a esta fase da fotossintese, é
imprdpria, uma vez que esta etapa também depende de energia luminosa. O transporte
de elétrons da fase “clara” (bioquimica), que sé ocorre durante a iluminacdo de um
organismo fotossintetizante, ativa indiretamente a chamada fase “escura”. A rubisco,
localizada no estroma do cloroplasto, torna-se ativa apenas em situacdo de valor elevado
de pH (condi¢do alcalina) associada a elevadas concentracdes do cation Mg2+. No
estroma, esse cendrio sO é efetivamente atingido durante a fase “clara” da fotossintese.
Outras enzimas da etapa ‘“escura”, também localizadas no estroma — como frutose 1,6-
bisfosfatase, sedoeptulose 1,7-bisfosfatase, ribulose S5-fosfato quinase — além de
dependerem das mesmas condi¢des descritas para rubisco, também dependem dos
elétrons oriundos da foto-oxidag¢ao do fotossistema I (PS I) para exibirem atividade. Via
tiorredoxina, esses elétrons mantém os grupamentos tiol (-SH) destas enzimas no estado
reduzido e ativo. Um esquema do processo de fotossintese € apresentado na Figura 2.1

(NELSON & COX, 2011).
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Figura 2.1: Esquema da Fotossintese
Fonte: Adaptado de Schenk et al. (2008)

De acordo com WILHELM E SELMAR (2011), o "material biolégico" nao
permite converter elevados fluxos de luz em crescimento com alta eficiéncia. Assim, a
dissipacdo de energia € o ajuste da fisiologia das células a luz e, portanto, a
produtividade da planta poderia ser maior se o "desperdicio de energia" fosse utilizado
para o crescimento. Especialmente em algas, a produtividade muito elevada tem sido
buscada com a otimizacdo e adequagdo de projetos de fotobiorreatores (POSTEN, 2009;
SATO et al. 2010). No entanto, a fisiologia das células mostra os reais limites
bioldgicos e fisicos. Isto €, a disponibilidade de CO, e a elevada luminosidade
decorrentes de projetos otimizados de fotobiorreatores promove o aumento da taxa de
crescimento celular até atingir os limites impostos por saturacdo luminosa,

diferenciados para cada espécie.

2.2 METABOLISMO DE LIPIDIOS

A composi¢do lipidica das microalgas varia de acordo com a espécie e as
condi¢cdes de cultivo. As classes de lipidios sdo basicamente divididas em lipidios
neutros (triglicerideos, colesterol) e lipidios polares (fosfolipidios). As principais rotas
de sintese de lipidios em células vegetais sdo: (a) a formagdo de Acetil-CoA no
citoplasma, (b) o alongamento e a dessaturacdo da cadeia carbdnica na formagdao dos

acidos graxos e (c) a biossintese de triglicerideos (NELSON & COX, 2011).
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Tanto no cultivo autotréfico como no heterotréfico, o fosfogliceraldeido é o
intermedidrio-chave na formacdo da Acetil-CoA. O Ciclo de Calvin € responsavel pela
formacdo do fosfogliceraldeido (G3P), que € exportado para o citoplasma onde segue o
fluxo de carbono via reacdes de formacdo de acucares e reacdes de oxidacdo da via
glicolitica (Figura 2.2). Com a formacdo da Acetil-CoA, a partir do piruvato via
glicdlise, tem inicio a biossintese de lipidios — com a formacdo de 4cidos graxos —
catalisada pela enzima ACC (Acetil-CoA carboxilase) (Figura 2.3). Em células animais,
a ACC ¢ localizada no citoplasma e, portanto, utiliza a Acetil-CoA citosdlica na
formacdo da malonil-CoA e alongamento da cadeia acila. Nas plantas, a sintese de
acidos graxos ocorre inteiramente em plastideos de sementes em desenvolvimento, e a
ACC usa a Acetil-CoA que € encontrada nesta organela. A ACC plastidica tem uma
estrutura diferente da ACC citosélica, sendo uma enzima do tipo procaridtica de multi-
subunidades, ao contrario do tipo multifuncional eucaridtica localizada no citoplasma

(COURCHESNE et al. 2009).

A ACC exerce forte controle metabdlico na sintese de dcidos graxos e tem sido
superexpressada na intencdo de aumentar o rendimento em lipidios. ROESLER et al.
(1997) superexpressou a ACC citosélica de Arabidopsis em plastideos de Brassica
napus (canola) com um aumento de até 2 vezes da atividade da ACC plastidica. No
entanto, o teor de dcidos graxos foi apenas 6% superior ao do experimento Controle,
sugerindo que um ponto de estrangulamento secunddrio, ou seja, mais um passo
limitante, na via de sintese de acidos graxos, pode ter surgido como resultado da
remog¢ao do gargalo primario. A ACC foi isolada de microalgas e superexpressa com
sucesso em diatomdceas Cyclotella cryptica e Navicula saprophila. Nao foi observado
qualquer aumento significativo do acimulo de lipidios em diatomdiceas transgénicas
(DUNAHAY et al. 1995; DUNAHAY et al. 1996). A observacdo pode ser atribuida a:
(1) etapa catalisada pela ACC ndo ser o passo limitante nestas espécies, e/ou (2) etapa
limitante secunddria, isto é, um gargalo se manifestar quando a ACC € superexpressa

(COURCHESNE et al. 2009).
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Figura 2.2: Fluxo metabdlico de células de Chlorella em cultivo autotrofico:
reacoes de assimilacao de CO; ocorrem no cloroplasto (Ciclo de Calvin) onde ATP
e NADPH sao usados para reduzir CO, a trioses-fosfato, que segue através da via

glicolitica e do ciclo de Krebs para a formacao de compostos organicos como
lipidios e carboidratos, bem como biomassa. Os valores de fluxo sdo expressos em

mmol/g.h. (AcCoA- Acetil-coenzima A, aKG- a-cetoglutarato, ATP-Adenosina
trifosfato, E4P-Eritrose-4-fosfato, F6P- Frutose-6-fosfato, FADH?2- Adenina flavina
dinucleotideo, FUM- Fumarato,G3P- 3-Fosfoglicerato, G6P- Glicose-6-fosfato,GAP -
Gliceraldeido-3-fosfato, GLC- Glicose, GLN-Glutamina, GLU-Glutamato, ISOCIT-
Isocitrato, NADH- Adenina nicotinamida dinucleotideo, OAA- Oxaloacetato, PEP-
Fosfoenolpiruvato, PYR- Piruvato, R5P- Ribose-5-fosfato, RuSP- Ribulose-5-fosfato,
RuDP- Ribulose-1,5-bisfosfato,S7P- Sedoeptulose-7-fosfato, SUCCoA- Succinil-
coenzima A, X5P- Xilulose-5-fosfato). Fonte: Yang et al. (2000)
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ACC {Acetil CoA carboxilase)

Malonil-CoA

AGS {Acido graxo sintase)

Malonil-ACP

i AGS
B-Cetobutiril-ACP

|
: Ciclos de alongamento da cadeia
|
1
v

Acil graxo CoA

Figura 2.3: Formacao de acidos graxos. A malonil CoA é formada a partir de acetil
CoA e bicarbonato, esta etapa é um processo irreversivel catalisado pela acetil-
CoA-carboxilase; nas etapas seguintes o complexo proteico AGS catalisa as etapas
de formacao do cetobutiril, a proteina ACP (acil carrier protein) é a transportadora
de grupos acila do complexo AGS. Fonte: Courchesne et al. (2009)

Os triglicerideos sdo lipidios neutros com a fun¢do de armazenamento de energia
nas células. Geralmente, L-fosfoglicerol e Acetil-CoA sao os dois grandes iniciadores
na biossintese de triglicerideos. O L-o-fosfoglicerol deriva principalmente da
fosfodiidroxiacetona que € o produto do processo de glicélise. As etapas de reagdo sao
apresentadas na Figura 2.4. Uma das hidroxilas no L-a-fosfoglicerol reage com Acetil-
CoA para formar 4cido lisofosfatidico e depois combina com outra molécula de Acetil-
CoA para formar dcido fosfatidico. Estas duas reacdes sdo catalisadas pela enzima
Fosfato Glicerol Acil-Transferase. Nas etapas seguintes, o 4cido fosfatidico ¢é
hidrolisado pela enzima Fosfatase para formar diglicerideo, que € entdo combinado com
a terceira Acetil-CoA para completar a biossintese de triglicerideos. A ultima etapa da

reacdo € catalisada pela enzima Gliceril Diéster Transacilase (NELSON & COX, 2011).
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Figura 2.4: Biossintese de triglicerideos em microalgas.
Fonte: Adaptado de Huang et al. (2010)

STEPHENSON et al. (2011) considera que no cultivo massivo de algas
marinhas para producdo de biocombustiveis, a conversao da energia solar para lipidios
(especificamente, lipidios neutros de armazenamento, tais como triacilglicerideos,
TAG) € o ponto critico (Figura 2.5).

Dependente da luz Independente da luz Sintese de lipidios

Luz solar Comprimentos de onda
ndo utilizados

=)  Quenching
M T ndo fotoquimico

Fotorrespiragdo

Respiragdo Lipidios funcionais
Complexo Antena .. j
W T Calore :
R N . S fluorescéncia RUBISCO
— | lipidio
e’ e NADP+ NADPH cicLo N Sintese ° : .
redutase DE CALVIN " CHO e Biocombustivel
delipidios
H,0 P680 P700
1 PSII PSI
Elétron Fotossintese Redirecionamento da 4
ATP <= H'+%0, dissipagso ciclica energia : ATP armazenamento
de

carboidratos

Figura 2.5: Conversao fotossintética de energia solar.
Fonte: Adaptado de Stephenson et al. (2011)
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Para otimizar a efici€éncia de conversdo de energia solar em lipidios, as fases
indicadas pelas setas amarelas na Figura 2.5 devem ser maximizadas e os termos de
perda, indicados pelas setas azuis, necessitam ser minimizados (STEPHENSON et al.

2011).

23 VARIAV~EIS QUE IMPACTAM A TAXA DE CRESCIMENTO E
A PRODUCAO DE METABOLITOS DE INTERESSE

O crescimento das microalgas pode ser afetado por condicdes relacionadas a
regido onde o cultivo estd sendo realizado — e.g., radiacdo solar, vento, evaporagdo e
temperatura, e as condicdes que podem ser estrategicamente administradas como
salinidade, concentracdo de nutrientes, concentracdao de CO,, mistura, aeragdo e tempo
de residéncia. O local do cultivo deve ter uma boa incidéncia solar e temperaturas
amenas e estaveis. Quanto as condi¢des que podem ser controladas, a salinidade é
normalmente empregada entre a concentragcdo do ambiente nativo da espécie e a sua
méxima tolerncia. A concentracdo de nutrientes e de CO, é variada de acordo com o
bioproduto desejado e a tolerancia maxima a CO,. Outros fatores sdao ajustados de

acordo com o processo e a espécie cultivada.

2.3.1 FONTE DE CARBONO

O cultivo de microalgas pode ser autotréfico, heterotréfico ou mixotréfico. Em
cultivos heterotréficos, fontes de carbono organico sdo adicionadas ao meio de cultivo.
O uso de efluentes industriais ou domésticos como fonte de carbono € pouco reportado
na literatura, pois pode levar a contaminacdo do cultivo com outras espécies que
estabelecerdao uma competi¢do com as microalgas inibindo o seu crescimento, além de
introduzirem possiveis agentes quimicos toxicos. WU et al. (2005) utilizaram glicose e
outros acucares no cultivo de Schizochytrium sp. para producdo de DHA (4cido
docosahexaendico), obtendo melhor resultado com glicose na concentragdao de 20 g/L.
CHISTTI (2007) menciona que o crescimento heterotréfico ndo seria muito eficiente,
pois requer fonte de carbono, que em ultima instdncia decorrem de plantas
fotossintéticas. Outro problema muito comum, principalmente ao se utilizar uma fonte

de carbono orgéanico como a glicose, € a contaminagdo por bactérias. A Tabela 2.1

apresenta algumas espécies em cultivo heterotréfico com diferentes fontes de carbono e

Prog. Pos-Grad. TPQBq/EQ/UFRJ Marta Cristina Picardo, 2012



13

a Tabela 2.2 mostra taxas especificas de crescimento para cultivos autotréficos,

heterotroficos e mixotroficos.

O crescimento mixotréfico combina os metabolismos autotréficos e
heterotréficos e tem sido utilizado como estratégia para aumentar a concentragao de um
bioproduto ou a taxa de crescimento (GARCIA et al. 2006). LIU & LIN (2001)
observaram o aumento da concentracao de DHA na célula de Isochrysis sp. em cultivo
mixotréfico (acetato de s6dio na concentracdo de 10mM). ARANTES ez al. (2010)
realizaram comparagdo entre diferentes espécies de microalgas cultivadas em meios de
cultura autotréficos, mixotréficos e heterotréficos, em termos de custo e produgdo de
biomassa. De acordo com os autores, o cultivo mixotréfico resultou no maior
rendimento em biomassa, o que € justificado pelo uso de uma fonte adicional de
carbono, o que minimizaria os efeitos do autossombreamento em cultivos autotréficos
com elevada densidade celular. Entretanto, a microalga I. galbana apresentou o melhor
desempenho em cultivo autotréfico, e o custo de producao foi o menor, entre todos os

analisados, incluindo os cultivos mixotroficos e heterotroficos.
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Tabela 2.1: Fontes de Carbono

Microalga

Brachiomonas submarina

Substrato organico

Acetato

Referéncia
Tsavalos e Day, 1994

Chlamydomonas reinhardtii

Acetato

Chen e Johns, 1996

Chlorella pyrenoidosa

acetato, glicose

Gladue e Maxey, 1994

lactato, glutamato

Running et al.,1994

Chlorella regularis

acetato, glicose, etanol

Endo et al., 1977

Chlorella saccharophila

Glicose

Tan e Johns, 1991

Chlorella sorokinianna

Glicose

Chen e Johns, 1991

Chlorella vulgaris

acetato, glicose

Gladue e Maxey, 1994

lactato, glutamato

Gladue e Maxey, 1994

Dunaliella salina

acetato, glicose

Gladue e Maxey, 1994

lactato, glutamato

Gladue e Maxey, 1994

Dunaliella tertiolecta

Glicose

Gladue e Maxey, 1994

Euglena gracilis

acetato, glicose

Cook e Heinrich, 1965

alanina, aspartato, asparagina

Ogbonna et al., 1998

glutamina, etanol

Ogbonna et al., 1998

Haematococcus pluvialis

acetato, asparagina

Kobayashi et al., 1997

Nannochloropsis oculata

Glicose

Gladue e Maxey, 1994

Nitzschia alba

acetato, glicose

Lewin e Lewin, 1967

Glutamato

Barclay et al., 1994

Poteriochromonas malhamensis

glicose, extrato de levedo

Gladue, 1991

Scenedesmus acutus

Glicose

Ogawa e Aiba, 1981

Tetraselmis chuii

Glicose

Gladue e Maxey, 1994

Tetraselmis suecica

acetato, glicose

Gladue e Maxey, 1994

lactato, glutamato

Day et al., 1991

Tetraselmis tetrathele

acetato, glicose

Gladue e Maxey, 1994

lactato, glutamato

Gladue e Maxey, 1994

Tetraselmis verrucosa

Glicose

Gladue e Maxey, 1994

Fonte: Lee, 2001.

Tabela 2.2: Comparacio da Taxa Especifica Maxima de Crescimento em Cultivos
Autotroficos, Heterotroficos e Mixotroficos

Taxa especifica de crescimento maxima (hh

Autotréfico | Heterotréfico | Mixotréfico
Chlorella vulgaris 0,082 0,038 (glicose) - Droop, 1974
Chlorella . . .
R 0,11 0,098 (glicose) 0,198 (glicose) Ogawa e Aiba, 1981
Chiorellla 0,081 0,050 (glicose) 0,131 (glicose) ~ Martinez e Orus, 1991
pyrenoidosa
Haemat?cqccus - 0,014 (acetato) 0,037(acetato) Droop, 1955
pluvialis
Haematococcus 0,013 0,009 (acetato) 0,024 (acetato) ~ Kobayashi et al., 1992
pluvialis
Scenedesmus acutus 0,061 0,040(glicose) 0,048 (glicose) Ogawa e Aiba, 1981
Spirulina platensis 0,028 0,008(glicose) 0,026 (glicose) Chen et al., 1996; Marquez

et al., 1995

Fonte: Lee, 2001.
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2.3.2 TEMPERATURA, CONCENTRACAO DE CO, E pH

A operacio em baixas temperaturas (menores que 20°C), normalmente
associadas a baixa intensidade solar, apresenta menor produtividade, o que eleva os
custos de producdo (NEEMAN et al. 1986). Além disto, apesar de fatores como luz e
nutrientes terem maior influéncia em culturas, a temperatura pode alterar a concentra¢ao
e o perfil de lipidios. JIANG & CHEN (2000) avaliaram o crescimento € a composi¢ao
em 4cidos graxos da microalga Crypthecodinium cohnii (meio de cultura contendo 5
g/L de glicose) a 15, 20, 25 e 30°C, e observaram bom crescimento celular em todas as
temperaturas, com uma taxa de crescimento especifica um pouco superior ocorrendo a
30°C (Tabela 2.3). Entretanto, os autores registraram que a concentracdo em dcidos
graxos poliinsaturados foi maior na menor temperatura (15°C) estudada, enquanto a
concentracdo de 4acidos graxos saturados apresentou tendéncia a se elevar com o
aumento da temperatura. Os autores também notaram maior concentragdo lipidica no
inicio da fase estaciondria (72 h). Com a desaceleracdo do crescimento, ocorre acimulo
de lipidios como reserva energética da célula. A Tabela 2.4 apresenta a variagdo na
composi¢cao de dcidos graxos com a temperatura e o tempo de cultivo observado pelos

autores.

Tabela 2.3: Variacao do Rendimento Celular com a Temperatura em cultivo de
Crypthecodinium cohnii

Temperatura
Taxa Especifica de Crescimento (h'l) 0,076 0,078 0,084 0,092
Concentracao de Biomassa (g/1) 1,75 1,79 2,24 2,42
Rendimento em células (g/g) 0,35 0,36 0,45 0,48

Fonte: Jiang & Chen (2000)
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Tabela 2.4: Variacao da Composicao em Acidos Graxos de Crypthecodinium
cohnii ATCC 30556 com Temperatura e Tempo de Cultivo

Acidos Graxos (% do total de acidos graxos)
Tempo (h) 12:00 14:00 16:00 18:00 22:05 22:06
24 2,1 15,15 17,14 12,13 0,2 52,31
1< 48 1,86 14,12 15,24 11,9 0,18 55,63
et 72 0,75 13,92 14,83 10,8 0,92 57,64
96 1,08 15,72 16,43 13,12 0,16 52,97
“ 24 2,12 15,43 17,7 12,06 0,08 51,6
g o 48 1,73 14,73 11,23 1,25 0,1 55,55
E ] 72 1,78 13,98 14,73 10,29 0,38 57,32
2 96 1,09 15,98 16,61 12,49 0,19 52,75
E 24 2,57 16,65 19,44 9,56 0,32 51,03
o 48 2,23 14,94 18,65 9,1 0,25 54,31
& 72 2,12 14,17 18,35 8,26 0,26 56,41
96 2,95 15,54 19,46 11,1 0,23 50,95
24 5,81 25,67 29,89 12,71 0,58 24,49
) 48 5,97 26,03 30,16 13,31 0,34 23,61
R 72 5,23 28,75 31,45 14,03 0,26 19,81
96 5,66 29,98 32,05 14,72 0,48 16,79

Fonte: Jiang & Chen (2000)

Apesar de grande parte das espécies de algas apresentarem temperatura 6tima
em termos de crescimento celular entre 20-30° C, algumas espécies — ditas
termotolerantes — tém bom rendimento em temperaturas entre 40°-50°C. KURANO et
al. (1995) realizaram prospec¢do (screening) de microalgas objetivando identificar
espécies termotolerantes, resistentes a altas concentracdes de CO, e a meios
extremamente dcidos. Com temperatura em 50°C, pH=1, 10% de CO, e aeragao com 50
ppm de NOy, os autores identificaram trés espécies: Cyanidium caldarium, Galdieria
partita e Cyanidioschyzon melorae. Neste mesmo estudo, a tolerdncia a altas
concentracdes de CO, foi analisada e Chlorococcum littorale apresentou uma taxa de
crescimento de 1,87 d! com 20% de aeracdo em CO; a uma vazao de 1L/min. Quando
gds de chaminé (9.5-16.5% de O,, 2.0-6.5% de CO,, 287-321 ppm de SO, e 20-60
ppm de NOy) foi utilizado como fonte de CO,, apenas Galdieria partita manteve
crescimento. De acordo com os autores, nenhuma planta terrestre sobrevive a tais
condicdes de estresse e consideraram Galdieria partita a melhor espécie para fixacao de

CO, proveniente de emissdes de gases industriais sem pré-tratamento.

Nota-se que o aumento da concentracdo de CO,, em geral, é seguido pelo
aumento da taxa de crescimento celular, com limites dependentes da espécie avaliada.

Por exemplo, YANG & GAO (2003) observaram que elevadas concentra¢des de CO, na
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cultura aumentaram a fotoinibi¢do de Chlamydomonas reinhardtii, mas reduziram a

fotoinibicdo em Scenedesmus obliquus e em Chlorella pyrenoidosa.

Com referéncia a assimilacdo de carbono por microalgas, ressalta-se que o
carbono inorgéanico apresenta-se em solug¢ao aquosa como CO,, H,CO3;, HCO; e COs5,

cujo equilibrio € descrito pelas equacdes quimicas abaixo:

CO,(aq)+H,0— H,CO,«——H" + HCO; «——2H" +CO;

A predominancia de uma forma ou de outra depende de pH e de temperatura:
uma queda em pH resulta na predominancia de CO,. Duas enzimas sdo as principais
responsaveis pelo transporte do CO; e pela assimilagdo no ciclo de Calvin: Anidrase
Carbdnica e Rubisco. Outros mecanismos como difusdo e transporte ativo também
ocorrem na célula. No ambiente marinho, o impacto da limitagdo de CO, na fotossintese
€ minimizado por um mecanismo interno de acimulo de carbono inorganico (CCM), no
qual as espécies marinhas realizam o transporte ativo de CO, e HCOs;', via anidrase
carbonica externa, que interconverte CO, em HCO; e vice-versa, mantendo um
equilibrio entre o exterior e a célula (BHATTI et al. 2002). Altas concentragdes de CO,
aumentam a carboxilacdo da enzima Rubisco e deprimem a sua oxidagdo, o que resulta
no aumento da eficiéncia fotossintética. Por outro lado, a limitacdo a altas concentragdes
de CO,; esta ligada a presenga de anidrase carbOnica externa (enzima que catalisa a
interconversdo de HCO5; e CO,) e de sua atividade (YANG & GAO, 2003). Desta
forma, o uso de HCOj3; ou CO, depende da espécie e das condi¢des do meio. Isto é, se
nutrientes e radiacdo estdo em quantidades Otimas, a espécie que utiliza HCOs
assimilard maiores quantidades de CO,, o que é uma vantagem em relacdo aos
fitoplanctons que utilizam apenas CO,. Muitas espécies utilizam tanto HCO;3™ quanto
CO; e algumas utilizam um ou outro. Ndao hd muitos estudos sobre este mecanismo
bioquimico, poucas espécies foram avaliadas quanto a forma de carbono inorganico
preferencialmente assimilada. CAMIRO VARGAS et al. (2005) realizaram medidas de
concentracdo de carbono inorganico dissolvido no meio de cultura para Isochrysis
galbana e Rhodomonas sp. e observaram que I. galbana teve crescimento até o terceiro
dia quando ainda havia CO, e pH estava em nivel inferior a 9, enquanto Rhodomonas

sp. permaneceu crescendo em auséncia de CO, com pH final maior que 10. Apds o
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terceiro dia, aeracdo apenas com ar ndo foi suficiente para manter a I. galbana

crescendo e um suprimento extra de CO, foi necessario.

Quando o sistema € operado em condi¢des Otimas, a eficiéncia na captura de
CO; pode ser de 99% (ZEILER et al. 1995). Baseado na equagdo da fotossintese, 1,47g

de CO; sao necessarios para produzir 1g de glicose.
6C02 + 6H20 + Luz + Cloroﬁla = C6H1206 + 602

De acordo com KURANO et al. (1995), para a fixacdo de 4g CO, L'd"' com
uma taxa de crescimento de 2,5 g.L'l.d'l, a razdo € de 1,6 g de CO, para 1g de alga
produzida. Considerando-se a conversdao de glicose em outros componentes como
lipidios ou carboidratos dependendo das condi¢cdes do meio, o consumo de CO, pode
chegar a 2 g de CO, para 1g de alga. Para uma taxa de crescimento de 50 g.m'2 dia, é
possivel, para um hectare de lagoas de alga, sequestros acima de 1 tonelada de CO, por
dia. OLAIZOLA (2000) obteve uma produtividade de 13 g/m’dia para Haematococcus
pluvialis em fotobiorreator (100m?), que resultou em taxa de captura de CO, de 24
g/mzdia. NAKAMURA et al. (2005) descrevem que para uma planta de produgdo de
astaxantina (Haematococcus pluvialis) com 12 ha de drea total, sendo 7 ha de area de
cultivo e 5 ha de drea de sistemas auxiliares, uma produtividade de 8g C.m™>.d"' e com
uma eficiéncia de utilizacdo do CO, de 12%, 1,6 toneladas de CO, por dia seriam

captadas.

2.3.3 INTENSIDADE LUMINOSA

A eficiéncia da fotossintese depende diretamente da quantidade de luz
disponivel para a célula. Os sistemas de cultivo, principalmente os fotobiorreatores, sao
otimizados em sua geometria para alcancar a maior drea iluminada possivel, o que
resulta em maiores taxas de crescimento e também em culturas mais densas. Densificar
culturas é o objetivo nos cultivos onde se deseja produtividade em biomassa, mas o
aumento da densidade celular pode causar sombreamento, diminuindo a drea iluminada
e consequentemente a taxa especifica de crescimento. Uma solucdo para este problema
€ o aumento da turbuléncia por sistemas eficientes de aeracio (UGWU et al. 2005). A
Tabela 2.5 apresenta variacoes de luz e temperatura resultando em diferentes

produtividades para a microalga Nannochloropsis oceanica.
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Tabela 2.5: Produtividade em Diferentes Temperaturas e Intensidades Luminosas

Faixa de baixa Faixa de média Faixa de alta
temperatura temperatura temperatura

Producio maxima

diaria (mg/L/d)

Faixa de 19,28 1747 18,70 23,34 23,77 24,11 28,53 29,52 29,43
temperatura (° C) +0,84 +0,64 +0,97 =*1,09 *147 +1,21  +091 #1,12 =#1,12
Luminosidade

total (umol fétons/m’ s) 742 763 1246 467 598 1032 475 598 1045

Fonte: Sandnes et al. 2005

Um fendmeno muito observado em culturas outdoor, que também afeta o
crescimento das microalgas, € a fotoinibi¢do. Ela reduz a taxa de crescimento, o que
ocorre por danos reversiveis causados ao sistema responsdvel pela fotossintese na
biomassa. A resisténcia a fotoinibicdo é uma caracteristica da espécie. Por exemplo, a
microalga Phaeodactylum tricornutum tem uma constante de satura¢do luminosa de 185
uE/m’s. O valor desta constante é normalmente bem menor que a intensidade luminosa
ao meio dia nas regides equatoriais que é da ordem de 2000 uE/m?s (CHISTTI, 2007). A
diminui¢do da fotoinibi¢do pode aumentar significativamente a produtividade em
células. Fatores como turbuléncia, concentracdo de células, propriedades Oticas da
cultura, didmetro do tubo e niveis de irradiacio externa afetam diretamente as zonas de
luz e de escuriddo que se formam nos fotobiorreatores. Como, para uma alta
produtividade, a concentracdo de células deve ser alta em fotobiorreatores, diferentes
mecanismos como, por exemplo, misturadores estaticos (UGWU et al. 2005), sao
empregados para melhorar a distribuicdo das células e consequentemente a distribuigdo
de luz em toda a cultura, o que aumenta a produtividade em relagdo a uma drea tnica

com iluminacao constante (CHISTTI, 2007).

2.3.4 AERACAO

z

A aeragdo € importante para manter o fluxo de CO, e como mecanismo de
exaustdo de O, mantendo a sua concentragdo abaixo da saturacdo. A alta concentracdo
de O, inibe a fotossintese e a célula passa a realizar fotorrespiracdo, o que limita o
crescimento. O acimulo de CO; na célula pela aeracdo constante e em altas taxas pode
eliminar este problema, mas o limite de cada espécie ao aumento da concentragdo de
CO, deve ser observado. A remoc¢do do oxigénio por sistemas de exaustdo de gases

também € largamente empregada. Uma aeracdo eficiente, reduzindo o tamanho das
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bolhas de gds, contribui para o aumento da taxa de transferéncia de massa gés-
liquido. Outra contribuicao importante da aeragdo ocorre em culturas densas, onde uma
boa mistura evita o acimulo de células nos locais de baixa iluminag@o no sistema de

cultivo (MOLINA GRIMA et al. 2001).

2.3.5 CONDICOES NUTRICIONAIS

A composi¢do bioquimica celular é altamente afetada pela composicao
nutricional do meio de cultura. As concentra¢des de nitrogénio, fésforo, ferro, zinco e
outros metais podem influenciar a concentragdo de um determinado metabdlito. A fonte
quimica destes nutrientes também pode causar impacto na concentracdo celular de

biomoléculas importantes como lipidios, carboidratos, proteinas e pigmentos.

Em condig¢des de estresse, provocadas por fatores ambientais ou nutricionais, as
células interrompem sua divisdo e passam a fixar o CO, para sintetizar carboidratos e
lipidios como reservas energéticas (XIN er al. 2010). A restricdo de nitrogénio
inorganico em meios de cultura € um dos fatores que mais influenciam no crescimento e
na composicdo bioquimica das algas. Esse estresse altera o fluxo fotossintético de
fixacdo de carbono, induzindo um aumento no acimulo de carboidratos e lipidios pelas

c€lulas (HERZIG & FALKOWSKI, 1989).

FIDALGO et al. (1998) estudaram o efeito na composi¢cdo bioquimica da
microalga Isochrysis galbana para diferentes fontes de nitrogénio. Nitrato, nitrito e
uréia foram avaliados pelos autores, que observaram nao haver diferenca significativa
na composi¢do bioquimica entre as diferentes fontes, mas constataram um actimulo
significativo de lipidios e carboidratos da fase exponencial para a fase estaciondria, € a
diminui¢do da concentracdo de proteinas na célula. A composi¢do de lipidios também
foi alterada nas fases de crescimento. Durante a fase exponencial, os fosfolipidios
(lipidios polares) apresentam maior quantidade, enquanto na fase estaciondria do
crescimento os triglicerideos (lipidios neutros de reserva energética) sdo acumulados. A
disponibilidade de nutrientes mantém o aparato metabdlico no sentido de formacao de
biomassa ativo, mantendo assim alta a producdo de proteinas. Quando ocorre escassez
de nutrientes a célula passa a acumular reservas energéticas como lipidios e

carboidratos. CHAGAS (2010) cultivou 1. galbana em diferentes razdes N:P (15, 5 e
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2,5) e verificou um aumento no teor de lipidios nos cultivos com N:P= 5,0 (teor de
lipidios na fase estacionéria foi de 33,90%) e N:P= 2,5 (teor de 31,41%), um aumento

de 87,6% e 73,8% em relacdo ao controle (N:P=15), respectivamente.

Alguns metais podem ser dosados em maior quantidade para estimular a célula a
producdo de biomassa ou metabdlitos. De acordo com YINGYING & CHANGHAI
(2009), o zinco € essencial para manter a atividade da metaloenzima Anidrase
Carbonica Externa. A concentraciao de 10 umol/L de Zn*? manteve o crescimento Gtimo
de Isochrysis galbana, enquanto concentragdes acima de 1000 pmol/L levaram a

inibicao do crescimento e poderiam provocar a morte celular por toxicidade.

2.4 FOTOBIORREATORES

Os principais sistemas utilizados para producdo de microalgas sao as lagoas e os
fotobiorreatores. As lagoas mais empregadas sao do tipo raceways que consistem de um
tanque em canais com recirculacio, dotados de sistema de agitacdo com pa giratoria.
Este arranjo € utilizado hd vérios anos para producdo de microalgas com fins
alimenticios, por ser de facil operacdo, simples e nao requer grandes investimentos em
engenharia para constru¢do e operacdo. Em geral, a produtividade das lagoas é de 0,5
g L'd" no mdximo - bem inferior & apresentada por fotobiorreatores - pois altas
densidades celulares ndo podem ser atingidas devido a baixa eficiéncia do sistema de

agitacdo. Outros fatores que contribuem negativamente para este arranjo sao:

® aevaporagdo, que causa perdas para a atmosfera tornando a efici€ncia no uso de

CO, bem inferior a exibida por fotobiorreatores,
¢ risco de contaminacdo com outras espécies de algas ou micro-organismos,

® maiores areas sao necessarias para cultivo quando comparadas a fotobiorreatores

(CHISTI, 2007), e

e agitacdo deficiente, provocando menor eficiéncia fotossintética. Por terem
profundidade média de 20 cm, a agitacdo insuficiente, além de resultar em
baixas taxas de transferéncia de massa gés-liquido, aumenta o tempo de
residéncia da cultura no fundo da lagoa (zona escura), reduzindo a eficiéncia

fotossintética.
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Os fotobiorreatores (Figura 2.6) podem ser iluminados naturalmente (luz
solar) ou artificialmente (por lampadas fluorescentes), ou ambos. Sistemas naturalmente
iluminados incluem as lagoas, placas paralelas e reatores tubulares horizontais,
verticais, helicoidais e inclinados. No caso de cultivos outdoor, a superficie exposta a
radiagdo solar de alguns fotobiorreatores aumenta a eficiéncia do sistema biolégico
responsavel pela fotossintese nas algas. Reatores do tipo placas paralelas, tubulares
horizontais e inclinados tém vantagem em termos de drea exposta a radiacdo, mas
apresentam limitacOes de scale-up por ocuparem maiores dreas (UGWU ez al. 2008).
Alguns reatores tubulares sdo colunas verticais de borbulhamento, outros possuem
sistema air-lift ou tanques de mistura, que permitem a exaustdo do oxigénio produzido
durante a fotossintese, que em excesso causaria inibi¢do. Estes sistemas também
promovem turbuléncia, aumentando assim a transferéncia de massa gas-liquido
(MOLINA GRIMA et al. 2001). A produtividade volumétrica (kg.m'3.d'1), de acordo
com CHISTTI (2007), € 92% maior para fotobiorreatores, de modo que, para um mesmo
volume de cultura, a concentracdo celular € maior nos fotobiorreatores. Por outro lado,
os fotobiorreatores possuem um custo de instalacdo e operacdo maior comparativamente
as lagoas e exibem limitacdes na distribui¢do espacial (i.e., ao longo dos tubos) do pH,
da quantidade de oxigénio dissolvido, da concentracdo de CO,, além do acimulo de
biomassa nas paredes. Para evitar que estas varia¢des afetem a produtividade, solugdes
de engenharia e controle tém sido utilizadas, tais como: (i) uso de tanques
desgaseificadores; (i1) sistemas air-lift, onde ar comprimido e CO, sdo injetados para
transporte (elevac¢do), remocao do oxigénio e controle de pH; e (iii) inje¢do distribuida
de CO; ao longo do comprimento do reator. Em resumo, dentre as vantagens dos
sistemas fechados citam-se: (a) maior possibilidade de controle do processo, resultando
em alta produtividade; (b) culturas axénicas sdo possiveis de serem obtidas; (c) com
projeto adequado, pode-se explorar o espacgo vertical, reduzindo-se o footprint do reator
e aumentando-se a drea iluminada, o que possibilita o emprego de culturas densas. Um
dos fatores mais importantes na escolha da geometria do fotobiorreator € a razdo drea
iluminada/volume, pois o aumento da eficiéncia fotossintética leva a um aumento na
produtividade em biomassa. Nesta dire¢do, as concepg¢des geométricas mais utilizadas

sao com painéis e tubulares.
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Figura 2.6: Esquema de Fotobiorreatores. Fonte: Carvalho et al. 2006

2.4.1 REATORES TUBULARES

Os reatores tubulares t€ém sido amplamente utilizados, principalmente em escala

piloto, para produ¢do de microalgas. Sdo sistemas que consistem de um conjunto de
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tubos lisos e transparentes geralmente fabricados em pléstico ou vidro, também
chamados de coletores solares. O didmetro dos tubos varia de 2 a 10 cm e os arranjos

dos tubos podem ser horizontal, vertical (grade), inclinado ou helicoidal.

A aeragdo nestes reatores € normalmente realizada com o auxilio de bomba ou
com sistema air-lift. O CO, € adicionado na entrada dos tubos. O ar pode ser adicionado
na entrada juntamente com o CO, e/ou em tubo conectado a sistema para remog¢ao do
oxigénio formado na reagdo fotossintética (degasser). Sistemas fechados t€ém maior
produtividade, pois permitem melhor controle das condi¢des operacionais (como pH), e
possibilitam maior aproveitamento do CO,, devido a reducao de perdas para a atmosfera
quando comparada a de sistemas abertos (lagoas). Além disso, pelo uso de sistema
adequado de mistura, como misturadores estiticos (UGWU et al. 2005), borbulhamento
(MIRON et al. 2003) ou air-lift (TRAVIESO et al. 2001), promove-se aumento da taxa
de transferéncia de massa géis-liquido o que também elevard a produtividade. O
diametro dos tubos é um parametro relevante. Diametros grandes requerem sistemas de
promocao de turbuléncia, para ilumina¢do mais homogénea por diminui¢do do periodo
que a cultura permanece no centro do tubo, onde a iluminacdo € minima. Uma mistura
eficiente também diminui a possibilidade de ocorrer fotoinibi¢do, onde o excesso de

radiacao poderd reduzir a produtividade.

Outra questdo importante na operacdo de reatores tubulares € a concentracio de
oxigénio. O excesso de O, inibe a fotossintese e pode causar fotoxidagdao em cultivos
outdoors (MOLINA GRIMA et al. 2001) danificando o sistema celular responsavel pela
fotossintese. Tanques chamados degassers (Figura 2.7, MASOJIDEK et al. 2003) sao
utilizados para exaustdo do oxigénio, onde ar enriquecido com CO; € injetado no fundo
para remog¢ao do O,. O pH é também uma varidvel que requer controle de processo,
gradientes de pH podem se formar ao longo dos tubos, o que requer injecdes de CO, ao
longo do processo. Por outro lado, os fotobiorreatores permitem este controle
(controladores de pH, de oxigénio dissolvido), resultando em vantagens de
produtividade em relacdo as lagoas, como € apresentado na Tabela 2.6.

SANDNES et al. (2005) realizaram experimentos em reator tubular com os
tubos dispostos na vertical formando uma grade (Biofence, Figura 2.8). Trés grades
foram utilizadas com um volume total de 600 L, cada grade com 48 tubos de 2,44 m de

comprimento ¢ 30 mm de didmetro interno. A maior produtividade foi de 0,8 g.L"'d"
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para uma concentragdo inicial de 10 mg/L de biomassa. Esta produtividade foi
alcancada para a maior irradiancia experimentada pelos autores, indicando que maiores

incidéncias de luz trazem ganhos de produtividade.

Tabela 2.6: Produtividade em diferentes sistemas de cultivo

Faixa de Produtividade

Tipo de Cultivo Por area Volumétrica Localizacao Produto Referéncias
(g p.s. m>.d") (g p.s.Ld™h)

SISTEMA FECHADO
(FOTOBIORREATOR)
Anular (airlift design) 3753 0.25-0.35 Nannochloropsis sp. Italia ng[‘}ff de Zittelli, et al. 2003
1.9-3.8 0.12-0.35
Placas paralelas 11 23 (Peso seco, Nannochloropsis s Israel Produg@o de Zou & Richmond
inclinadas sem cinza) PSLS SP- ; EPA 1999
Placas paralelas - . Produg@o para
P 39-51 0.09-0.3 Spirulina platensis Israel . ~ Hu et al. 1996
inclinadas alimentagdo
Placas p‘ar:illelas 30-39 415 Synechog:srm Japiio Tratamento de Zhang et al. 1999
verticais aquatilis efluentes
Tubular
. s Lo . P . ~ Watanabe et al.
Sistema air-lift 9.2 0,28 Spirulina platensis Canada Alimentagio 1995
Circula¢io por bomba 94 0,33
Tubular em cone 7,07 0,55 Spirulina platensis Japao Alimentacdo Watanii gg 6& Hall
. Alimentacdo
Tubu.lar hel.lcm(.lal _ 0.5-1.20 Tetraselmis chuii Austrélia de espécies Borowitzka, 1997
vertical (Biocoil) i
aquaticas
LAGOAS
Circular 1.61-16.47 0.02-0.16 Chiorella sp Japio Alimentacio Kanazl"‘g"sv; etal.
2.43-13.52 0.03-0.13 Scenedesmus. Sp
Raceway 14.4720.16 0.18320.02 Spirulina platensis Ttdlia Alimentacio P“Shﬂagr;‘; etal.
- Suplemento Moreno et al.
Raceway 9.4-23.5 ~0.031-0.078 Anabaena sp. Espanha alimentar 2003
Raceway _ 0.006-0.07 Spirulina sp. Espanha Alimentacdo Jlme; g(z);t al.
R 1.6-3.5 Dunaliella sali Espanha f-caroteno Gl psena =z
aceway .6-3. _ unaliella salina p ot al. 2003
Raceway 15-27 0.06-0.18 Spirulina platensis Israel Alimentacdo R1chn;(9)r91<(i) etal.
Phaeodactylum .. Produg@o de
Raceway 24-11.3 0.0028-0.13 tricormutum Hawaii EPA ¢ PUFA Laws et al. 1983
Pleurochrysis o Biorremediag Moheimani &
Raceway 16-30 0.11-0.21 carterae Austrilia a0 de CO, Borowitzka, 2006

g p.s.= grama (peso seco), PUFA = 4dcidos graxos poliinsaturados, EPA = 4cido eicosapentaenoico
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FUENTES et al. (1999) cultivaram Porphyridium cruentum em reator tubular
horizontal acoplado a um sistema de exaustdo de gds (Figura 2.9). O fotobiorreator
horizontal tem 0,05m de didmetro interno, 98,8 m de comprimento total e estd imerso
em uma piscina com 21,4 m2, o volume total de cultura no fotobiorreator é de 0,22 m.
A produtividade alcangada no 3° dia foi de 1,76 g.L"".d"' com uma concentragdo celular

inicial de 1,2 g.L'l.
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ACIEN FERNANDEZ et al. (2003) cultivaram Phaeodactylum tricornutum em
reator tubular helicoidal (Figura 2.10) com 75 L de volume, 106 m de comprimento
total e 0,03 m de didmetro interno. O reator contava com um sistema air-lift para
dessorcao do oxigénio e para manutencido do fluxo de liquido. A produtividade foi de

3,5 g.L"".d" para uma concentragdo inicial de biomassa de 0,5 g.L".
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Uma das questdes mais importantes no cultivo de microalgas ou cianobactérias é
a razdo area iluminada/volume. CARVALHO et al. (2006) citam, em seu trabalho, um
reator horizontal com 8000 L ocupando uma érea de 80 m”, com uma produtividade de
0,25 g.L".d"! para Spirulina platensis. Reatores tubulares horizontais tém vantagem em
relacdo a drea superficial iluminada, mas tém razao drea iluminada/volume que, quando
comparada a das lagoas, ndo resulta em uma eficiéncia fotossintética muito maior. Os
autores também apontam para o problema de controle da temperatura em reatores
tubulares e apresentam trés possiveis solugdes: a sobreposicio dos tubos, o
sombreamento dos tubos e o uso de spray de 4gua na superficie dos tubos. Outra
solucdo para manter a temperatura do cultivo € o uso de trocadores de calor
(TRAVIESO et al. 2001). Algumas espécies sdo termotolerantes como Spirulina sp.,
que suporta temperaturas de até 46°C e Haematococcus pluvialis, que tolera mudancgas

de temperatura (OLAIZOLA, 2000), o que diminui o uso de dgua para resfriamento da

cultura.

O aumento de escala dos reatores tubulares € possivel colocando-se mais
modulos em operacdo e utilizando-se 0 mesmo sistema de exaustdo para varios
modulos, embora haja limitacdes para cada projeto. No caso dos horizontais, um
aumento no numero de moédulos resulta em maior drea ocupada. Em relacdo aos
helicoidais e verticais, um maior nimero de tubos é acompanhado de um aumento da

carga hidrdulica para levar o fluido até o ultimo tubo. Quando isto é realizado por
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bomba centrifuga, as células podem sofrer estresse mecanico, o que diminuiria a
produtividade. Uma alternativa as bombas € o sistema de transporte air-lift que reduz o

estresse e minimiza o dano a célula.

Outro parametro que aumenta a produtividade € a concentracdo inicial de
células: maiores concentragdes iniciais geram maior produtividade, principalmente em
sistemas com maiores dreas superficiais iluminadas e turbuléncia suficiente para

diminuir o tempo na zona escura (centro do tubo) sem causar danos a célula.

2.4.2 REATOR TUBULAR VERTICAL COM BORBULHAMENTO

Nas colunas de borbulhamento, o ar € injetado na base promovendo boa mistura
e consequente aumento da transferéncia de massa gas-liquido, aumenta o suprimento de
CO; e a remocgdo de O, pelo topo (CARVALHO et al. 2006). MIRON et al. (2003)
utilizaram trés colunas de borbulhamento com geometrias variadas para o riser € o
downcomer (Figura 2.11). As trés colunas de borbulhamento t€ém 0,193 m de diametro
interno, altura total de 2 m, e volume total de 0,06 m3, com produtividade de 1kg/m3.d.
Os autores compararam a produtividade das colunas de borbulhamento com um reator
tubular horizontal de 0,03 m de didmetro e produtividade de 2,76 kg.m'3.d'1. Eles
apontaram que, apesar da producao didria das colunas de borbulhamento ser menor, a
produtividade por drea foi aproximadamente quatro vezes maior. As colunas verticais de
borbulhamento sdo de baixo custo e de facil operacdo, mas o seu aumento de escala é
prejudicado em razdo do decréscimo de area iluminada devido ao angulo relativo a
direcdo do sol, além disso, para que se tenha volume de cultura e alta taxa de
transferéncia de gds, o diametro deve ser elevado, o que também diminui a &4rea

iluminada e, consequentemente, a eficiéncia fotossintética.

Prog. Pos-Grad. TPQBq/EQ/UFRJ Marta Cristina Picardo, 2012



30

L
1 -‘.E"' CRAFT - TUBE
17 HOALES 15 HOLES
12 = 1 mim} (& = 1 e
xma 23
- . E—_—
T §F VY ¥ Y
F 28 T a3 5 I -
v
£ F o
FEWFLY
E ™
=
it A3 i
= Rt $dd o e | 20m
il L i
0
206 RE=T § 2
g =xae | mso| 5
=)
k
3 -~
14n ¥ 158 X i 100
- o — ¥ v o E o |
BUBELE COLLUMM DRAFT-TUBE AIRLIFT SEPLIT-CYLINDER

Figura 2.11: Colunas Verticais de Borbulhamento.
Fonte: Mirén et al., 2003

2.4.3 REATORES DE PLACAS PARALELAS (FLAT PLATES)

O conceito de cultivo de microalgas em painéis ou placas foi criado com a
intencdo de maximizar o aproveitamento da luz solar. Quanto mais estreitos os painéis
maior a razdo area iluminada/volume. A cultura pode circular por bombas ou por um
sistema de borbulhamento de ar (enriquecido com CO;) em que um tubo de ar é
colocado na secd@o vertical do painel, conectado a outro tubo na base horizontal do
painel, e libera o ar na forma de pequenas bolhas (Figura 2.12). As principais vantagens
do reator em placas sdo a produtividade e a distribui¢ao uniforme da radiagao. TREDICI
(1991) relata uma produtividade de 2,15 g.L'l.d'1 para a Spirulina platensis comparada a
uma produtividade de 0,15 g.L'l.d'1 em lagoa para condicdes semelhantes. O acumulo
de oxigénio dissolvido nos reatores em painel € relativamente menor comparado com o0s
fotobiorreatores tubulares. Para o aumento de escala do fotobiorreator em placa, vérios

compartimentos sao necessdrios, o que implica em maior drea (footprint) (Figura 2.13).

A Tabela 2.7 apresenta um resumo das vantagens e limitacdes dos principais

sistemas de cultivo de microalgas.
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1- placas (10 mm de espessura)  2- Saida de ar 3- coletor de 4gua de resfriamento
4- suporte 5- tubo de dgua 6- sprinklers
7- tubo de ar 8- tubo de ar perfurado  9- bolhas de ar

10- cultura

Figura 2.12: Esquema de um reator de placas com borbulhamento.
Fonte: Wu et al., 2001

Flgura 2 13 Reator Flat Plate.
Fonte: Wu et al., 2001
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Tabela 2.7: Comparacio entre sistemas de cultivo de microalgas

Baixo controle das condicdes de cultivo, baixa
Instalagio e operacdo de baixo produtividade, ocupagdo de grandes dreas,

Lagoas custo, facil limpeza, bom para limitado a poucas espécies de algas, fécil
cultivo de biomassa algal. contaminag¢do por outras espécies ou micro-
organismos.

Alta transferéncia de massa, boa
mistura com baixo stress celular,
baixo consumo de energia, fécil
esterilizacao, reducdo de
fotoinibi¢do e fotoxidacao.

Pouca area superficial iluminada, construgio
requer materiais sofisticados, e apresenta
decréscimo de superficie iluminada em caso
de aumento de escala.

Coluna vertical com
borbulhamento

Grande 4rea superficial iluminada,
possibilidade para culturas outdoor,
boa produtividade de biomassa,

O aumento de escala requer muitos

Fotobiorreator de compartimentos e material de suporte,

placas DU . . dificuldade no controle da temperatura.
facil limpeza, baixo actimulo de P .
A Acumulo de biomassa na parede.
oxigénio.
Gradientes de pH, oxigénio dissolvido, CO,
. Grande  superficie  iluminada, n@o dissolvido ao longo dos tubos (baixa taxa
Fotobiorreator o . > .
possibilidade para culturas outdoor, de transferéncia), acimulo de biomassa na
tubular . . .
boa produtividade de biomassa. parede, tubos na horizontal ocupam grandes
areas.

Fonte: Ugwu et al., 2008

Dentre os sistemas apresentados, o fotobiorreator com tubos verticais formando
uma grade € o sistema mais promissor, pois ocupa menor drea quando comparado com
os tubos horizontais e as placas paralelas, que tém alta produtividade (Tabela 2.8), mas
tem scale-up prejudicado pelo excessivo aumento do footprint. Se um sistema de
aeracao eficiente for utilizado, baixas concentracdes de O, e altas taxas de transferéncia
gas-liquido sao atingidas. Desta forma, maiores produtividades em biomassa sido obtidas
em reatores tubulares comparativamente as lagoas (Tabela 2.9). OLAIZOLA (2000)
descreve a produgdo comercial de astaxantina por Haematococcus pluvialis em reatores
tubulares chamados AGM (Aquasearch Growth Module), onde cada médulo tem 25000
L, em total de 3 médulos (75000 L). Apds o crescimento (producao de biomassa) nos
reatores tubulares, a cultura € transferida para um sistema com 6 lagoas — a cada dia
uma lagoa € inoculada e uma € coletada — onde as células sdo induzidas a produzir o

metabolito desejado.

Em 1995, na Alemanha, um projeto surgiu com a inten¢do de reduzir as
emissdes de CO, de instalagdes industriais por meio de microalgas. Atualmente, uma
planta de producdo de Chlorella vulgaris com 500 km de tubos de vidro, de
aproximadamente 6.10° L, distribuidos em 20 unidades, atinge producdo de mais de 100

t de biomassa por ano (www.algomed.de) (Figura 2.13).
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Tabela 2.8: Produtividade de sistemas fechados para cultivo de microalgas

Horizontal 12,3 Italia Spirulina maxima 25 0,25 3

2,6 Itdlia Spirulina sp. 27,8 - 3

2,5 Israel Spirulina platensis 27 1,6 4

2,6 Espanha Isochrysis galbana - 0,32 5

Tubular 6 Espanha Phaeodactylum - 2,02 6
3 Espanha Phaeodactylum - 2,76 7

6 Franca Porphyridium cruentum 25 0,36 8

Inclinado 2,5 Singapura Chlorella pyrenoidosa 72,5 29 9
1,2 Singapura Chlorella pyrenoidosa 130 3,64 10

Helicoidal Vertical 24 Austrélia Tetraselmis chuii - 1,2 11
Vertical 20 Espanha Phaeodactylum - 0,69 12
Coluna

2,6 Israel Isochrysis galbana - 1,6 13
Inclinado 10,4 Israel Spirulina platensis 33 0,3 14
pzll)ll‘:f:lis 13 Israel Spirulina platensis 51 43 14
32 Itdlia Spirulina platensis 24 0,8 15

Referéncias: 1. Richmond et al., 1990; 2. Doucha e Livansky,1995; 3. Torzillo et al., 1986; 5. Molina
Grima et al., 1994; 6. Acién-Fernadez et al., 1998; 7. Molina Grima et al., 1996; 8. Chaumont et al., 1988;
9. Lee et al., 1995; 10. Lee ¢ Low, 1991; 11. Borowitzka, 1997; 12. Miron et al., 1999; 13. Hu e
Richmond, 1994; 14. Hu et al., 1996; 15. Tredici et al., 1991. * Produtividade em érea (footprint)

Tabela 2.9: Comparacio entre Fotobiorreatores e lagoas (raceway)

Variavel Fotobiorreator Lagoas (raceway)
Producao anual de biomassa (kg) 100000 100000
Produtividade volumétrica (kg m™>d™) 1,535 0,117
Produtividade por area (kg m? d) 0,048* 0,072° 0,035
Concentracéo de blog;lassa no caldo (kg m’ 4,00 0.14
Taxa de diluicéo (d™) 0,384 0,250
Area necesséria (m?) 5681 7828
Rendimento em éleo (m*ha™) 136,9* 58,7° ?3’21’
Consumo anual de CO, (kg) 183333 183333
978 m*/lagoa;
132 tubos paralelos/unidade e
Geometria do sistema 12 m de largura
80 m de comprimento de tubo 82 m de comprimento
0.06 m de diametro de tubo 0.30 m de profundidade
Nuamero de unidades 6 8

a - Baseado em 70% de 6leo por peso seco de biomassa b - Baseado em 30% de 6leo por peso seco de
biomassa.Fonte: Chisti 2007
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Figura 2.14: Fotobiorreator tubular com producao de 100 t de biomassa por ano.
Fonte: www.algomed.de

As recentes inovagdes tecnoldgicas incluem crescimento vertical em reatores em
sacos (bag reactors) (Figuras 2.14 e 2.15) feitos de polietileno montados sobre
armacoes metdlicas. Os sacos de algas apresentados estdo instalados em termoelétricas
(Phoenix, Arizona) e absorvem CO, produzindo 5000 litros de biodiesel por ano em um
acre (BOUNE, 2007). Considerando-se a densidade do 6leo de 850 kg/m’ e uma cepa
com 25% de lipidios, a produtividade equivalente em biomassa é de 4,2x10°g.m™>.d”",
adotando-se 340 dias de operacdo por ano, o que demonstra o cardter exploratério do

projeto.

Um sistema vertical de reatores em sacos estd em desenvolvimento pela Valcent
Products, Inc de El Paso, Texas (www.valcent.net) utilizando 340 dias anuais de sol e
CO, disponivel em emissdes da termoelétrica, conforme apresentado na Figura 2.16
(HITCHINGS, 2007). Investigam-se as melhores espécies de algas para a producio de
6leo e os métodos de extracdo do dleo, que incluem pressdo, extracdo com solvente e
extracdo com fluido supercritico. O autor menciona que a extragdo do 6leo € a etapa

mais onerosa no Processo.
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Figura 2.15: Producio de alga a partir de gas exausto de termoelétrica.
Fonte: Borne, 2007

Figura 2.16: Reator Vertical em Saco Utilizando Gas Exausto de Termoelétrica.
Fonte: Hitchings, 2007

Comparando os modelos atualmente mais empregados de Fotobiorreatores
fechados, alguns pontos podem ser destacados. Em relagdo as colunas de
borbulhamento as principais vantagens associadas sdo seus baixos custos de capital,
elevada razdo drea superficial e volume, poucas pecas méveis, transferéncia de massa e
calor satisfatorias e eficiente liberagdao de O,. O fotobiorreator de placas paralelas relata
maior produtividade em condi¢cdes de saturagdo luminosa e uma produtividade
volumétrica em massa 1,7 vezes maior do que a coluna de borbulhamento. A forma
horizontal do fotobiorreator tubular é vantajosa em cultura outdoor devido a sua
orientagdo para a luz, resultando em uma alta eficiéncia na conversdao de luz. Além

disso, a eficiéncia fotossintética e a produtividade volumétrica sdo maiores do que em
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fotobiorreatores de placas paralelas. O fotobiorreator helicoidal apresenta vantagem

em relacdo aos outros modelos de biorreatores por causa do reduzido footprint, boa
transferéncia de CO, da fase gasosa para fase liquida, mas a grande desvantagem deste
reator sdo as incrustagdes no interior do reator € a energia requerida pela bomba
centrifuga para circulagdo da cultura e o estresse associado ao uso da bomba, o que

limita sua utiliza¢do comercial (SINGH & SHARMA, 2012).

2.5 COLHEITA DE MICROALGAS

As técnicas mais empregadas na colheita das microalgas sdo decantagao,
flotacdo, centrifugacdo e filtracdo. Estas técnicas sdo auxiliadas pela floculacdo das
células, seja por adicdo de agentes quimicos floculantes ou por autofloculacdo. Na
floculagdo, as células se aproximam formando agregados celulares, que decantam mais

rapidamente por gravidade ou por aceleragdo (centrifugacao).

A necessidade da utilizacdo de grandes centrifugas e sistemas de filtragdo, e o
uso de solventes, no caso da extragdo de bioprodutos, elevam os custos totais desta
etapa do processo (em capital e operagdo). Alguns fatores influenciam positivamente
para reduzir os custos, como a microalga selecionada, pois algumas espécies sao mais
facilmente separadas devido ao formato ou ao maior tamanho celular. A umidade final
na biomassa depende da finalidade do cultivo: quanto menor a umidade requerida pelo
processo a jusante mais elevado serd o custo de secagem. Nao existe apenas um unico e
melhor processo de separacdo da biomassa. Contudo, para uso em biocombustiveis de
forma competitiva, a colheita deverd ser de baixo custo e apresentar eficiéncia

energética.

A floculagdo ocorre por quatro formas: floculacdo quimica, autofloculagao,
biofloculacdo e eletrofloculacdo. A floculacdo quimica requer a adi¢do de agentes
quimicos (cloreto de aluminio, cloreto férrico) que aumentam consideravelmente o
rendimento em biomassa na colheita, principalmente para espécies unicelulares
pequenas. Entretanto, ndo ha possibilidade com a presenga do agente quimico no meio
de reciclo da dgua no processo. A salinidade influencia diretamente a eficiéncia da
floculacdo, quando a forca i6nica do meio € alta, a interag@o entre floculante e células é

reduzida. Doses elevadas de agentes floculantes sdo necessdrias em altas salinidades.

Prog. Pos-Grad. TPQBq/EQ/UFRJ Marta Cristina Picardo, 2012



37

A autofloculacdo pode ocorrer naturalmente dependendo da espécie e das
condi¢des do meio, como por exemplo, ela pode ser promovida pelo aumento do pH do
meio — ao longo dos dias de cultivo — causado pelo crescimento celular. A
autofloculacdo também € menos eficiente a altas salinidades. Na biofloculacdo, outro
micro-organismo pode ser adicionado ou estar presente no sistema. Um exemplo de co-
biofloculacdo foi apresentado por Ami Ben-Amotz (2009) que utilizou a alga
Skeletonema, que flocula naturalmente, para formar flocos com a Nannochloropsis que
tem alta concentracdo de lipidios. Na eletrofloculacdo, a cultura é submetida a um
campo elétrico e, por serem negativamente carregadas em sua superficie, sdo atraidas
pelo anodo, onde se neutralizam e formam agregados celulares (flocos) (UDUMAN et

al. 2010).

Espécies muito pequenas e geralmente com mobilidade (flagelos) crescem mais
rapido, entretanto a colheita € dificultada. A escolha da microalga a ser cultivada deve
levar em consideracdo se esta espécie pode ser separada pelos métodos atualmente
utilizados ou em desenvolvimento. As condi¢des do meio podem ser manipuladas para
aumentar a agregacdo celular visando a formacdo de floco. A for¢a das cargas
superficiais da célula é afetada por mudancas na for¢a idnica do meio, e o tamanho da
célula também pode variar. Contudo, € necessdrio verificar como estas mudancgas
afetam a produtividade. A Tabela 2.10 e a Figura 2.17 apresentam algumas espécies e a

eficiéncia na floculagiao por aumento do pH ou adicao de ferro.

Tabela 2.10: Eficiéncia na Floculacao

Classe de algas Espécie Densidade celular Método de Eficiéncia na
8 P (células/ml) floculacio floculacio (%)

Cryptophyceae R. salina (1-2) * 10° pH 85-90
A. septentrionalis (1-1,5) * 10° Ferro e pH 85-95

Bacillariophyceae C.calcitrans (1-2) * 107 pH 95-99
C.muelleri (2-3) * 10° pH 95-97

N.closterium (1-2) * 10° pH 90-95

T. pseudonana (2-4) * 10° Ferro e pH 80-95

Skeletonema sp. (3-6) * 10° pH 95-98

Eustigmatophyceae N. oculata (1-2) * 107 pH <30
Prasinophyceae T. suecica (4-8) * 10° pH 85-95
Prymnesiophyceae Isochrysis sp. (3-4) * 10° Ferro e pH <30

(T.ISO)

Fonte: Knuckey et al., 2006
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Figura 2.17: Eficiéncia da floculacdo de Thalassiosira pseudonana (250 mL)
induzido por aumento da concentracao de NaOH com eletrélito LT-25 (0,05%)

adicionado a 1 ml/l, Eficiéncia (%) = 94,28 - 295,2 * (0,6831™°"l), Fonte: Knuckey et
al., 2006

O desempenho da colheita depende primeiramente do tamanho da célula, o que
determinard a decantabilidade e a filtrabilidade da espécie. A mobilidade de algumas
espécies também interfere na sua sedimentagdo. Cargas superficiais e propriedades de
agregacao da célula na cultura afetam a colheita. Devido ao impacto no custo de capital
e operacional, o tempo de colheita deve ser analisado. Tempos longos resultardo em
altos tempos de residéncia no equipamento, demandando maiores volumes com
consequente elevacdo do custo de capital. Deve-se considerar também que grandes
tempos de separacdo poderdo incorrer em morte celular seguida de decomposicio,
resultando em desenvolvimento de processos bacterianos. Assim, no caso de grandes
tempos de residéncia na colheita, perdas devido a atividade bioldgica devem ser
consideradas (NEENAM et al. 1986). Adicionalmente, o armazenamento de células no

escuro pode leva-las a utilizar suas reservas, diminuindo o produto de interesse.

O custo efetivo de filtragdo € limitado a organismos filamentosos e a formadores
de coldnia. A filtracdao é muito aplicada em escala de laboratério, mas problemas como
obstru¢do da membrana, formacdo de torta e elevados custos operacionais podem
ocorrer em aplicacdes em larga escala. A sedimentacdo tem sido muito utilizada em
fazendas de aquicultura, mas, de acordo com SCHENK et al. (2008), com o consumo de

tempo e espaco do método, esta ndo € uma boa escolha para producao de biodiesel.
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As centrifugas sdo empregadas comercialmente, entretanto, o seu custo € a
energia requerida sdo altos para utilizacdo como primeiro processo de separacdo na
colheita da microalga. BENEMANN & OSWALD (1996) estimaram a energia
consumida na centrifugacdo em 3000 kWh/ton. SCHENK et al. (2008) relatam que o
processo de centrifugacdo ¢ um bom método secundério de colheita, concentrando o
caldo de 10-20 g/L de célula em uma pasta de algas com 100-200 g/L. Na produgdo
comercial de astaxantina, utilizam-se centrifugas, onde a técnica € considerada mais
confidvel e pouco mais cara que as demais. Neste caso, hd a vantagem de
Haematococcus pluvialis, apds o estresse nutricional, aumentar a concentracao
intracelular de carotendides, o volume celular e a formacdo natural de flocos que

sedimentam rapidamente a uma velocidade maior que 1cm/min (OLAIZOLA, 2003).

A auséncia de dgua na biomassa aumenta a recuperacdo de astaxantina e [-
caroteno. A biomassa pode ser desidratada por spray-dryers (atomizagdo), secadores de
tambor, freeze-dryers e secadores solares. Em alguns casos, a biomassa pode nao
precisar ser desidratada, a extracdo ou o processo seguinte da biomassa pode ser
realizada com a biomassa umida, o que diminui o custo da etapa de secagem, que
poderd ser até eliminada dependendo do grau de umidade aceitidvel na biomassa.
PIZARRO et al. (2006) estimam a energia requerida no processo € o custo de secagem
para uma biomassa com 1000 kg/ha contendo aproximadamente 20% de sélidos para
alcancar 90% de s6lidos com 220 kg de biomassa seca por hectare. Considerando que a
remogdo de 780 kg de dgua requer 932 Mcal.ha’.d" (consumo de energia de 1,2

Mcal/kg), o custo estimado pelos autores é de 0,97 $/kg de biomassa.

2.6 EXTRACAO DE LIPIDIOS

A extracdo de lipidios para producdo de biodiesel € realizada utilizando-se
solventes como etanol e hexano (Figura 2.18), sendo metanol o mais utilizado na
Europa (WILTSHIRE et al. 2000). Outros solventes como éter e diclorometano também
podem ser utilizados para extragdo. FAJARDO et al. (2006) utilizaram lipases para
extracdo de dcido eicosapentaenoico (22:5) como uma alternativa ao uso de solventes.
Os solventes devem ser regenerados e recirculados para a etapa de extragdo,
minimizando custos de reposi¢do. A Tabela 2.11 apresenta a estrutura de custos da

extracdo de 6leo de microalga, associada a producdo de 26,2 ton/ano de biomassa seca.

Prog. Pos-Grad. TPQBq/EQ/UFRJ Marta Cristina Picardo, 2012



40

Tabela 2.11: Equipamentos Principais para Extracio de Oleo Cru de Microalga

% em Relacao ao Custo

Equipamentos e Solventes Total ($) dos .PI‘lIlCIPaIS
Equipamentos
1.Tanque de etanol
1,5 m®, aco carbono) 2 1 2 G
2. Tanquse cloreto de acetila 1881 1 1881 3.6
(1 m’, aco carbono)
3. Reator
i, 55 sty Ja ) 5242 1 5242 10
4. Tanque de armazen?mento de 11613 2 23226 443
hexano (60 m”)
5. Tanque ;ie armazenamento (2,5 3434 1 3434 6.5
m’, aco carbono)
6. evaporador (50 ft?) 14622 1 14622 27,9
7. condensador (casco e tubo, 5 m?) 1678 1 1678 3,2
TOTAL 52487

Fonte:Molina Grima et al., 2003

Eiomassza liofilizada, 1g
(hicmassa amida, 1 g de biomassa 2 4.5 mL de fgua)

E:-:t'ra_lgao direta cle KOH @5% WAN), 1,6 g [1,4g)
acidos graxos Etanol {96% vol/val), 76 mL (10mL)
. . 1 h, 60°C
Filtragéo

. .

Solugio alcdolica, ~ 95 mbL{~20mL)

residio
lavagem l Ctano (26%1, 20 L (D ml) l Agua,2D mL~21rrL)
Solugdo alcdolica Solugdo alcdolica, ~ 25%WAW dgua
(40% WA agua)

Extrato

nac-saponificavel Hexano, &x 8 mlL (3 x 037
mbinl, ~24 2 mb)

Decantagio

alcool ¢ ¢ hexano

Sabdes, 116 mL(~22rrL) Mao saponificdveis

Formagao de

. HCI, pH1 0 (BO
acidos graxos P 60

¥
Acidos graxas

Purificagéo de acidos graxos Hexano, 8 % 025 ml (4 x 0,2 mL/mL, ~17 5 mL)

alcoal l l hexano

Acidos grexos purificadas

resdin

Figura 2.18: Extracao de lipidios. Fonte: Adaptado de Gonzdlez et al. (1998)
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Uma alternativa ao processo convencional acima mencionado, que tem o
potencial para reduzir os custos de processamento da etapa final na producdo de
biodiesel, € a transesterificacdo in situ. Este processo facilita a conversdo de 4cidos
graxos para alquil ésteres diretamente no interior da biomassa, eliminando a etapa de
extragdo com solvente. A alcéolise do 6leo diretamente na matriz da biomassa conduz a
um rendimento em biodiesel maior do que a extragdo convencional e a geracdo de

residuos € reduzida (AMARO et al. 2011).

Uma técnica que demonstra potencial na extracdo de Oleo e recuperacdo da
biomassa a0 mesmo tempo € a eletroporacdo. A técnica consiste na submissdo da
cultura a um campo magnético ou elétrico que leva a célula a abrir poros na parede
celular e membrana, permitindo a saida do 6leo para o meio externo, e a floculacdo da
biomassa. A empresa Originoil patenteou processo no qual, apds crescimento, a
microalga é submetida a um campo magnético com baixa voltagem e injecdo de CO,
para diminuir o pH. A extracdo e separagdo ocorrem na célula, com a abertura de poros,

liberando o 6leo para o meio (Figura 2.19).

Single-5tep Oil Extraction Or |g| nO“

. Chuantum

Frachuing ‘

ChvigirChl 2009
Patents Pending *Mat ta Scale

Figura 2.19: Extracao de lipidios por eletroporacio. Processo Originoil
Fonte: http://www.originoil.com/
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2.7 BIODIESEL DE MICROALGAS

O Biodiesel ¢ uma mistura de alquil ésteres de dcidos graxos, obtidos pela
transesterificacdo de 6leos ou gorduras. Quando de origem vegetal ou animal, sdo
compostos por 90-98% de triglicerideos e pequenas quantidades de mono e
diglicerideos e 4cidos graxos livres, além de quantidades residuais de fosfolipidios,
fosfatideos, carotenos, tocoferdis, compostos de enxofre e dgua. A transesterificacdo é
uma reagdo quimica em multiplos passos - incluindo as etapas de hidrélise reversiveis
em série, em que triglicéridos sdo convertidos para diglicéridos, em seguida,
diglicéridos sdo convertidos para monoglicéridos e, finalmente, monoglicéridos sdao
convertidos a 4cidos graxos e glicerol (como subproduto); seguida por re-esterificagao
com um 4lcool de cadeia curta (ex: metanol), para garantir. Embora a razdo molar
estequiométrica para dlcool: 4cido graxo seja de 3:1, uma proporcdo molar de 6:1 é

geralmente usada para deslocar o equilibrio (AMARO et al. 2011).

As microalgas sdo um exemplo de recurso natural com potencial de producao de
biocombustiveis como biodiesel (CHISTI, 2007), metano por digestdo anaerdbia
(SPOLAORE et al. 2006), biohidrogénio (GHIRARDI et al. 2000), gds de sintese
(OLOFSSON et al. 2005) e bio-6leo (ZHANG et al. 2007). Apresentam como grande
vantagem frente ao cultivo de plantas oleaginosas o reduzido footprint decorrente de
taxa de crescimento superior (tempo de duplicacdo da ordem de 1 dia) e poderem ser
cultivadas em reatores. Este aspecto de ecologia industrial € relevante no contexto de
aumento populacional que requer expansao de dreas de cultivo para fins de alimentacdo
humana, além da questdo do desmatamento florestal associado. A Tabela 2.12 apresenta
uma comparagdo entre possiveis fontes produtoras de Oleo para biodiesel e a
porcentagem da drea de cultivo nos EUA para producao de biodiesel correspondente a
50% do diesel féssil atualmente consumido nos EUA, evidenciando a vantagem das

microalgas sobre as plantas oleaginosas quanto ao uso de terra.
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Tabela 2.12: Culturas para producao de biodiesel e areas requeridas para cultivo

Rendimento em Area de cultivo Percentagem da area dos
p requerida (M EUA referente a area de
oleo (L/ha) . .
ha) cultivo requerida
Milho 172 1540 846
Soja 446 594 326
Canola 1190 223 122
Coco 2689 99 54
Palmito 5950 45 24
Microalga com 30 %

p 58700 4,5 5,5
do peso seco em oleo

Fonte: Chisti, 2007

O teor de lipidios por peso seco de biomassa e a composi¢do quimica do 6leo
varia por espécie de microalga e também com as condi¢des de cultivo como
temperatura, concentragdo de CO, e O,, pH, radiacdo solar e nutrientes. De acordo com
YOO et al (2010), com enriquecimento de CO, (10%v/v) a produtividade em biomassa
e a alocacdo do carbono biofixado, principalmente em 4cido oleico de Scenedesmus sp.,
foi maior que em Botryococcus braunii, tornando-a mais habilitada a producdo de
biodiesel. Os fatores luz solar e temperatura devem ter os seus Otimos ajustados a
espécie de microalga cultivada. Quando ha limitacdo nutricional (N e P), as células
param de se multiplicar e permanecem acumulando reservas, o que leva ao aumento da
quantidade de lipidios (SCHENK et al. 2008). O cultivo de Isochrysis galbana por
SPECTOR et al. (2008), em condi¢des de estresse de nitrogénio, aumentou o actimulo
de 6leo em 40%. A substituicdo de nitrato por amonia também foi realizada pelos

autores e observou-se uma antecipacdo da fase estaciondria, o que indica um aumento

na quantidade de lipidios.

Adicionalmente, a composicao bioquimica da alga € intensamente afetada pelo
estado nutricional da cultura: limitagdes nutricionais modificam a composi¢do em
acidos graxos. De acordo com OTERO et al. (1997), sob condi¢des limitantes de
nitrogénio lipidios saturados e monoinsaturados sdo comumente estocados como reserva
energética da célula. Quando hd renovacdo do meio com a adi¢cdo de nitrogénio, hd um
aumento da quantidade de lipidios insaturados, necessdrios ao crescimento celular. A

Tabela 2.13 apresenta algumas espécies e seu respectivo teor em 6leo.
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Tabela 2.13: Teor de 6leo para algumas espécies de microalgas

Microalga Teor de Oleo (% peso seco)

Botryococcus braunii 25-75
Chlorella sp. 28-32
Crypthecodinium cohnii 20
Cylindrotheca sp. 16-37
Dunaliella primolecta 23
Isochrysis sp. 20-33
Monallanthus salina >20
Nannochloris sp. 20-35
Nannochloropsis sp. 31-68
Neochloris oleoabundans 35-54
Nitzschia sp. 45-47
Phaeodactylum tricornutum 20-30
Schizochytrium sp. 50-77
Tetraselmis sueica 15-23

Fonte: Chisti, 2007

A composicdo do 6leo afeta a qualidade do biodiesel. De acordo com a norma
européia (EN 14214) o biodiesel ndo pode conter mais que 12% de éster metilico de
acido linoleico (18:3) na sua composicdo. A Tabela 2.14 apresenta a composi¢do do
6leo da microalga Isochrysis galbana antes e depois da transesterificacdo para obtencao

de biodiesel.

Tabela 2.14: Composicao do 6leo e biodiesel derivado da microalga I. galbana

Composicao do

Composic¢ao do éleo (%) biodiesel (FAME) (%)
C14:0 25.0+£0.20 18.8 £0.16
C15:0 1.2 £0.07 <0.1
C16:0 22.0+0.74 16.5+1.45
C16:1 8.1 +£0.07 42 +0.53
C18:0 2.7+0.01 3.7+0.24
C18:1 22.3+1.75 18.5+1.66
C18:2 3.8+0.10 15.6 +1.13
C18:3 3.3+0.16 <0.1
C20:3n6¢ <0.1 6.7 +0.32
C20:4n-6¢ 8.7+0.28 9.5+0.40
C22:6n3c 29+0.17 6.6+1.72
Indice de iodo
(g I,/100 g amostra) 42.1 47.1

Fonte: Sanchez et al. 2012

O 6leo de I. galbana é rico em 4cidos graxos poliinsaturados. Este fato é comum

em Oleo de microalga, todavia dcidos graxos com quatro ou mais insaturacdes
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apresentam problemas na estocagem devido a oxidacdo. A norma europeia para o

biodiesel (EN 14214 e EN 14213) limita a quantidade de metil ésteres de dcidos graxos
com quatro ou mais ligacdes duplas para no maximo 1% (SANCHEZ et al. 2012).
Entretanto, os 4cidos graxos poliinsaturados podem ser reduzidos com o emprego de
tratamentos como a hidrogenacdo catalitica parcial do 6leo (DIJKSTRA, 2006). Outra
questao a ser considerada € a forma como os dcidos graxos poliinsaturados sao medidos
em combustiveis, isto €, o indice de iodo (determina o total de insaturagdes no 6leo). De
acordo com SANCHEZ et al. (2012), tem o valor de 47,1 g 1,/100g de amostra para o
6leo de I. galbana , o que estd distante do limite da norma europeia que é de 120 g
I,/100g de amostra. A Tabela 2.15 apresenta uma comparagdo entre o biodiesel de

microalga, o diesel de origem f6ssil e o padrao ASTM.

Tabela 2.15: Comparacao entre o 6leo de microalga (Chlorella protothecoides), o
diesel comum e o padrao ASTM para biodiesel

. Biodiesel de oleo de Diesel Padrao ASTM
Propriedades . T
microalga comum biodiesel
Densidade (kg/L) 0,864 0,838 0,84-0,90
Viscosidade cinematica a 40°C 52 1,9-4,1 3,5-5,0
(mm2 .s'l)
Ponto de fulgor (°C) 115 75 min 100
Ponto de congelamento (°C) -12 -50a10
CFPP(°C) -11 -3 (max verdao max 0,
-6,7) inverno max<-15
acidez (mg KOH/g) 0,374 max 0,5 max 0,5
poder calorifico (MJ/kg) 41 40-45
razao H/C 1,81 1,81

CFPP= ponto de entupimento de filtro a frio. Fonte:Huang et al., 2010

A Tabela 2.16 apresenta a composicao total de acidos graxos saturados, mono-
insaturados e poli-insaturados para algumas espécies de microalgas e oleaginosas e

demonstra que a composi¢do varia com a espécie.

O biodiesel de algas tem vdrias vantagens sobre o diesel de petréleo, a saber: é
derivado de biomassa e, portanto, é renovavel, biodegraddvel, e quase neutro em
carbono sob producdo sustentdvel; € ndo téxico e os gases oriundos de sua queima
contém niveis reduzidos de particulas, monéxido de carbono, fuligem, hidrocarbonetos
e SOx. Quando comparado com o biodiesel de primeira geracao, o biodiesel de algas é

mais adequado para uso na industria de aviagao, onde baixos pontos de congelamento e
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altas densidades energéticas sdo critérios fundamentais (BRENNAN & OWENDE
2010).

As microalgas apresentam potencial na producdo de biodiesel. Entretanto, de
acordo com ACIEN er al. (2012) a substituicdo do diesel fossil por biodiesel de
microalga na Europa requer uma drea de 9,25 milhdes de hectares (drea préxima a
extensdo de Portugal), assumindo uma produtividade de 40.000L/ha.ano. Isto €, assim
como o biodiesel oriundo de oleaginosas, o biodiesel de microalgas podera ser

potencialmente uma fracdo do combustivel utilizado para transporte.
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Tabela 2.16: Composicao do Oleo de Microalgas X Oleo de Plantas Oleaginosas

ACIDOS GRAXOS (% MASSICA)

Ml(él;(s)AL o | aeo | I e | 2 AGs e 18:n9 | ™ 209 | 2201 | AGMI 16204 16304 18206 18303 | S 120un6 204n3) 223 20:5n3 | 22503 22:60-3) AGPL | outros
Nitzschia ovalis 2,67 1325 | 045 - - - 1637 | 17.12 | 059 033 - - 1804 | 245 72 043 037 - 44 - - 2667 | 028 42 46 19,59
T”“"‘gf”“’“ 4590 | 1961 | 035 | - : o 2455 | 3147 | 041 | 027 . : 32,15 | 745 | 284 2 L1 215 | 012 | 016 : 16,65 : 133 | 338 9.5
Tetraselmis sp. 131 1533 | 043 - - - 1707 | 3.23 1225 | 226 | 112 - 1886 | 451 035 9,66 16,17 18 099 | 016 - 47 - - 3838 | 2569
I;’;“y",s’f"‘,‘f"'” 238 | 1256 | 077 | - : - sy | o211 | 251 - - : 462 | 306 | 069 | 776 | 2649 | 184 - : : - : : 3984 | 3983
S”‘";’;_"““ 2,12 17.61 | 054 - - - 20,27 - 2.87 163 | 015 - 4,65 0.19 - 1478 | 2571 - - - - - - - 40,68 344
Chlorella sp. 1,58 13,08 | 123 . = = 15,89 = 6.68 121 | 012 = 8,01 . 9.56 1754 | 20,02 . - - - - - - 47,12 | 2898
S“"es‘:f”"”‘ 1,12 576 | 033 - - - 721 1,06 2,65 022 | 049 - 442 1.24 0,92 4,67 20,79 2,52 - - - - - - 30,14 | 5823
Anacystis sp. 3,66 276 | 14 . = = 32,66 | 928 483 4,04 . = 18,15 . 035 16 23,18 . . = = . = = 2513 | 2406
Sy"“’s‘;_‘”“"s 2596 | 1394 | 058 | - - - | 4048 | 3491 17 - - - 36,61 - 0,15 1,46 - - - - - - - - 1,61 21,3
Sy”efs'l‘)‘f”ys”s 1334 | 58 | 117 | - : - | 204 | 1672 | 122 . . : 1794 | 196 - - - - - - - - - - 196 | 597

média 21,06 16,34 30,46
desvio padrdo 8,58 10,27 14,95
OLE’;(;INOS 14:0 16:0 13: 23’ 22:0 23: AGS [16:1n-7 |18:1n-9 18:71“‘ 20:1n-9 | 22:01 | AGMI |16:2n-4 |16:3n-4 [18:2n-6 |18:3n-3 18:34“‘ 20:4n-6 | 20:4n-3| 22:3 | 20:5n-3 | 22:5n-3| 22:6n-3| AGPI |outros

Milho - 11,67 | 1.85 | 024 | 0 0 13,76 = 25,16 . . 0 25,16 . . 60.6 . . . = 048 . = = 61,08 =
Algodio - 2833 | 089 | 0 0 0 | 2022 - 1327 - - 0 1327 - - 57.51 - - - - 0 - - - 57.51 -
crambe - 207 | 07 | 209 | 08 | 112 | 678 - 18,86 - - 5851 | 7737 - - 9 - - - - 6.85 - - - 15,85 -
Amendoim - 1138 | 239 | 132 | 252 | 123 | 18,84 - 4828 - - 0 4828 - - 31,95 - - - - 0,93 - - - 32,88 -
Canola - 349 | 085 | 0 0 0 434 - 64,4 - - 0 64,4 - - 23 - - - - 8,23 - - - 30,53 -

Soja - 1,75 | 315 | 0 0 0 149 - 2326 - - 0 2326 - - 55,53 - - - - 631 - - - 61,84 -
Girassol . 608 | 326 | 0 0 0 9,34 = 16,93 . . 0 16,93 . . 73,73 . . . = 0 . = = 73,73 =

média 13,88 38,38 47,63
desvio padrio 7,77 23,27 19,57

Fontes: Ma e Hann, 1999, Pratoomyot et al., 2005
AGS = acido graxo saturado; AGMI = acido graxo monoinsaturado; AGPI = acido graxo poliinsaturado
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2.8 ALTERNATIVAS DE PROCESSAMENTO DA BIOMASSA

A biomassa obtida na etapa de cultivo pode ser processada para a obtengdo de
energia ou produtos quimicos. As vdrias opgdes tecnoldgicas existentes para esse
processamento primério da biomassa classificam-se em bioquimicas ou termoquimicas.
A conversao bioquimica, que emprega enzimas € micro-organismos, inclui a digestao
anaerébia e a fermentacdo para producdo de metano e bioetanol. A conversao
termoquimica engloba a gaseificacdo, a pirdlise (lenta, rapida, flash e vacuo), o refino

hidrotérmico (em dgua ou solvente) e a combustao (PITTMAN et al. 2011).

Como produtos resultantes do processamento primdrio, destacam-se aqui o
biogds (metano), o gis de sintese (Syngas, oriundo da gaseificacdo) e o bio-6leo,
matérias primas para a obten¢do de olefinas leves, combustiveis liquidos e/ou geragcao
de energia, através do processamento secunddrio. A Figura 2.20 apresenta as

alternativas mais promissoras para a obten¢do de cada um desses produtos.

Questdes de seguranga energética, aliadas ao problema ambiental representado
pelo aquecimento global, apontam para um mercado de biocombustiveis crescente, o
que influencia na escolha da rota de aproveitamento da biomassa. Atualmente, a energia
combustivel € um recurso vital, e assim se mantera no futuro. Combustiveis renovaveis
para transporte, neutros do ponto de vista de emissdo de CO,, sdo necessdrios para
sustentabilidade econdmica e ambiental. De acordo com BRENNAN & OWENDE
(2010) as condigdes para um biocombustivel ser técnica e economicamente vidvel sdo:
deve ser competitivo ou custar menos do que combustiveis derivados do petréleo; deve
exigir baixo ou nenhum uso de terra adicional; deve permitir a melhoria da qualidade do
ar (sequestro de CO,, por exemplo), e, deve exigir o minimo uso da dgua. A exploragcao
adequada de microalgas pode atender a essas condicdes e, portanto, fazer uma
contribuicdo significativa para atender a demanda de energia primdria, a0 mesmo tempo

em que proporciona beneficios ambientais.
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Figura 2.20: Processamento Primario da Biomassa: Alternativas em Destaque.
Fonte: Costa e Morais, 2011

O cultivo de microalgas apresenta-se ao mercado de energia como uma

tecnologia que combina a necessidade de abatimento de CO, do setor elétrico com a

necessidade de alternativas de combustiveis para o setor de transporte. Aliam-se a este

cendrio as possibilidades de cultivo de biomassa algal em &reas desérticas (que contam

com alta irradiacdo solar, mas t€ém baixo valor econdmico para outros cultivos), e de

utilizacdo do CO, emitido pela atividade industrial. Para maior rentabilidade do

processo, a coproducdo de bioprodutos de alto valor agregado junto a rota de

processamento (termoquimico) da biomassa a commodities, foi sugerido por LI et al.

(2008). A Tabela 2.17 traz informagdes acerca desses bioprodutos.



Tabela 2.17: Bioprodutos de Alto Valor Agregado

Microalga Preco (USD) Produtor

50

AquaCarotene (EUA)
Cognis Nutrition e Health (AUT)
p-caroteno Dunaliella 300-3.000/kg Nikken Sohonsha Corporation (JAP)
Tianjin Lantai Biotechnology (CHI)
Parry Pharmaceuticals (IND)
AlgaTechnologies (ISR)
Bioreal (EUA)
Astaxantina Haematococcus 10.000/kg Cyanotech (EUA)
Mera Pharmaceuticals (EUA)
Parry Pharmaceuticals (IND)
BlueBiotech International GmbH (ALE)
. iruli hl I Cyanotech (EUA)
Suplementos alimentares Sl Gl 50/kg : =
Chlamydomonas Earthrise Nutritionals (EUA)
Psycotransgenics (EUA)
Tetraselmis, Aquatic Eco-Systems (EUA)
Nannochloropsis, BlueBiotech International GmbH (ALE)
Racao para peixes 70/L
Isocrysis, Coastal BioMarine (EUA)
Nitzschia Reed Mariculture (EUA)
. BlueBiotech International GmbH (ALE)
Acidos graxos Crypthecodinium,
. . Spectra Stable Isot EUA
poliinsaturados Schizochytrium 60/g pectra Stable Isotopes ( )
Market Biosciences (EUA)
Metabglitos com ISOt(lpO ND 1.000-20.000/g Spectra Stable Isotopes (EUA)
pesado para marcacio
rodoficeas, BlueBiotech International GmbH (ALE)
Ficoeritrina - o 15/mg
ciano bactérias Cyanotech (EUA)
Drogas anti-cancer ND ND PharmaMar (ESP)
Proteinas farmacéuticas Chlamydomonas ND Rincon Pharmaceuticals (EUA)
Cellana (EUA)
GreenFuel Technologies (EUA)
Botryococcus, .
Chlamydomonas, LiveFuels, Inc. (EUA)
Biocombustiveis Chlorella, ND PetroAlgae (EUA)
D unaltellc.z, Sapphire Energy (EUA)
Neochloris

Solazyme, Inc. (EUA)

Solix Biofuels (EUA)

ND - informag@o ndo disponivel; Adaptado de Rosenberg et al. 2008

2.8.1 DIGESTAO ANAEROBIA

A Digestdo Anaerdbia (DA) é o processo pelo qual a biomassa é degradada

anaerobiamente por bactérias. A suspensao de microalgas proveniente do fotobiorreator

passa pela etapa de colheita, da qual se obtém uma suspensao concentrada com cerca de

10% de biomassa. Esta suspensdo segue para o digestor anaerébio, obtendo-se biogas —
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constituido majoritariamente por metano (60%) e diéxido de carbono — e lodo (Figura

2.21) (NEENAM et al. 1986).

BUEKENS (2005) apresenta um balango de massa de um processo de DA de
rejeitos s6lidos municipais: 1 kg de rejeitos dd origem a 0,16 kg de biogas e 0,67 kg de
lodo. Este lodo deve ser tratado antes de descartado. O biogés segue para operacdo de
tratamento (por exemplo, um mdédulo de membranas), onde o CO, ¢ retirado e reciclado
para o fotobiorreator. O metano é alimentado a unidade de processamento quimico onde

pode ser convertido a produtos quimicos de interesse.

fWicroalga
: {10% sofidos) s
Microalgo T ) Brogas
do -} i [ Digestor
Fotobiorreator g
l Llodo <—, i
Agua para co, Trotamenta
Fotabiorreator para do Biogas
Fotobiorreator l
Metano

Figura 2.21: Digestao anaero6bia. Adaptado de Neenam et al. 1986

Como em vdrios processos bioquimicos, o sucesso da digestdo depende de
fatores como temperatura, umidade, teor de nutrientes ¢ pH. A DA pode ocorrer nas
faixas mesofilicas (30-40°C) e termofilicas (50-60°C). Apesar de o processo termofilico
reduzir o tempo de reacdo, com consequente reducdo do volume do digestor, a DA
mesofilica € mais comum. Sdo recomendados teores de umidade na biomassa superiores
a 85%. A digestdo seca exige que a massa de sdlidos secos seja superior a 15%. Caso

contrério, tem-se a digestdo umida.

As microalgas tem elevado conteddo proteico o que resulta em baixas razdes
C:N, e pode afetar a digestao anaerdbia. Outro fator associado a baixas razdes C:N € a
producdo de amodnia, que inibe micro-organismos anaerébios. Para aumentar a producao
de metano tem-se utilizado a co-digestdo, onde produtos com alta razdo C:N sdo

adicionados a biomassa algal (BRENNAN & OWENDE, 2010).
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Os tipos de digestores anaerdbios incluem: lagoas cobertas, digestores batelada,
digestores plug flow, tanques CSTR, Upflow Anaerobic Sludge Blankets (UASB), e
reatores batelada sequencial anaerébios (RBSA), entre outros. Os digestores podem ser
de dnico estdgio ou de multiplos estagios. Em digestores de estdgio tnico, todas as
bactérias encontram-se no mesmo vaso, € as condigdes operacionais ndo sao
necessariamente Otimas para uma bactéria especifica, mas aceitdveis para todas. Em
digestores de multiplos estdgios, o substrato passa progressivamente por vasos
sequenciados. Quando dois tanques sdo utilizados, no primeiro ocorre a hidrdlise, a
acidogénese e a acetagénese, enquanto o segundo otimiza a formac@o de metano a partir

dos volateis (BUEKENS, 2005).

Os digestores de mistura completa sao reservatdrios verticais de concreto ou aco,
que podem processar uma concentracao s6lida de 3% a 10%, e operam tanto nas faixas
mesofilicas quanto termofilicas, com tempo de reten¢do hidrdulica (TRH) de 10 a 20
dias. Os digestores plug flow sao tubos, selados com uma tampa expansivel, que operam
normalmente com concentracio de sélidos entre 11% e 13%, na faixa mesofilica, com
tempo de residéncia hidraulico (TRH) de 20 a 30 dias. As lagoas, por sua vez, sdo
cobertas com capas impermedveis que coletam o biogds produzido, operando com
solidos na concentragdo de 0,5 a 3%, a temperatura ambiente. Apesar de oferecerem
menor custo, a temperatura varia com a estacao do ano, o que impacta no rendimento do

Pprocesso.

A tecnologia de DA é uma tecnologia bem desenvolvida, estimando-se uma
capacidade mundial instalada de 5400 a 6400 MW, com cerca de 95% desta capacidade
localizada na Asia. Os pafses europeus tém 307MW instalados destacando-se a
Alemanha (150MW) (WEILAND, 2000). Dados da IEA (2005) mostram que, entre
1982 e 2002, foram implantadas na Europa, nos EUA e no Canad4, 133 plantas de DA
de bioresiduos, com capacidade variando entre 3 e 300 mil t/ano, conforme a Figura
2.22, onde observa-se que a DA é empregada preferencialmente em escala de até 150
mil t/ano. Considerando-se que 15% dessa massa correspondem a biomassa
(descontando a umidade), para o rendimento apontado por BUEKENS (2005), uma

planta seria capaz de gerar 14,4 mil t/ano de CHy4, com a produgdo 100,5 mil t/ano de

lodo. O sequestro de CO; seria de 34,4 mil t /ano.
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Figura 2.22: Plantas de DA Instaladas na Europa e na América do Norte entre
1982 e 2002. Elaborado a partir de EIA, 2005

Ap6s remocao de condensado, CO, e H,S, o biogds é comprimido, resfriado,
desidratado e transportado por dutos até o destino para queima em caldeiras, ou pode ser
usado localmente para geracdo de vapor. Alternativamente, pode ser empregado na

geragdo de eletricidade (com turbinas a vapor, por exemplo).

A conversdo de biogds em produtos quimicos como metanol, amdnia e ureia é
possivel, sendo metanol a opcdo de maior viabilidade econdmica. Contudo, para que o

biogés possa ser convertido a metanol de alta pureza, deve-se remover dgua e CO,.

2.8.2 GASEIFICACAO

A gaseificacdo consiste na combustdo incompleta da biomassa, na presenca de
um oxidante (oxigénio puro ou diluido, e/ou vapor de dgua), levando majoritariamente a
CO e H; (gas de sintese). Com o processamento secundario, o gds de sintese pode ser
convertido a combustiveis liquidos — via sintese de Fischer-Tropsch, ou a olefinas — via

sintese direta, ou a partir de intermedidrios como metanol e dimetil-éter.

Durante a gaseificacdo, ocorrem inumeras reacdes, como as de pirdlise,
combustdo, craqueamento térmico, oxidacdo parcial e as reacdes de gaseificacdo

propriamente ditas. O processo se inicia com a pir6lise da biomassa, a temperatura em
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torno de 500°C. Da pirdlise, resultam gases (H,, CO, CO,, CHy), alcatrdo (compostos
aromaéticos, alifdticos e polares) e carvao vegetal. Os produtos da pirdlise sdo entdo
oxidados (parcial ou completamente) pelo oxigénio, em reacdes altamente exotérmicas,
causando, assim, o aumento da temperatura do meio para cerca de 1000°C. Em
temperaturas elevadas, o alcatrdo sofre craqueamento térmico e o carvao vegetal sofre
combustdo, ambos dando origem a gases. Os gases reagem ainda entre si € com 0O

carbono (CENBIO, 2002). Dentre as reagcdes, destacam-se:

a) exotérmicas:
combustao: voldteis e alcatrdo + O 2 CO>
oxidagdo parcial: voldteis e alcatrdo + O, 2 CO
metanagao: voldteis e alcatrdo + H, 2 CH,
water-gas shift: CO + H,O 2 CO, + H,
metanacgdo do CO: CO + 3H, 2 CH, + H,0

b) endotérmicas:
reacdo vapor-carbono: voldteis e alcatrdo + H,O =2 CO + H,
reacdo de Boudouard: voldteis e alcatrdo + CO, 2 2CO

A composi¢do do géds de sintese e sua razdo CO:H, dependem do projeto e das
condicdes de operacdo do gaseificador, que definem o equilibrio entre as varias reacoes
que nele ocorrem. Na verdade, boa parte das tecnologias de gaseificacdo é desenvolvida
com o objetivo de gerar energia. Nesses casos, a propriedade mais importante do gas de
saida € seu poder calorifico. Por outro lado, a composi¢ao quimica do gds de sintese
passa a ser um fator primordial no caso de tecnologias desenvolvidas para a obten¢ao de
gases para sinteses quimicas. CIFERNO & MARANO (2002) apontam que, neste
segundo caso, faz-se importante operar acima dos 1200°C, temperatura a partir da qual
todo o metano € convertido. Além disso, os autores sugerem que a operacdo a alta
pressdo (> 20 bar) € interessante, uma vez que os processos subsequentes de sintese se

ddo a pressoes elevadas.

HIRANO et al. (1998) realizaram a oxidag¢do parcial de Spirulina a uma
temperatura variando de 850-1000°C, e determinou a composi¢do do gds necessdria
para gerar o rendimento tedrico de metanol. Eles observaram que a gaseificacdo da
biomassa de algas a 1000°C produziu o maior rendimento teérico de 0,64 g de metanol

a partir de 1 g de biomassa. Também estimaram um balango de energia (razdo de
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metanol produzido para a energia total requerida) de 1,1, o que resulta em um balanco
de energia positivo na gaseificacdo, entretanto o baixo valor foi atribuido ao alto

requerimento de energia no processo de centrifugacao durante a colheita da biomassa.

2.8.3 LIQUEFACAO OU PIROLISE

Entende-se por pirdlise a decomposi¢do térmica da biomassa, na auséncia de
oxigénio, ou quando este gds estd presente em quantidade bastante inferior aquela
necessdaria para a combustdo completa (MOHAN et al., 2006). A pir6lise de biomassa
produz bio-6leo que pode ser hidrotratado (em processo dedicado ou em refinarias de
petréleo com gasdéleo de vacuo) ou transesterificado para obtencdo de diesel verde ou
biodiesel, respectivamente. Alternativamente, o bio-6leo pode ser gaseificado,
produzindo gés de sintese (MA & HANN, 1999). Como subprodutos da pirélise, tem-se
carvao e um gas composto majoritariamente por CO, H,, CO,, CHy4, C,Hg, C,Hs, C3Hg,
CH;0H e C,H4O (SENSOZ et al., 2006). As temperaturas tipicas de pirdlise variam

entre 400 e 700°C, enquanto a pressdo € atmosférica.

A composicdo dos produtos da pirdlise depende do tipo de biomassa e das
condi¢des operacionais utilizadas. Dessa forma, o gas de pirdlise pode conter dezenas
de componentes. Como resultado da pirélise de diferentes espécies de madeira, ZHANG
et al. (2007) reportam um gis com 40 componentes. O bio-6leo obtido no mesmo
experimento, por sua vez, € uma mistura de 109 componentes, dentre os quais cetonas,

alcoois, cresois, aromdticos e poliaromaticos.

Embora complexa, a pir6lise € descrita de modo simplificado por MOHAN et al.
(2006) nas seguintes etapas:

a) O processo se inicia com o aquecimento, através do uso de uma fonte externa de
calor;

b) as reacdes primdrias de pirdlise t€ém inicio, com a liberacdo de voléteis e a
formacao de carvao;

c) os volateis transferem calor a matéria ainda nao pirolisada;

d) a condensacdo dos voldteis nas particulas mais frias de matéria, seguida de

reacOes secunddrias entre ambos, produz 6leo;
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e) as reacOes autocataliticas secundérias prosseguem, competindo com as reagdes
primdrias (item b);

f) ocorrem as reacdes de decomposi¢do térmica, reforma, water-gas shift,
recombinacdo de radicais e desidratacdo, as quais sdo funcdes do tempo de

residéncia, da temperatura e da pressao de operacao do processo.

MIAO & WU (2004) utilizaram a pirdlise rdpida para melhorar o rendimento de
bio-6leo a partir da biomassa de Chlorella prothothecoides crescida em cultivo
heterotréfico. O rendimento em bio-6leo relatado pelos autores foi de 57,9% em peso
seco (poder calorifico de 41 MJ/kg). Os resultados sugerem que a pirdlise tem potencial
na conversao de biomassa algal em combustivel liquido. DEMIRBAS (2006) mostrou
que a produgdo de bio-6leo a partir da microalga Chlorella prothothecoides aumentou
linearmente com a temperatura até um ponto e depois diminuiu em temperaturas mais
elevadas. Por exemplo, o rendimento aumentou de 5,7% para 55,3% com um aumento
de 254-502°C, e subsequentemente diminuiu para 51,8% a 602°C. Ainda de acordo com
DEMIRBAS (2006) os resultados indicam que os bio-6leos de microalgas sdo de uma

qualidade mais elevada do que os 6leos extraidos de materiais lignocelul6sicos.

2.9 MOTIVACAO DO TRABALHO

A literatura, em resumo, aponta o potencial de producdo ndo sé de biodiesel,
mas de uma ampla gama de produtos tanto de energia quanto quimicos e bioquimicos.
Esses, normalmente, com altos valores agregados e baixa escala de produc¢do, enquanto
os primeiros requerem intensificacio de processos e economia de escala.
Adicionalmente, detém-se do apresentado, que a etapa de reacdo (biofixacdo de CO,) e
a de separacdo (colheita da biomassa) sdo os gargalos da ampliacdo de escala de

producdo. O presente estudo enfrenta o primeiro gargalo, a saber, a biofixacdao de CO,.

Para tal, entende-se que a grande variabilidade de composicdo bioquimica de
microalgas encontradas na natureza demanda Metodologia de Screening que permita
identificar espécies mais aptas a maximizar objetivos de producdo, ndo apenas

selecionadas com base em taxa de crescimento ou teor de lipidios como frequentemente
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apresentado. Neste sentido, o presente trabalho propde metodologia auxiliada por

computador que visa discriminar espécies frente a métricas de producao.

Um segundo aspecto relevante na biofixa¢do € maximizar producdo com minimo
de footprint, reduzindo aspectos desfavordveis como contaminagdo e ineficiéncia de
agitacdo. Para tal, o trabalho apresenta as premissas de desenvolvimento, projeto e
constru¢do de fotobiorreator. Baseado em toda a pesquisa bibliogréafica realizada, o
fotobiorreator tubular foi escolhido por apresentar maior possibilidade de aumento de
escala e a tecnologia air-lift € empregada na movimentacao da cultura, pois 0 emprego
de bomba aumenta os custos e causa estresse celular. A literatura também possibilitou o
desenvolvimento de uma metodologia de screening que apontou as microalgas 1.
galbana e B.braunii para producdo de Syngas e biohidrogénio. 1. galbana foi entdo
selecionada por apresentar outras caracteristicas favordveis como elevada taxa de
crescimento e potencial na biofixacdo de CO,. O cultivo indoor foi realizado com o
objetivo de estudar 1. galbana em termos de produtividade de biomassa e lipidios. Por

ultimo a producao outdoor na planta piloto foi realizada.
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CAPITULO 3 - SCREENING DE MICROALGAS

Neste capitulo apresenta-se metodologia desenvolvida nesta Tese para Screening
de espécies de microalgas cujos principios e possiveis aplicacdes foram extensivamente
discutidos em PICARDO et al. (2012). Devido a razodavel estanqueidade do tépico no
contexto deste trabalho, e também devido a ter sido o Screening um dos pilares desta
Tese, a apresentacdo € feita em modo auto-contido, i.e. serd composta como um item
acabado com suas proprias Descricdo Metodologica, Secdo de Aplicacoes e Secdo de
Conclusoes. Este proceder, embora ndo propriamente ortodoxo, ndo raro pode ser

encontrado em Teses de Doutorado.

3.1 METODOLOGIA PARA SCREENING

Dada a complexidade dos padrdes de alocacdo de carbono e a variabilidade entre
as espécies de microalgas, a identificacdo do organismo ideal para cada aplicacdo
especifica ndo € uma tarefa simples. Neste contexto, este trabalho apresenta uma
metodologia conceitual para triagem rapida (Screening) de microalgas (PICARDO et al.
2012). A Metodologia de Screening baseia-se em um banco de dados montado com
informacdes da literatura para 45 espécies de microalgas, abrangendo taxas de
crescimento e a composi¢do da biomassa. O procedimento envolve informacdes
quantitativas de processamento da biomassa, sendo, portanto orientada pelo processo
utilizado, isto €, a abordagem demanda técnicas de sintese de processos e comparacao
de alternativas de processos quimicos, recursos estes afins com Engenharia de
Processos. As aplicacdes ilustrando a Metodologia no contexto de utilizacdo de
biomassa para producdo de energia foram: (a) célculo de poder calorifico de biomassa;

(b) producao de gas de sintese; e (c) producao de Bio-Ho.

Conforme apontado em PICARDO et al. (2012), os dados de interesse sdo normalmente

relatados na literatura em termos de:

(a) fracdo madsssica de proteinas, lipidios, carboidratos e cinzas, denominada no

presente trabalho como Composicao Tipo L.
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(b) féormula empirica aparente, ou seja, a razdo molar dos elementos presentes nas

células (C, H, O, N, P e, mais raramente, Mg, Na, Ca, Fe e outros metais),

denominada Composic¢do Tipo IIL.

Como os dados da literatura sobre a composicdo bioquimica de microalgas se

apresentam aleatoriamente distribuidos nestas duas formas, torna-se necessdrio um

procedimento para a conversdo da composi¢cdo do Tipo I para Tipo II, e vice-versa, de

modo a permitir a constru¢do de um banco de dados com composicdes segundo um

padrao uniforme. O procedimento de interconversao do Tipo I a Tipo II baseia-se na

féormula empirica aparente de biomoléculas tipicas, tais como proteinas, lipidios,

carboidratos, 4dcidos nucleicos e polifosfatos, de acordo com as férmulas anteriormente

definidas por NORLAND et al. (1995) e HO et al. (2003), apresentadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Composiciao elementar das principais biomoléculas (% em peso, WI)

C N O P S H® K Ca Mg Fe
Proteina 0,52 0,16 022 000 001 0,09 - - - -
Carboidrato 04 0,00 053 000 000 0,07 - - - -
Lipidios 0,8 0,00 008 000 000 0,12 - - - -
Outros ™ 0,38 0,17 031 0,10 0,00 0,04 - - - -
Cinzas 0,00 0,00 029 0,19 0,00 0,00 032 009 011 0,00

Fontes: Norland et al., (1995); Ho et al., (2003)

(*)Hidrogénio estimado para completar 100%.

(**)Composi¢do normalizada.

(**%*) Composi¢ao calculada a partir dos valores para os dcidos nucleicos.

A composicdo de cinzas foi estimada a partir das contribui¢des inorganicas da

formula estendida de Redfield:

(C124N16P1S13K1.7Mg0.56Ca0.5)1000515.0F€7.5Zn0 80Cug 38C00.19Cdo 21M0g 03

(HO et al. 2003)

Com a férmula de Redfield a composi¢do de cinzas foi obtida pela reunido de fosfatos

metélicos e de o6xidos metdlicos que podem ser criados a partir dos elementos

necessarios (isto €, P, K, Mg, Ca e Fe), cujas fragdes sao iguais ou superiores a 0,01%
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em peso (HO er al. 2003). A composi¢do em cinzas foi normalizada com base na

concentracdo de fésforo na biomassa em questao.

O procedimento para a interconversdo das composi¢des de Tipo I e Tipo II é
exemplificado (PICARDO et al. 2012) em termos de cinco principais dtomos C, N, H,

0, S, através da defini¢do de vetores M , W e matriz X conforme:

® Fragdes massicas dos principais elementos na biomassa (C, N, H, O e S);

N
I

3

8]

e Fracdes madssicas dos principais pools celulares (Proteinas, Lipidios,

Carboidratos), cinzas e outras macromoléculas;

WPROT
WLIP

W= Weo

Weinzas

L Wourras |
® Composigdo elementar das principais macromoléculas, onde x,
representa a fragdo mdssica do elemento j no pool i (e.g. Xppor € @

fracdo madssica de carbono na molécula modelo de proteina como

apresentado na Tabela 3.1).

XproT,C XproT N X pROT H X proT,0 Xprot.s
Xppc Xrp.n XpipH Xipo Xrip,s
X =| Xcnoc XcHo,N XcHoH XcHo,0 XcHo,s

'xCINZAS,C 'xCINZAS,N XCINZAS,H XCINZAS,O XCINZAS,S

| XYourras.c  Xourras.n  Xourras.n  Xourras.o  Xoutras.s |

A conversdo do Tipo I para Tipo 1I (i.e. dado W , calcular M ) é obtida via Eq. (3.1):

M=X"W 3.1)
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Reciprocamente, a transformac¢do do Tipo II em Tipo I (i.e. dado M , calcular W) é

obtida com a Eq. (3.2):
w=[x"]"m 3.2)

A Figura 3.1 sumariza a Metodologia de Screening proposta.

Composicdo da bicmassa
&

taxade crescimento
_____________ ﬁ Tipa | ou Tipo Il

(coletado na literatura)

Caraclterizagao

I
|

composicional das I 1
P I
espécies de |
I
I

microalga

Banco de dados com

Lo i oyt By
% Tipo | e Tipo Il de

COMmposicao
biomassica, e taxa
de crascimento

!

Sintese de
PrOCessa e

ﬁ simulagao
e i

[
|
Green Technology 1
Objetivos e métricas lr
I
|
i

e iy , .
% Ranking de espécies
conforme meétricas

!

ESPECIES
SELECIOMNADAS

Figura 3.1: Principais Etapas da Metodologia para Screening de Espécies de
Microalgas.

A Metodologia de Screening proposta abrange as seguintes etapas:
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ETAPA 1: Dados coletados da literatura do Tipo I e/ou Tipo Il de composicdo da
biomassa e taxa de crescimento. A literatura € pesquisada para composi¢ao
bioquimica de espécies de microalga, bem como, a taxa de crescimento
especifico, u (d™), sob condi¢des de crescimento desejadas, para as espécies do

banco de dados;

ETAPA 2: Banco de dados com composicdo Tipo I e Tipo Il e taxa de crescimento.

Interconversdo de dados do Tipo I e Tipo II é realizada e armazenada como:

Cu Ny O. Py S, HK, CapMg; Fe; (a = 1);

ETAPA 3: Sintese de processo quimico e simulacdo. A aplicagdo de técnicas de
engenharia de processos quimicos permite orientar a selecdo de métricas com o
proposito de estabelecer um ranking de espécies com respeito a resposta do
processo nestas métricas (por exemplo, econdmica, energética, ambiental). Na
etapa de sintese de processo o fluxograma de processo quimico utilizado para
cada espécie algal é simulado em software comercial de simulacao de processos

quimicos para quantificar a resposta nas métricas em questao; e

ETAPA 4: Ranking de espécies segundo a execucdo das métricas. A simulacdo de
processos quimicos formulados prové dados quantitativos para dar suporte a

execugdo das métricas.

O banco de dados de 45 espécies de microalgas montado para aplicagao do
procedimento € substanciado através das Tabelas 3.2 e 3.3. Taxas especificas de
crescimento de cada espécie, juntamente com as composi¢des bioquimicas (proteinas,
carboidratos, lipidios e cinzas) sd@o apresentados na Tabela 3.2. A Tabela 3.3 detalha
férmulas empiricas minimas com base nas composi¢des elementares para as principais
moléculas (Tabela 3.1) ap6s aplicacdo do procedimento de conversdo de informacgao

composicional descrito anteriormente.



Tabela 3.2: Screening de microalgas - Composi¢cao bioquimica e taxa de crescimento
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Espécies Composicio bioquimica (w; ) 1 ( ah Referéncias
Prot Lip. CHO cinzas Outros Taxa de crescimento (p) Composicao
1. Aphanothece microscopica Néigeli 0,49 0,08 0,18 0,20 0,05 0,96 Jacob-Lopes et al. 2008 Zepka et al. 2008
2. Botryococcus braunii 0,21 0,54 0,14 0,00 0,11 0,14 Zhila et al. 2005 Feinberg 1984
3. Chaetoceros sp. 0,57 0,15 0,12 0,17 0,16 0,84 Renaud et al. 2002 Renaud et al. 2002
4. Chaetoceros calcitrans 0,33 0,10 0,17 0,29 0,11 0,69 Krichnavaruk et al. 2005 Brown et al. 1989
5. Chaetoceros calcitrans f. pumilus 0,25 0,20 0,20 0,00 0,35 1,50 Raghavan et al. 2008 Raghavan et al. 2008
6. Chaetoceros cf. wighamii 0,35 0,06 0,12 0,00 0,47 0,64 Eissler et al. 2009 Araujo et al. 2005
. Chaetoceros gracilis 0,12 0,07 0,05 0,00 0,76 1,53 Sunlu et al. 2010 Brown 1991
8. Chaetoceros muelleri 0,34 0,11 0,16 0,00 0,39 1,97 Borges et al. 2007 Rivero-Rodrigues et al. 2007
9. Chlamydomonas reinhardtii 0,48 0,21 0,17 0,00 0,15 1,20 Chen & Johns 1996 Patni et al. 1977
10. Chlamydomonas sp. 0,17 0,23 0,59 0,00 0,01 1,20 Chen & Johns 1996 Feinberg 1984
11. Chlorela pyrenoidosa 0,57 0,02 0,20 0,00 0,21 1,97 Lee 2001 Yang et al. 2000
12. Chlorella sp. 0,47 0,21 0,10 0,00 0,23 0,43 Wang et. al. 2009 Feinberg 1984
13. Chlorella minutissima 0,24 0,31 0,42 0,00 0,03 0,43 Illman et al. 2000 Illman et al. 2000
14. Chlorella protothecoides 0,53 0,15 0,11 0,06 0,16 0,33 Illman et al. 2000 Miao et al. 2004
15. Chlorella sorokiniana 0,42 0,20 0,36 0,00 0,02 0,58 Illman et al. 2000 Illman et al. 2000
16. Chlorella vulgaris 0,29 0,18 0,51 0,00 0,02 0,99 Illman et al. 2000 Illman et al. 2000
17. Cryptomonas sp. 0,50 0,21 0,05 0,15 0,10 0,33 Renaud et al. 2002 Renaud et al. 2002
18. Cyclotella cryptica 0,26 0,17 0,36 0,25 0,00 0,91 Pahl et al. 2010 Pahl et al. 2010
19. Dunaliella salina 0,57 0,09 0,32 0,08 0,00 0,19 Araujo et al. 2009 Brown et al. 1989
20. Dunaliella tertiolecta 0,20 0,15 0,12 0,00 0,53 0,6 Andreasson & Wangberg 2007 Brown 1991
21. Haematococcus pluvialis 0,26 0,09 0,39 0,02 0,02 0,31 Kaewpintong et al. 2007 Boussiba & Vonshak 1991
22. Isochrysis sp. 0,51 0,22 0,14 0,22 0,00 1,60 Thomas et al. 1984 Renaud et al. 2002
23. Isochrysis galbana 0,28 0,39 0,12 0,16 0,05 1,62 Ohse et al. 2008 Fidalgo et al. 1998
24. Isochrysis aff. galbana 045 030 025 0,01 0,00 0,62 Valenzuela-Espinoza et al. 2002 Valenzuela-Espinoza et al. 2002
25. Microcystis aeruginosa 0,31 0,13 0,12 0,14 0,32 0,22 Dasi et al. 1998 Miao & Wu 2004
26. Micromonas pusilla 057 024 004 0,10 005 0,50 Martinez-Fernéndez et al. 2006 Martinez-Fernéndez et al. 2006
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27. Nannochloropsis oculata
28. Nannochloropsis salina
29. Navicula incerta

30. Nitzschia closterium

31. Nitzschia frustulum

32. Nitzschia sp.

33. Pavlova lutheri

34. Pavilova salina

35. Phaeodactylum tricornutum
36. Porphyridium cruentum
37. Pyramimonas sp.

38. Rhodomonas sp.

39. Scenedesmus almeriensis
40. Skeletonema costatum
41. Skeletonema sp.

42. Spirulina platensis

43. Tetraselmis chuii

44. Tetraselmis suecica

45. Thalassiosira pseudonana

0,35
0,23
0,07
0,26
0,23
0,28
0,49
0,26
0,56
0,32
0,59
0,58
0,49
0,28
0,28
0,50
0,31
0,39
0,29

0,18
0,29
0,02
0,13
0,14
0,16
0,12
0,12
0,20
0,06
0,07
0,13
0,12
0,14
0,13
0,17
0,17
0,07
0,10

0,08
0,07
0,13
0,10
0,04
0,05
0,31
0,07
0,11
0,34
0,34
0,07
0,25
0,12
0,04
0,09
0,12
0,08
0,17

0,00
0,00
0,68
0,00
0,34
0,25
0,06
0,00
0,12
0,12
0,15
0,21
0,02
0,39
0,33
0,00
0,00
0,23
0,38

0,39
0,16
0,10
0,51
0,26
0,26
0,02
0,55
0,01
0,16
0,00
0,23
0,12
0,08
0,22
0,25
0,40
0,23
0,06

1,65
0,53
0,44
0,17
0,54
0,16
0,44
0,44
1,44
0,26
0,87
0,30
0,63
1,92
0,84
0,67
1,13
1,54
1,72

Sandnes et al. 2005
Hoffmann et al. 2010
Liu et al. 2010
Wen & Chen 2000
Ryu & Rorrer 2010
Wen & Chen 2000
Marsot et al. 1995
Marsot et al. 1995
Miron et al. 2003
Fuentes et al. 1999
Tzovenis et al. 2009
Renaud et al. 2002
Sanchez et al. 2008
Borges et al. 2007
Meinerz 2007
Lee 2001
Borges et al. 2007
Ohse et al. 2008
Ohse et al. 2008

Brown 1991
Feinberg 1984
Affan et al. 2007
Brown 1991
Renaud et al. 1999
Renaud et al. 1999
Brown et al. 1989
Brown 1991
Thomas et al. 1983
Fuentes et al. 1999
Tzovenis et al. 2009
Renaud et al. 2002
Scraggi et al. 2002
Renaud et al. 1999
Renaud et al. 1999
Feinberg 1984
Brown 1991
Brown et al. 1989
Brown et al. 1989




Tabela 3.3: Féormula Empirica das Espécies de Microalgas apos Tratamento de Informac¢ao Composicional Tipo 1 ou Tipo 2

Espécies de microalgas CulNy O:PyS. HyK, Ca, Mg, Fe;
a b c d e f g h i j

1. Aphanothece microscopica Négeli 1,000 0,184 0,518 0,040 0,005 1,999 0,048 0,014 0,026 0,0000
2. Botryococcus braunii 1,000 0,069 0,233 0,007 0,001 1,838 0,000 0,000 0,000 0,0000
3. Chaetoceros sp. 1,000 0,193 0,431 0,035 0,004 1,923 0,032 0,009 0,017 0,0000
4. Chaetoceros calcitrans 1,000 0,170 0,602 0,070 0,003 1,926 0,079 0,023 0,042 0,0001
5. Chaetoceros calcitrans f. pumilus 1,000 0,170 0,426 0,027 0,002 1,777 0,000 0,000 0,000 0,0000
6. Chaetoceros cf. wighamii 1,000 0,255 0,478 0,040 0,003 1,732 0,000 0,000 0,000 0,0000
7. Chaetoceros gracilis 1,000 0,298 0,513 0,069 0,001 1,491 0,000 0,000 0,000 0,0000
8. Chaetoceros muelleri 1,000 0,217 0,452 0,032 0,003 1,777 0,000 0,000 0,000 0,0000
9. Chlamydomonas reinhardtii 1,000 0,162 0,360 0,011 0,003 1,909 0,000 0,000 0,000 0,0000
10. Chlamydomonas sp. 1,000 0,048 0,544 0,001 0,001 1,982 0,000 0,000 0,000 0,0000
11. Chlorela pyrenoidosa 1,000 0,230 0,473 0,017 0,005 1,934 0,000 0,000 0,000 0,0000
12. Chlorella sp. 1,000 0,182 0,339 0,016 0,003 1,861 0,000 0,000 0,000 0,0000
13. Chlorella minutissima 1,000 0,068 0,420 0,002 0,002 1,943 0,000 0,000 0,000 0,0000
14. Chlorella protothecoides 1,000 0,193 0,383 0,022 0,004 1,914 0,013 0,004 0,007 0,0000
15. Chlorella sorokiniana 1,000 0,115 0,431 0,002 0,003 1,987 0,000 0,000 0,000 0,0000
16. Chlorella vulgaris 1,000 0,084 0,525 0,002 0,002 1,995 0,000 0,000 0,000 0,0000
17. Cryptomonas sp. 1,000 0,173 0,349 0,030 0,004 1,917 0,029 0,008 0,016 0,0000
18. Cyclotella cryptica 1,000 0,087 0,608 0,043 0,002 1,996 0,058 0,017 0,031 0,0001
19. Dunaliella salina 1,000 0,157 0,492 0,012 0,004 2,043 0,016 0,005 0,008 0,0000
20. Dunaliella tertiolecta 1,000 0,220 0,450 0,043 0,002 1,664 0,000 0,000 0,000 0,0000
21. Haematococcus pluvialis 1,000 0,104 0,574 0,006 0,003 2,021 0,005 0,002 0,003 0,0000
22. Isochrysis sp. 1,000 0,141 0,408 0,032 0,004 1,982 0,044 0,013 0,023 0,0000
23. Isochrysis galbana 1,000 0,089 0,316 0,027 0,002 1,884 0,030 0,009 0,016 0,0000
24. Isochrysis aff. galbana 1,000 0,109 0,339 0,001 0,003 1,966 0,002 0,000 0,001 0,0000
25. Microcystis aeruginosa 1,000 0,207 0,487 0,052 0,003 1,785 0,031 0,009 0,017 0,0000

26. Micromonas pusilla 1,000 0,164 0,302 0,018 0,004 1,944 0,019 0,005 0,010 0,0000



27. Nannochloropsis oculata
28. Nanochloropsis salina
29. Navicula incerta

30. Nitzschia closterium

31. Nitzschia frustulum

32. Nitzschia sp.

33. Pavlova lutheri

34. Pavlova salina

35. Phaeodactylum tricornutum
36. Porphyridium cruentum
37. Pyramimonas sp.

38. Rhodomonas sp.

39. Scenedesmus almeriensis
40. Skeletonema costatum
41. Skeletonema sp.

42. Spirulina platensis

43. Tetraselmis chuii

44. Tetraselmis suecica

45. Thalassiosira pseudonana

1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000

0,208
0,125
0,174
0,233
0,200
0,194
0,145
0,246
0,157
0,165
0,163
0,218
0,172
0,150
0,199
0,200
0,202
0,230
0,151

0,377
0,275
1,702
0,441
0,572
0,485
0,475
0,441
0,354
0,619
0,545
0,444
0,440
0,621
0,551
0,354
0,407
0,541
0,681

0,030
0,014
0,384
0,042
0,100
0,071
0,011
0,045
0,018
0,037
0,022
0,047
0,012
0,094
0,092
0,018
0,031
0,068
0,093

0,003
0,002
0,002
0,002
0,002
0,003
0,004
0,002
0,004
0,003
0,004
0,004
0,004
0,003
0,003
0,004
0,002
0,004
0,003

1,760
1,820
1,835
1,683
1,756
1,786
2,015
1,661
1,984
1,931
2,054
1,887
1,953
1,917
1,804
1,862
1,755
1,850
1,955

0,000
0,000
0,480
0,000
0,096
0,062
0,012
0,000
0,024
0,029
0,029
0,040
0,004
0,115
0,093
0,000
0,000
0,060
0,116

0,000
0,000
0,138
0,000
0,028
0,018
0,004
0,000
0,007
0,008
0,008
0,011
0,001
0,033
0,027
0,000
0,000
0,017
0,033

0,000
0,000
0,258
0,000
0,051
0,033
0,007
0,000
0,013
0,016
0,016
0,021
0,002
0,062
0,050
0,000
0,000
0,032
0,062

0,0000
0,0000
0,0005
0,0000
0,0001
0,0001
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0001
0,0001
0,0000
0,0000
0,0001
0,0001
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O objetivo do procedimento de screening pode ser modificado de acordo com as
metas do processo (PICARDO et al. 2012). Por exemplo, o cdlculo pode ser
direcionado para identificar a melhor espécie produtora de algum pool celular ou os
melhores fixadores de qualquer recurso entre as espécies no banco de dados. Uma vez
selecionado um conjunto reduzido de espécies, fluxogramas de processo podem ser
desenvolvidos e simulados para as estimativas preliminares de CAPEX (despesas de
capital) e OPEX (despesas operacionais), como utilizado em MONTEIRO et al. (2009),
apoiando estimativas adicionais de ROI (Retorno do Investimento) no caso de métricas

econdmicas.

Vérias métricas sdo possiveis para a selecao de microalgas. As seguintes foram

consideradas em PICARDO et al. (2012):

METRICA 1: Concentracdo do pool de biomoléculas. Do banco de dados de espécies
(Tabelas 3.2 e 3.3), é possivel discriminar microalgas de acordo com pools

bioquimicos: lipidios, proteinas e carboidratos.

METRICA 2: Produtividade do pool de biomoléculas. Cdlculo do crescimento das
células como uma fragdo da concentracdo da biomassa inicial para um dia de

produgdo (r =1d), &(g.L".d™), utilizando equagdes (3.3) e (3.4):

dX (t)/dt = uX (t) (3.3)

E=[X(t=D)=X(t=0)/X(1=0) = (exp() ) 3.4)

onde X(7=1)¢ a concentracdo da biomassa (g.L'1 de biomassa seca) para um dia
de crescimento e X(t=0) é a concentra¢do inicial da biomassa. Para uma
concentracdo inicial de 1 g.L'!, a biofixacdo de carbono (CB, gL'.d") e a
produtividade das principais biomoléculas - lipidios (LP, g.L'l.d'l),
carboidratos (CHO, g.L'l.d'l) e proteinas (PTN, g.L'l.d'l) — sdo obtidos

conforme abaixo:

CB = EXMW,. | MW, 3.5)

LP =& Vivipps, CHO =X Wino . PIN =X Wipry (3.6)
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onde MW¢ € a massa atdmica do carbono, MWy € a massa molecular da
espécie de microalga dada por sua férmula minima empirica, € WiLpps, WicHo €

wiprN $a0 as fragdes mdssicas das biomoléculas na biomassa seca.

METRICA 3: Aplicacdes de Tecnologia Verde. Os simuladores de processos quimicos
comerciais sdo ferramentas poderosas de engenharia com bibliotecas de
espécies quimicas, equipamentos e modelos termodindmicos que podem
executar cédlculos de balango de massa e energia associados as transformacgdes
fisicas e quimicas do processo. A andlise do processo por simulacdo é
frequentemente realizada por engenheiros quimicos para avaliar o
desempenho do fluxograma, a fim de melhord-lo em termos de custo e/ou
consumo de energia. Dado um fluxograma de processo baseado em
microalgas, informacdes composicionais do Tipo I e Tipo II podem ser
usadas como entradas para um simulador de processo, a fim de permitir a
determinagcdo de composi¢des apropriadas, temperaturas, pressdoes e vazoes
para uma resposta 6tima de ordem econdmica e/ou energética. Portanto, o
impacto da composicao da biomassa no desempenho do processo pode ser
calculado com base no balanco material e energético, baseado em célculos
termodindmicos. Os simuladores de processos também possibilitam a andlise
de efeitos de potenciais modificacoes das condi¢des operacionais e da
inclusdo de operacdes unitdrias no processo de interesse. Na Metodologia
proposta, tal capacidade ¢é explorada para o célculo de métricas de
desempenho do processo, definidas de acordo com objetivos de producio,
empregando-se UNISIM Design (Honeywell) como plataforma de simulagao.
A maioria dos procedimentos de triagem relatados na literatura pesquisada
aplicam a Métrica 1 (referéncias na Tabela 3.2). A Métrica 2 é menos
frequente (HU et al 2008;. GRIFFITHS & HARRISON, 2009), ao passo que
a Métrica 3 foi raramente (ou nunca foi) abordada anteriormente,
constituindo-se em uma inovacdo da Metodologia de Screening aqui proposta

(PICARDO et al. 2012).
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3.2 RESULTADOS DA APLICACAO DA METODOLOGIA DE
SCREENING

O resultado de Screening de microalgas via Métricas 1 e 2 € apresentado em

gréficos radares de modo a demonstrar a Metodologia desenvolvida.

METRICA 1

A Figura 3.2 expressa a distribuicdo por pools de biomoléculas.

2 3
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(d)

Figura 3.2: Distin¢ao das 45 espécies de microalgas (Tabela 3.2) por pools de
biomoléculas. (a) teor de carbono (Wicarson)s (b) teor de lipidios (wir;pps), (¢) teor
de carboidratos (w;cpo), (d) teor de proteinas (w;pry).

O teor de carbono (Figura 3.2a) ndo permite uma boa discriminagdo entre as
espécies de microalgas do banco de dados, ou seja, todas as espécies apresentam valores
semelhantes. Por outro lado, a distribuicdo do contetdo lipidico (Figura 3.2b) revelou L.
galbana e B. braunii com o mais alto desempenho. Chlamydomonas sp. e Chlorella

vulgares se destacam no contetido de carboidratos.

METRICA 2

A Figura 3.3 apresenta a produtividade dos pools de biomoléculas.
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Figura 3.3: Distinc¢ao das 45 espécies de microalgas (Tabela 3.2) por (a) taxa de
fixacdo de carbono (&x wicarpon), (b) produtividade em lipidios (£x wiripips), (¢)
produtividade em carboidratos (£x wicho), (d) produtividade de proteinas (£x
WIpTN)-
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Como mostrado na Figura 3.3, quando o Screening se baseia na taxa de fixagao
de carbono (Fig. 3.3a) - Equacdo (3.5) — as espécies Chaetoceros muelleri, Chlorella
pyrenoidosa, Isochrysis galbana, Nannoclhoropsis oculata e Skeletonema costatum
emergem como as mais produtivas. O gréafico de produtividade lipidica (Figura 3.3b)
mostra que os maiores valores ocorrem para N. oculata e I. galbana. Gréficos
semelhantes foram construidos para microalgas em termos de produtividade de
carboidratos e proteinas (Figura 3.3c e 3.3d). Em primeiro lugar, nenhuma distin¢ao foi
observada na distribuicdo do conteiddo de proteina, apesar da produtividade de proteina
(METRICA 1) ter sido maior para as espécies com maior taxa de crescimento.
Chlamydomonas sp. e Chlorella vulgaris apresentaram teores de carboidratos
especialmente altos e, juntamente com C. pyrenoidosa, mostraram maiores

produtividades de carboidratos.

METRICA 3

Os resultados proporcionados pela aplicacdo da Métrica 3, utilizando Tipo I e
Tipo II de informagao composicional, sdo ilustrados com os calculos de Engenharia de
Processos, tal como descrito em PICARDO et al. (2012). Biomoléculas modelo sdo
adicionadas ao simulador como "componentes hipotéticos" (UniSim ® Design
Simulacdo Guia de Referéncia Base, R380 Release, Honeywell, Marco de 2008). O
modelo termodindmico UNIQUAC ¢ usado para o calculo das propriedades de mistura
em fase liquida. A informacdo de composi¢do das espécies selecionadas (Tabela 3.2) é
em seguida alimentada no ambiente de simulagdo como correntes de processo,
"lipidios”, “proteinas" e "carboidratos" (cada um destes fluxos expressa uma corrente de
componente puro com a biomolécula modelo correspondente). Os fluxos sao
alimentados a diferentes taxas a um "misturador” produzindo uma corrente de processo
com a composi¢do da biomassa desejada. Para ilustrar a flexibilidade da Métrica 3 com
objetivos de produgdo diferentes, trés subcasos de processamento sdo apresentados.
Dependendo do caso particular, a corrente de biomassa proveniente do misturador é
dirigida em primeiro lugar a uma camara de combustao (Processo 1) ou a uma unidade
de gaseificacdo (Processos 2 e 3). A Figura 3.4 apresenta fluxogramas de processo

(simulado em UNISIM Design) para os trés estudos de caso.
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Figura 3.4: Simulacao de Processos Downstream da Biomassa. (a) Poder
Calorifico; (b) Producio de Syngas, (¢) Producao de Bio-H;,
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Caso 1: Poder calorifico de biomassa de microalga

A informag¢@o composicional da biomassa reunida para montar o banco de dados
de microalgas € utilizada para implementar o Screening em termos do poder calorifico
superior da biomassa seca. Usando-se as formulas moleculares de compostos modelo
selecionados (proteina, lipidio, carboidrato) e a composi¢do bioquimica de microalgas
(Tabelas 3.2 e 3.3), o poder calorifico superior (HHV) é calculado para todas as 45
espécies do banco de dados, o que fornece dados para possiveis aplicagdes em processos
relacionados com producdo de energia. A Figura 3.4a mostra o fluxograma do processo
para simular a resposta da combustdo da biomassa microalgal. Para validar este
procedimento, o HHV também € estimado utilizando-se correlagdes adequadas da
literatura (CHANNIWALA & PARIKH 2002) (Tabela 3.4), baseadas em composicoes
elementares. A Tabela 3.5 consolida os valores de HHV calculados através do UNISIM
Design e através das correlacdes, ambos sdo comparados com valores experimentais
obtidos da literatura (FEINBERG, 1984; ILLMAN et al. 2000). A correlagdo que
apresentou o menor desvio em relacdo aos valores experimentais (indicado pelo
somatorio do erro quadrédtico na Tabela 3.5, 2 SE) foi a Correlagdao de Tillman. Esta
correlagdo foi entdo utilizada para estimar o HHV de todas as 45 espécies do banco de

dados.

A distin¢do das 45 espécies de microalgas pode ser vista em termos de HHV no
grafico radar da Figura 3.5. O HHV obtido usando a Correlacdo de Tillman ficou na
faixa de 12-26 MJ/kg, onde B. braunii e I .aff galbana apresentaram os maiores valores
de poder calorifico superior, 26,29 e 23,36 MJ/kg, respectivamente. Portanto, para
aplicacdes energéticas (por exemplo, biocombustiveis), a metodologia de Screening foi
capaz de identificar duas espécies dentre as 45 do banco de dados como as microalgas

mais promissoras.
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Tabela 3.4: Correlacoes para estimar o HHV da biomassa de microalga (adaptado de CHANNIWALA & PARIKH, 2002)

N° Correlacao Pesquisador  Bases e suposicoes

1 HHV =0.3414C" + 1.4445H - (N + O -1)/8 + 0.093S” MJ/kg Dulong- Esta é uma versdo modificada da correlacdo de Dulong
Berthelot ~ HHV'=0.3383C" + 1.443(H" — O'/8) + 0.0942S" MIJ/kg,
no qual o efeito do nitrogénio € introduzido na combustdo.
Esta correlagdo pretende ser superior a correlaciao de
Dulong.

2 HHV =0.4373C - 0.3059 MJ/kg (a) Tillman (1978) Tillman observou que o HHV de biomassas é funcio de seu
teor de carbono e baseado nisto ele derivou as correlagdes
(a) para madeira e cascas de madeira e mais tarde
HHV = 0.4373C - 1.6701 MJ/kg (b) modificou-a para (b) englobar todo o espectro de
biomassas. As suposicdes para esta correlagdo para
biomassa estdo dentro de um erro de 5%.

3  HHV =0.4791C + 0.6676H + 0.05890 - 1.2077S - 8.42 MJ/kg (a) Jenkins Esta correlacio € derivada com base em 19 pontos com
(1980), (1985) dados de biomassa e utilizando a andlise de regressdo linear
multipla. As suposi¢des da presente correlacdo encontram-
HHV = 0.301C + 0.525H + 0.0640 - 0.763 MJ/kg (b) se dentro de um erro de 7%. Mais tarde, o autor derivou
uma correlacio mais geral usando 57 pontos com dados de
biomassa.

4 HHV =0.328C + 1.4306H - 0.0237N + 0.0929S - (1-A/100)(40.11H/C) + 0.3466 MJ/kg (a) Grabosky and Esta correlacio é derivada para materiais de biomassa com
Bain (1981) base nas reagdes pertinentes de C, H, S e N em CO,, H,O,
SO, e NO,. As suposicdes desta correlag@o estdo dentro do
erro de 1,5%.

5 HHV =0.352C + 0.944H + 0.105(S-0) MJ/kg Beckman et al.
(1990) Esta correlacdo € derivada para os 6leos de biomassa. As
suposi¢des desta correlacdo estdo dentro do erro de 5%.

Notas: C, H, O, N, S e A representam respectivamente o teor de carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio, enxofre e cinzas da biomassa, expresso em % em massa seca. HHV
é expresso em MJ/kg de biomassa em base seca. * Indica composi¢do em base livre de cinzas.
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Tabela 3.5: Poder Calorifico Superior (HHV) para as espécies selecionadas

HHV MJ/kg)
Espécies Via Correlacoes da Tabela 3.5
Simula¢io HHVyxp ™
@ 1 2a 2 3a 3 4 5

Botryococcus braunii 23,37 33,00 27,65 2629 29,67 24,89 29,75 29,69 27,60
Chlamydomonas sp. 16,24 2484 22,09 20,73 23,75 21,47 22,64 22,13 22,24
Chlorella minutissima 17,87 27,50 23,84 2248 2554 22,53 24,87 24,65 21,00
Chlorella protothecoides 15,26 23,82 21,25 19,88 21,29 19,81 2249 22,18 19,00
Chlorella sorokiniana 15,61 26,25 22,88 21,51 24,13 21,75 23,65 23,79 21,00
Chlorella sp. 16,80 2596 23,07 21,71 23,58 21,23 24,66 24,16 20,08
Chlorella vulgaris 15,26 2455 21,84 2047 2320 21,17 22,38 22,08 18,00
Cyclotella cryptica 15,86 19,38 17,68 16,31 17,50 17,34 18,27 17,46 20,70
Dunaliella salina 13,41 24,12 21,40 20,04 2223 20,70 21,86 22,09 16,20
Isochrysis sp. 16,50 2448 21,32 1996 21,70 20,13 22,35 22,35 18,90
Spirulina platensis 15,91 25,06 22,50 21,13 2281 20,76 24,06 2346 19,80
Isochrysis galbana 21,17 26,37 22,51 21,14 23,00 20,65 24,10 2381 —
X SE ® 184,66 318,90 84,71 50,62 139,05 55,55 138,87 132,27 —
Notas:

Os nimeros de 1 a 5 correspondem as correlacdes descritas na Tabela 3.5;

HHVEgxp = valores experimentais de poder calorifico superior;

(*) Composi¢do em % em base seca livre de cinzas. Estimados por simulacdo com UNISIM DESIGN
(**) Feinberg (1984); Illman et al. (2000)
(***) SE = (HHVgxp - HHVCALC)z; SE (a soma do erro quadrético) ndo inclui a microalga I. galbana.
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Figura 3.5: Distribuicao do HHV (MJ/kg) para as 45 espécies de microalgas
(Tabela 2), calculado via correlacao (b) de Tillman
(HHV = 0,4373C - 1,6701 MJ/kg).

Caso 2: Producao de Gas de Sintese (Syngas) Utilizando Biomassa de Microalgas

Para aplicacdes energéticas e producdo de gis de sintese, o contetido lipidico
desempenha um papel importante. Para comparacdo dentro de um grupo limitado de
microalgas, a escolha de espécies € dirigida para aquelas que mostraram o maior teor de
lipidios e produtividade lipidica na anélise anterior (Figuras 3.2 e 3.3), enquanto outras
foram incluidas devido ao seu contetido em carboidratos. Dunaliella salina foi incluida
na andlise para fins de comparacdo. O fluxograma do processo mostrado na Figura 3.4b
¢ concebido para a conversdo de biomassa de algas em gés de sintese, um gés contendo
principalmente H, e CO. Syngas € uma commodity de grande relevancia na producao de
uma vasta gama de combustiveis ambientalmente limpos e produtos quimicos
(WENDER, 1996). A conversdao de biomassa em Syngas € uma rota chave para o
processamento de biomassa em bio-refinarias. No entanto, a aplicacdo de simulacdo de
processos para todas as espécies em um banco de dados pode ser dispendiosa e

complexa. Assim, a proposta de Metodologia para selecionar as espécies mais
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promissoras nas Figuras 3.2 e 3.3 poderd reduzir significativamente o tempo necessario

para o desenvolvimento de novas tecnologias em uma bio-refinaria.

Seguindo o mesmo procedimento empregado na distincdo das microalgas por
HHYV, compostos modelo foram utilizados para possibilitar a entrada no fluxograma de
processo da composi¢do bioquimica de cada espécie. Cada corrente de biomassa foi
alimentada ao simulador de processo para calcular o rendimento em Syngas em
toneladas por tonelada de biomassa seca e o coeficiente andlogo para CO, produzido na
gaseificacdo. O valor de 1,5 foi fixado para a razao H»:CO no Syngas. A temperatura de
gaseificacdo foi definida como 1000°C, enquanto a umidade da biomassa foi mantida

em 0,35 (fracdo de massa).

I. galbana e B. braunii apresentaram os rendimentos mais elevados em Syngas
simultaneamente com a menor producdo de CO,. B. braunii exibiu o mais elevado
rendimento em Syngas de 1,31 tonelada por tonelada de biomassa seca. Chlorella
minutissima € Chlamydomonas sp. apresentaram rendimentos elevados em Syngas mas
também tiveram valores elevados de produgdo de CO, na gaseificacdo. A relagao "CO,
emitido/Syngas produzido" foi 0,0043 e 0,0004 para I galbana e B. braunii,
respectivamente, enquanto as mesmas razdes para C. minutissima € Chlamydomonas sp.
foram 0,0907 e 0,1500, respectivamente. A informacdo de composi¢do obtida com o
método apresentado aqui permitiu a selecdo de microalgas com o desempenho mais
promissor na producdo de Syngas. E interessante notar que, embora ndo demonstrado
aqui, a andlise pode ser facilmente estendida para a totalidade do banco de dados de 45

espécies de microalgas. Os resultados estdo representados na Figura 3.6.
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Figura 3.6: Rendimento de syngase CO,produzido paraas espécies mais
promissoras no processo seletivo de acordo com o conteido e produtividade do
pool de biomoléculas. (1) Botryococcus braunii, (2) Chaetocerus calcitrans f.
Pumilus, (3) Chaetocerus muelleri, (4) Chlamydomonas sp., (5) Chlorella
minutissima, (6) Chlorella pyrenoidosa, (7) Chlorella vulgaris, (8) Dunaliella salina,
(9) Isochrysis galbana, (10)Isochrysis sp., (11) Nannochloropsis oculata, (12)
Skeletonema costatum, (13) Thalassiosira pseudonana.

Caso 3: Biomassa de Microalgas como Matéria-Prima para Producao de Bio-H;

Gaseificacdo pode ser usada para produzir H, a partir da biomassa. Apds a
unidade de gaseificacdo para a producao de Syngas, uma alternativa simples consiste em
conectar um separador do tipo PSA (Pressure Swing Adsorption) para separar H, do
CO, como mostrado no fluxograma de processo na Figura 3.4c. O rendimento em Bio-
H; em tonelada por tonelada de biomassa seca foi calculado para as mesmas espécies de
microalgas selecionadas no Caso 2 (producao de Syngas). No Caso 3, a razdo H,:CO no
Syngas foi mantida na faixa 1,4-1,5. Os resultados da simulagdo expressos em
rendimento de H; e a producdo de CO, na gaseificacio sdo apresentados na Figura 3.7
para cada espécie de microalga selecionada. Como no caso da produgdo de Syngas, I.
galbana e B. braunii provaram ser as melhores espécies para esta aplicagdo, uma vez
que atingiram altos rendimentos de Bio-H, concomitantemente com baixas emissdes de
COs,. O rendimento de Bio-H; foi de 0,122 e 0,118 tonelada por tonelada de biomassa

seca para B. braunii e I. galbana, respectivamente.



82

° 0,25 025 @
2 B BioH?2 b
< (1]
tén ~ 02 ——CO02 02 @
b o] (8]
3 s
28 015 015 =
E g )
s £ £
8 .-a Orl B [ 0,1 :E
N
E :
= = i | )
Q (o}
= o
0 -0 ©

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 3.7: Rendimento de Bio-H;e CO,produzido paraas espécies mais
promissoras no processo seletivo de acordo com o contetiido e produtividade do
pool de biomoléculas. (1) Botryococcus braunii, (2) Chaetocerus calcitrans f.
Pumilus, (3) Chaetocerus muelleri, (4) Chlamydomonas sp., (5) Chlorella
minutissima, (6) Chlorella pyrenoidosa, (7) Chlorella vulgaris, (8) Dunaliella salina
(9) Isochrysis galbana, (10) Isochrysis sp., (11) Nannochloropsis oculata, (12)
Skeletonema costatum, (13) Thalassiosira pseudonana.

A Metodologia de Screening apresenta como principal vantagem certa
capacidade de discriminar entre as espécies reunidas em um banco de dados de acordo
com metas especificas de produgdo. A principal desvantagem desta metodologia estd,
naturalmente, associada a sua dependéncia da qualidade dos dados experimentais
utilizados para apoiar aumento de escala para grandes processos comerciais. Mas,
mesmo assim, a metodologia se mostra resiliente, dependendo do grau de incerteza nos
dados. Para demonstrar isto, uma andlise de sensibilidade a incertezas experimentais €
apresentada na Figura 3.8 através de dois gréificos radares de produtividade lipidica (g
L' d") para as 45 espécies de algas no banco de dados, calculadas a partir da taxa de
crescimento (d™') de acordo com a Métrica 2. Na Figura 3.8b, valores experimentais da
taxa de crescimento foram submetidos a incertezas aleatérias por adicdo de 4 resultados
de ruido uniformemente e aleatoriamente distribuidos dentro de 10% e -10% dos
valores na Tabela 3.2. Os valores corrompidos foram plotados na Figura 3.8b como
pontos sobrepostos ao diagrama original para a produtividade lipidica (gL'd™),

enquanto que o grafico sem ruido é mostrado na Figura 3.8a, para comparagao.
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Figura 3.8: Sensibilidade do Procedimento de Screening a Incertezas nas taxas
especificas de crescimento (d'l): (a) Produtividade lipidica (g L! d'l) calculada a
partir da Tabela 3.2; (b) produtividades lipidicas em quatro ruidos aleatérios e
uniformemente distribuidos dentro de +10% e -10% dos valores experimentais das
taxas de crescimento. Sobreposi¢io dos pontos com o calculado pela Métrica 2.

A Figura 3.8 demonstra que o procedimento é capaz de discriminar espécies
potenciais para a produgdo de lipidios, mesmo na presenca de significativos erros

experimentais, porque a incidéncia artificial de ruido apenas afetou o Screening através
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da inclusdo de uma espécie nova (Clamydomonas sp.) no conjunto de candidatos para

andlise posterior.

3.3 DISCUSSAO DE RESULTADOS E CONCLUSOES SOBRE A
METODOLOGIA DE SCREENING

A Metodologia de Screening apresentada neste trabalho, exclusivamente com
base em dados publicados, permite a selecao de um subconjunto de espécies que cumpre
determinado objetivo bioquimico (por exemplo, a produtividade de um dado metabdlito
secundério) ou propriedades fisicas e quimicas da biomassa final, visando o seu
processamento a jusante (como a conversdo termoquimica da biomassa em Syngas,

hidrogénio e biocombustiveis de terceira geracao).

O procedimento pode ser aplicado para identificar, dado um objetivo especifico
de produgdo, o melhor candidato entre as espécies em condicdes de crescimento
semelhantes, bem como as melhores condicdes de crescimento para uma dada espécie.
Uma aplicagdo do procedimento seria, por exemplo, inicialmente avaliar diferentes
espécies em condi¢des de crescimento semelhantes, seguido de investigacdo
experimental das espécies que apresentaram desempenho superior no crescimento em
varias condi¢des de cultivo. Uma abordagem semelhante pode também ser aplicada para

criar bancos de dados mistos.

Para provar o conceito, a Metodologia foi aplicada a um banco de dados
compilados a partir de dados de microalgas da literatura. Esta base de dados foi
composta de taxa de crescimento e dados de composi¢do bioquimica para 45 espécies

de microalgas cultivadas em condi¢des de laboratdrio tipicas.

De acordo com GRIFFITHS & HARRISON (2009), a taxa de crescimento
apresenta um impacto maior do que a composi¢ao da biomassa tanto na produtividade
lipidica como na biofixacdo de CO,. Espécies com menor tempo de duplicagdo t€ém uma
maior produtividade em biomassa, que, na maioria dos casos, aumenta a produtividade
dos produtos metabdlicos. Neste sentido, para permitir comparagdes de desempenho, o
banco de dados foi construido com culturas desenvolvidas em meio completo. O

impacto da composi¢do do meio sobre a qualidade da biomassa € de importincia
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primordial, e ¢ outra importante aplicacdo potencial da Metodologia descrita. Assim,
embora Botryococcus braunii seja bem conhecido pela sua capacidade para acumular os
lipidios totais na faixa de 26 a 86% do peso seco celular (DAYANANDA et al. 2007), a
taxa especifica de crescimento muito baixa encontrada para esta espécie, 0,12 d'
(BANERIJEE et al. 2002), resulta em uma baixa produtividade de lipidios. De fato, o
procedimento de Screening apresentado mostrou que o teor de lipidios desempenha um
papel secunddrio, em comparacdo com a taxa de crescimento, na produtividade de
lipidios totais (dado pelo produto entre teor de lipidios e produtividade em biomassa).
Por exemplo, N. oculata, que apresenta apenas 18% de gordura, mostrou superior
produtividade em lipidio comparativamente a B. braunii, apesar do teor de lipidios desta
espécie representar 54,2% da massa seca celular. Esse fato foi corroborado por
GRIFFITHS & HARRISON (2009), que realizaram Screening de espécies para
producdo de biodiesel com base na produtividade em lipidios. Neste estudo, todas as
espécies com produtividade de biomassa elevada (acima de 0,4 g.L'l.d'l) mostraram
maior produtividade lipidica (maior do que 0,060 g.L™'.d™"). Os autores observaram que
tanto a produtividade de biomassa quanto o teor de lipidios influenciaram a

produtividade de lipidios, mas a taxa de crescimento teve maior relevancia.

O presente trabalho também mostrou que a Metodologia de Screening proposta
deve operar associada a Métricas de desempenho da microalga. As Métricas 1 e 2,
abrangem concentracdes das biomoléculas e produtividade (ou pool molecular como
lipidios), enquanto a Métrica 3 foi orientada para atender critérios de Engenharia do
Processo a jusante, sendo avaliada através da utilizacdo de simuladores de processos
quimicos comerciais. A Métrica 3 analisa o grau de cumprimento de metas de
desempenho industrial para a selecdo de espécies de microalgas apropriadas. Por
exemplo, a biofixacdo de CO, visando a mitigacdo de emissdes. A Métrica 3 foi
explorada em diferentes cendrios: (i) Poder Calorifico Superior para uso direto da
biomassa como fonte de energia (por exemplo, biocombustiveis, co-geracao de
eletricidade - ver Caso 1); (ii) Producdo de Syngas com baixas emissdes de CO, (ver

Caso 2); e (iii) Produ¢do de Bio-H; com baixas emissdes de CO, (ver Caso 3).

A Metodologia proposta leva as seguintes conclusdes:
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e As Métricas 1 e 2 apontaram que I. galbana superou Botryococcus braunii,
conhecida por seu contetdo lipidico elevado. Além disso, a caracterizagdo da
composi¢do da microalga e a produtividade de biomassa provaram ser
caracteristicas essenciais na decisdo.

e A Meétrica 3, Caso 1, indicou B. braunii e I. galbana como as espécies com
os maiores HHV e possivelmente recomenddveis para aplicacdes de
producio de energia.

e A Meétrica 3, Caso 2, apontou novamente I. galbana e B.braunii, que
apresentaram os maiores rendimentos de Syngas simultaneamente com a
menor producdo de CO,,

e A Meétrica 3, Caso 3, mostrou I. galbana e B. braunii com 0s maiores

rendimentos de Bio-H,, concomitantemente com menores emissoes de CO,.

Obviamente, a investigacao definitiva da adequagdo de I. galbana e B. braunii
aos diferentes objetivos de producdo exige dados adicionais como informacdes
complementares sobre desempenho das espécies e adaptabilidade a diferentes condi¢des

de cultivo.

A Metodologia de Screening também mostrou a sua utilidade como um recurso

para:

(i) Definir as Métricas quantitativas para comparacdo e distincdo de espécies de

microalgas vistas como matérias-primas para novas tecnologias de quimica verde;

(i1) Extrair informagao quantitativa de processo industrial a partir de dados laboratoriais

expressos em termos de composicdo da biomassa e desempenho de crescimento;
(ii1) Estimar o Poder Calorifico (HHV) da biomassa de algas como combustivel.

Foram encontrados HHV na faixa de 18-21 MJ/kg e a abundancia relativa das
biomoléculas afetou diretamente o desempenho calorifico da biomassa, especialmente o
conteddo de lipidios (células com alto teor de lipidios apresentam valores mais elevados
de taxas de geracdo de calor quando queimadas). Valores calculados por simulagcdo
foram comparados com os valores calculados pelas Correlagdes de HHV e com os

dados experimentais descritos na literatura, confirmando a precisao do método.
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Os casos relatados (Métrica 3) empregaram dados de composic¢do dos Tipos I e
IL. O célculo do HHV empregou ambos os tipos. O Tipo I foi utilizado na simulagdo do
processo (UNISIM Design), enquanto que o Tipo II foi empregue nas Correlagdes
oriundas da literatura. Na Correlacdo de Tillman (CHANNIWALA & PARIKH, 2002),
o HHYV de biomassa € uma forte funcdo de seu teor de carbono. Esta correlagcdo, quando
combinada com o procedimento proposto neste trabalho, revelou Botryococcus braunii
e 1. aff galbana como as espécies com os valores mais elevados de HHV. Simulagao
com dados de composicdo Tipo I (composicdo bioquimica) indicou B. braunii e I

galbana como as espécies mais promissoras em termos de HHV.

Embora o Caso 3 seja muito semelhante ao Caso 2, difere deste apenas por
incluir operagdo unitdria para separacdo do H, em que demonstra a relevancia do teor
de hidrogénio produzido a partir da biomassa. Reconhece-se (AASBERG-PETERSEN

et al. 2001), que ndo sé a razdo H,/CO deve satisfazer um limite especificado (por

exemplo, 2), mas também a razdo M, definida como Hz_—COZ, deve ser proxima ao
CO+Co,

mesmo valor (2), portanto, restringindo a producdo de CO, na gaseificacdo e/ou a sua
saida pds-processo a jusante. Como o pool lipidico € o mais rico em ligacdes C-H por
kg, e s@o estas ligagdes que mais contribuem para gerar Syngas, microalgas com alto
teor lipidico superardo as demais espécies em rendimento de Syngas por kg de biomassa

seca.

Por fim, a composi¢do quimica da biomassa demonstrou um forte efeito sobre o
rendimento de biocombustiveis sintéticos (Syngas e Bio-H;). A distribuicdo dos
produtos da gaseificacdo da biomassa depende da umidade e poder calorifico da
biomassa, além de temperatura, pressdo, tempo de residéncia e razdo oxigénio/carga.
Quando o objetivo da producdo € direcionar o Syngas (H, + CO) a GTL (gas to liquid)
via reac¢oes quimicas Fischer Tropsch, a razao H2:CO deve ser inferior a 2,0 (WENDER
1996). Fixando-se H,:CO em 1,5, microalgas apresentam, em geral, bons rendimentos
em Syngas e baixa emissdo de CO,. I. galbana e B. braunii, com os maiores HHV,
também lideraram em rendimento de Syngas e menor producio de CO,. Como ja citado,
o acimulo de lipidios na microalga favorece a gaseificacdo e, portanto, a producio de
Syngas com reduzida produg¢do de CO,. Finalmente, a producdo de Bio-H, - um

biocombustivel de terceira geracdo derivado de Syngas - mostrou-se vidvel apenas para
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espécies com alto teor de lipidios. I. galbana e B. braunii tiveram as melhores razdes kg

de CO; emitido por kg de biomassa seca.

Dentre as microalgas que se destacaram no screening estd Isochrysis galbana,
selecionada no presente trabalho, para ser cultivada em escala piloto. Na escolha da 1.
galbana, as caracteristicas mais relevantes foram: o potencial de producao de biomassa
(altas taxas especificas de crescimento), ser uma espécie marinha e apresentar teor de
lipidios mediano comparativamente a outras espécies de microalgas. Botryococcus
braunii apresenta alto teor de carbono e elevadas concentra¢des de lipidios, porém &

uma espécie com baixa taxa de crescimento.

Isochrysis  galbana é uma alga marrom-dourada da classe das
Prymnesiophyceae, possui dois flagelos de igual tamanho (aproximadamente 7pum), sua
forma é eliptica com 5-6 pum de comprimento (largura de 2-4um e 2,5-3um de
espessura) e tem sido cultivada indoor e outdoor (ZHU et al. 1997, BOUGARAN et al.
2003; BOUGARAN et al. 2010). Rica em 4cidos graxos poliinsaturados como EPA
(acido eicosapentaendico) e DHA (4cido docosa-hexaendico), € altamente utilizada na
maricultura na alimenta¢do de moluscos (KAPLAN et al. 1986). As condicdes 6timas
do cultivo de Isochrysis galbana foram estudadas por KAPLAN et al. (1986) e estdao
listadas na Tabela 3.6. Os autores também verificaram que o aumento da luminosidade
foi positivo para o crescimento da microalga, chegando a dobrar a massa celular; a
aeracdo com ar enriquecido com CO, também aumentou a concentragdo de células,

3 g : . .
desde que Fe™ estivesse disponivel no meio.

Tabela 3.6: Condicoes 6timas para o cultivo de Isochrysis galbana

Temperatura 27°C 19<T<32° C — Faixa onde foi observado crescimento
pH 5,0-9,0 >9,0 — foi observado crescimento apenas com adicdo de Fe* a0
meio
Salinidade 30-60 (g/L de Nesta faixa ndo houve mudanga significativa no crescimento
NaCl)

Fonte: Kaplan et al. (1986)

Estas condi¢des de temperatura, salinidade e pH, aliadas a altas taxas de

crescimento, tornam a I. galbana potencialmente adequada para cultivos outdoor.
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CA?iTULO 4 - METODOLOGIA DAS ANALISES
QUIMICAS E BIOQUIMICAS

Neste Capitulo, sdo apresentadas as andlises quimicas e bioquimicas empregadas
para caracterizagdo da biomassa, tanto para experimentos indoor quanto para

experimentos outdoor.

4.1 OBTENCAO DE BIOMASSA LIOFILIZADA

A biomassa para andlise composicional foi coletada por centrifugacdo em
centrifuga refrigerada (CIENTEC, modelo CT6000R), a 3500 rpm e a + 20°C
durante 10 minutos. Este procedimento foi repetido uma vez empregando 4gua
deionizada para a retirada do sal e residuo do meio de cultura (ZHU & LEE, 1997). A
biomassa imida foi congelada em coletores universais de plastico num freezer a
temperatura negativa, e a seguir transferida para um liofilizador (TERRONI,
Enterprise). Apds o processo de liofilizacdo da biomassa os coletores foram mantidos

em dessecador a vacuo até as analises.

4.2 DETERMINACAO DO PESO SECO

O peso seco das células foi determinado segundo ZHU & LEE (1997). Neste
método, uma amostra de 50 mL da suspensao celular € centrifugada a 5000 rpm, *+ 20
‘C durante 10 minutos. O concentrado de células é ressuspenso em 2 mL de
sobrenadante e filtrado em filtro de fibra de vidro com porosidade 0,45 um
(SARTORIUS). Os filtros utilizados sdao previamente tratados em forno mufla
(QUIMIS) a 400 °C por 4h. Antes da filtragcdo, os filtros sdo secos em estufa a 100°C
por 2 horas, resfriados em dessecador e pesados (P1). Os filtros com biomassa sdo
colocados na estufa e mantidos a 80°C até peso constante (P2), com o objetivo de
determinar o peso seco da biomassa. Os ensaios sao realizados em triplicata e o peso

seco foi calculado como a diferenca P2-P1.

4.3 MEDIDAS DE DENSIDADE CELULAR

O ndmero de células do cultivo foi monitorada por microscopia Optica

(BIOVAL, L1000). Para tal aliquotas de 3 ml eram coletadas e a elas eram adicionados
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25 pL de lugol acético. A contagem celular foi realizada em camara Fuchs- Rosenthal.

A taxa de crescimento (u) foi calculada de acordo com a equagdo (4.1).

dx
" [x] @1

Foi estabelecida uma relag@o entre o numero de células obtida por contagem ao
microscopio e a densidade Otica da suspensdo celular. Medidas de absorvancia da
suspensdo de células a 750 nm foram realizadas em espectrofotdmetro
(BIOESPECTRO, modelo SP-220) e uma relacdo linear foi obtida com R2=O,97. Na

equacdo (4.2), a concentracdo de células, X, ¢ dada em g/L:

5 = (0D, -0.0163) 42)
2,5204

4.4 ANALISE DE NITRATO RESIDUAL

O nitrato residual do meio foi monitorado por método espectrofotométrico de
acordo com COLLOS er al. (1999). Amostras da cultura sdo coletadas e filtradas a
vacuo em membrana de celulose 0,45 pm de porosidade. O filtrado € recolhido e HCl
IM ¢€ adicionado (1%v/v). A leitura de densidade 6tica é realizada a 220 nm (nitrato,
ABS7;0) e 275 nm (nitrogénio organico, ABS;7s5). A absorvancia final é dada pela

equacdo (4.3):

ABSfina=ABS20 — 2 ABSy75 (4.3)

Uma curva padrao foi construida com concentragdes de 0 a 0,16 mM de nitrato

de potassio.

4.5 ANALISE DE FOSFATO RESIDUAL

A andlise do fosfato em solucao € realizada por método espectrofotométrico de
acordo com Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (1960).

As seguintes solugdes sao usadas para andlise de fosfato:
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Solucao de Acido Forte — Adiciona-se 150 mL de 4cido sulfirico concentrado (H>SO.)
em 300 mL de &4gua destilada. Apos resfriamento, adiciona-se 2,0 mL de HNO;

concentrado e afere-se em baldo volumétrico de 500 mL.

Solucdo de acido forte e molibdato de amoénia — Preparada com o seguinte
procedimento:
a) dissolve-se 15,7 g de (NH4)sM0s0,4.4H,0 em 100 mL de dgua destilada;
b) adiciona-se 126 mL H,SO4 conc. em 200 mL de dgua destilada. Apds resfriar,
adiciona-se 1,7 mL de HNOj5 concentrado;

¢) mistura-se as solucdes (a) e (b) e aferi-se em balao de 500 mL.

Solucio de amino - naftol acido sulfonico — Preparada com o seguinte procedimento:
e Pesa-se 0,375g de 1 amino-2-naftol-4-acido sulfonico;
e Pesa-se 21 g de sulfito de sédio anidro (Na,SOs3);
e Pesa-se 35 g de metabissulfito de sédio anidro (Na;S,0s);
e Mistura-se dcido sulfébnico com uma pequena por¢do de Na,S,0s, em um
recipiente limpo e seco;
® Dissolve-se o restante dos sais em 400 mL de dgua destilada;
e Adiciona-se os sélidos anteriormente misturados e aferi-se em baldo

volumétrico a 500 mL.

Amostras da cultura sdo coletadas e filtradas a vicuo em membrana de celulose
0,45 pum de porosidade. Em tubo de ensaio, adiciona-se 10 mL de amostra, 0,5 mL de
acido molibdato e agita-se vigorosamente. Adiciona-se 0,5 mL de 4cido sulfonico e
agita-se. Aguarda-se 5 min para completa reagdo. Lé-se absorvancia das amostras em
espectrofotometro (BIOESPECTRO, modelo SP-220) a 690 nm. O branco é 4gua
destilada com o mesmo tratamento da amostra, entretanto o acido molibdato €
substituido pela solucdo de dcido forte. Uma curva padrio foi construida com NaH,PO,

em concentracdes na faixa de 1 a 15 mg.L™".



92

4.6 ANALISE DE CARBOIDRATOS TOTAIS

A andlise de carboidratos totais empregada foi o método fenol-sulfirico, de
acordo com DUBOIS ef al. (1956). A biomassa liofilizada foi pesada (10-30 mg) em
frascos tipo “vial” e colocadas em banho de gelo onde 2 mL de H,SO,4 concentrado foi
adicionado aos frascos. As amostras foram mantidas em banho de gelo, sob
refrigeragdo, por 20 h. Apds este periodo, o extrato foi diluido com 6 ml de agua
deionizada e filtrado em filtro de fibra de vidro previamente tratado em mufla a 400°C
por 4h. Deste filtrado, foi coletado 50 pL e transferido para tubos compridos de boca
larga onde foi adicionado 950 pL de dgua totalizando um volume final no tubo de 1 ml
de amostra. Com auxilio de dispensers, foi adicionado 0,5 ml de fenol 3% e 2,5 ml de
H,SO,4 concentrado a amostra. Agitou-se bem e aguardou-se o tempo de reagdo de 30
min para proceder-se a leitura de densidade Otica. As leituras espectrofotométricas
foram realizadas a 485 nm. Uma curva padrio foi construida a partir de uma solugdo
padrao de D-glicose, solucdes de 0 a 50 ug.mL'1 foram preparadas para obtencdo da

curva.

4.7 ANALISE DE LIPIiDIOS TOTAIS

A andlise de lipidios foi conduzida de acordo com FOLCH et al. (1957). A
biomassa seca foi pesada (80-100 mg) em tubos de vidro onde adicionou-se pérolas de
vidro (aproximadamente 30 pérolas) e 4 ml de dgua deionizada. Um vortex (SIEGER,
AV) foi empregado para a ruptura da célula e homogeneiza¢do com os solventes. A
mistura biomassa mais dgua foi agitada em vortex por 10 min. Adicionou-se, entdo, 5
ml de metanol, agitando-se por 2 min. A seguir, 10mL de cloroférmio foi acrescentado
a mistura seguindo-se de agitagao por 5 min. A amostra com os solventes foi filtrada em
papel de filtro e o filtrado recolhido em proveta com tampa. O residuo foi lavado com 5
mL de metanol e 10 mL de cloroférmio. O volume da proveta foi medido e % deste
volume de KCI 0,88% foi adicionado. Apds a separacdo das fases, a fase superior foi
descartada por aspira¢do. Ao volume restante, foi adicionado % do volume da mistura
metanol/dgua (2:1), novamente a fase superior foi descartada. A fase cloroférmio foi
filtrada em papel de filtro contendo sulfato de sédio anidro; o filtrado foi recolhido em
frasco de vidro e evaporado em estufa a 40°C. Apds a evaporacdo do solvente, os
lipidios extraidos foram ressuspensos em 5 mL de cloroférmio e a massa de lipidios foi

determinada por gravimetria.
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4.8 ANALISE ELEMENTAR

Amostras liofilizadas contendo 1,1 a 1,7 mg de biomassa foram submetidas a
combustdao a 1075°C em analisador elementar (TRUSPECmicro, LECO) para obten¢ao
da composicdo elementar em CHN (%). Hélio foi utilizado como gds de arraste.
Carbono, hidrogénio e nitrogénio presentes na amostra foram convertidos a CO,, H,O e
N, e quantificados em células de infravermelho (CO, e H,0) e célula de condutividade
térmica (N;). Acetanilida (C=71,09%; N=10,36%; H=6,71%) foi utilizada como padrao

para curva de calibracao.

4.9 ANALISE DE PROTEINAS TOTAIS

O contetido protéico da biomassa foi determinado utilizando-se um fator de
conversdo de acordo com LOURENCO et al. (1998). O nitrogénio total na biomassa foi
determinado por andlise elementar (PERKIN ELMER) e as proteinas totais foram

determinadas pela equacdo (4.4):

Proteinas (%) = 3,99*N 4.4)

onde N (%) € o nitrogénio total da biomassa em base seca

4.10 CITOMETRIA DE FLUXO

As células cultivadas no fotobiorreator foram analisadas quanto ao contetido
lipidico em citometria de fluxo, de acordo com DE LA JARA et al. (2003). As células
foram coradas com Nile Red (9-diectilamino-5H-benzo[alfa]fenoxazina-5-ona). A
suspensdo celular foi diluida (fator de dilui¢do = 5), e 50 uL de uma solu¢do de Nile
Red em acetona (0,2 mg.mL™") foram adicionados a 2 mL da suspensdo celular
contendo, aproximadamente, 10° cel.mL". O ensaio em branco correspondente a cada
amostra era constituido pela suspensdo celular contendo 50 pL de acetona. Apds adi¢dao
do corante ou da acetona (branco), as amostras foram agitadas em Vortex e mantidas no
escuro por 15 min, sendo as leituras realizadas em citdmetro de fluxo (modelo Cyflow
Space - PARTEC) com a seguinte configuracao: excitagao em 488 e 638 nm e deteccao
de fluorescéncia frontal (FSC, Forward Scatter) e lateral (SSC, Side Scatter) por meio

dos detectores FL1 (green fluorescence; 527/30 nm), FL2 (orange fluorescence;
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590/50nm), FL3 (red fluorescence; 682nm) e FL4 (far-red fluorescence; 675nm) . A
suspensao celular sem adi¢do de corante ou reagente também foi lida no citometro para
identificacdo da populagdo de I. galbana na amostra através das medidas de tamanho

(Forward Scatter) e densidade (Side Scatter) das particulas.

Na excitacdo do laser azul (488nm) o Nile Red exibe fluorescéncia laranja
quando ligado a lipidios neutros e fluorescéncia vermelha quando ligado a lipidios
polares. Sendo assim o sinal é coletado nos detectores FL2 (lipidios neutros) e FL3

(lipidios polares). O software WINMDI 2.9 foi utilizado no tratamento dos dados.

4.11 ANALISE DE CARBONO INORGANICO EM SOLUCAO NO
FOTOBIORREATOR

A alcalinidade total (COg'2 e HCOj3) no fotobiorreator foi determinada por
titulacdo de acordo com Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (1960) e a concentragdo de CO, foi calculada a partir das equacdes de

equilibrio considerando pH, temperatura e salinidade no sistema.

As amostras foram coletadas na entrada e/ou saida do fotobiorreator e
centrifugadas a 3500 rpm por 10 min. Um volume de 10 mL do sobrenadante foi
titulado com HCI 0,02 N, fenolftaleina e alaranjado de metila como indicadores, e a
biomassa foi separada para andlise elementar. Foram adicionadas 2 gotas de
fenolftaleina a 10 mL da amostra em frasco erlenmeyer. Titulou-se com o HCI 0,02 N
até o ponto de equivaléncia (pH=8,3), isto &, até o desaparecimento da cor rdsea.
Adicionou-se duas gotas de alaranjado de metila e titulou-se com o HCI 0,02 N até o

ponto de equivaléncia (pH=4,3), isto &, até o aparecimento da cor laranja. Os cdlculos

das alcalinidades e concentra¢des de carbonato e bicarbonato sdo descritos a seguir:

Alcalinidade fenolftaleina (Na,CO3, mg/L)
P= (VHCI x Nx 53000)/Vamostra (45)

Alcalinidade total (mg Na,CO3/L)
T = (total Vg x N x 53000)/Vamosta  (4.6)
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Nas equacdes (4.5) e (4.6), N é a normalidade do &cido cloridrico. Vycr € Vamostra S30,
respectivamente, o volume de 4cido e de amostra (em mL). 53000 ¢ um fator de
conversdo para que o resultado seja expresso em mg/L e ndo em Eg/L. Este valor
corresponde ao equivalente grama do Na,COs; multiplicado por 1000 para
compatibilizar as unidades. Note-se que, no cdlculo da alcalinidade total, deve-se
utilizar o volume total de HCI gasto. Para alcalinidade fenolftaleina, apenas o volume
lido antes da titulagdo com o alaranjado de metila deve ser considerado. As relacdes das

alcalinidades sdo dadas na Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Relacoes obtidas com as Alcalinidades

RESULTADOS ALCALINIDADES
OH- CO5™> HCO:s-
P=0 Zero Zero T
P<T/2 Zero 2P T-2P
P=T/2 Zero 2p Zero
P>T/2 2P-T 2(T-P) Zero
P=T T Zero Zero

Fonte: Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (1960)

Para calcular as concentracdes dos ions CO3'2 e HCO3_, foram utilizadas as
equacoes (4.7) e (4.8):
[COs?%] (mg/L) =2P - 2[OH]  (4.7)
[HCO; ] (mg/L)=T-2P +[OH] (4.8)

A concentracao de CO,; foi calculada de acordo com LEWIS & WALLACE
(1998), que desenvolveram um programa (CO2SYS) para calcular as concentragdes de
carbonato, bicarbonato e diéxido de carbono, além de outros parametros como
fugacidade e pressao parcial de CO; no sistema aqudtico em equilibrio. O programa
utiliza dois parametros dos quatro parametros mensurdveis no sistema com CO,
(alcalinidade total (TA), concentracdo de CO, total (TCO;), pH e pressdo parcial ou

fugacidade de CO,) para calcular os dois parametros restantes.



96

As condicdes no laboratério no momento da analise (definidas no software como
inputs) e as condicdes in situ (no reator) de pressdo e temperatura (referidas no software
como output) devem ser fornecidos ao programa. O CO2SYS permite a selecdo de
diferentes formulagdes para as constantes de dissocia¢do do dcido carbdnico na dgua do
mar (K; e K;) e demais constantes como Kpg (dcido bérico) e Kg (fluoreto), duas
formulacdes para a constante Ksos4 € quatro diferentes escalas para o pH. As fontes para
as diferentes formulacgdes utilizadas pelos autores do programa CO2SYS sdo listadas na

Tabela do ANEXO.

Neste trabalho, os parametros fornecidos ao programa foram a alcalinidade total,
obtida por titulacdo, e o pH, além da temperatura no fotobiorreator como condi¢ao
output, salinidade de 30 %, temperatura input de 25°C, pressdo 10 dbar (1 atm) e
concentracdo de fésforo no meio. O conjunto de parametros, a constante Kgo4 € a escala
de pH selecionadas para o cdlculo foram Mehrbach et al. (1973) modificado por
Dickson and Millero (1987), Dickson (1990) e Seawater scale, respectivamente. Todas
as referéncias estdo em LEWIS & WALLACE (1998).

As planilhas do programa CO2SYS seguem no Anexo 1 deste trabalho.

4.12 MEDIDAS DE FLUORESCENCIA DA Clorofila-a

Parametros de fluorescéncia da clorofila foram medidos usando um fluorimetro
subaquatico (diving-PAM Sistem; Walz, Effeltrich, Alemanha), equipado com um diodo
emissor de luz (LED) azul (470 nm). Uma sonda de luz modulada foi utilizada para
verificar o nivel minimo de fluorescéncia na amostra com 20 min de adaptacdo ao
escuro (Fo), enquanto que o nivel maximo de fluorescéncia (Fm) foi detectado apds um
pulso de saturacdo de luz actinia (5000 pmol fétons. m? s, que € suficiente para
fechar todos os centros de reacdo e levar o quenching fotoquimico para zero. A
variabilidade da fluorescéncia das amostras adaptadas ao escuro (Fv) e a eficiéncia
quantica maxima do sistema fotoquimico PS-II (Pps 1) foram obtidas com as equacdes

(4.9) e (4.10), respectivamente.

Fv=Fm-Fo (4.9)
CIDPS_H = Fv/Fm (4 10)
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No cultivo indoor foram realizadas medidas da eficiéncia quantica efetiva, a
qual € avaliada na auséncia de adaptacdo ao escuro, por meio de medicdes de

A . . . 2
fluorescéncia de clorofila in sifu realizadas no centro (5 wmol fétons. m™.

s'l), bem
como na superficie interior (40 pmol fétons. m>. s') do reator indoor. O estado
estaciondrio de emissdo de fluorescéncia (Fs) foi obtido nestas células adaptadas a luz, e
o sinal de fluorescéncia maxima (Fm') foi determinado ap6s um pulso de saturacdo de
luz actinia. Em seguida, a eficiéncia quantica real do PS-II foi obtida pela equacgao

(4.11). Este parametro pode ser utilizado para medir a taxa de transporte de elétrons

(ETR) entre PSII e PSI, o que d4 uma indicacao da fotossintese global.
@Ppsyy=Fm'-Fs/Fm ' (4.11)

O Valor da ETR (umol elétrons. m™ s foi calculado usando a equacdo (4.12)
(GENTY et al. 1989), onde ®ps 1 € o rendimento quantico efetivo do sistema PS-II, 0,5
¢ um fator que considera que metade da energia de excitacdo ¢é utilizada pelo
fotossistema II, PAR € a radiacdo fotossinteticamente ativa (umol fétons. m? s') e 0,84

¢ o coeficiente de absor¢ao assumido.
ETR = ®ps 1 0,5 PAR 0,84  (4.12)

Atividade fotossintética foi avaliada através de curva de luz rdpida (RLC), onde
as amostras foram expostas a oito passos incrementais de irradiancia de 0 a 1100 pmol
fétons m™ s, por 10 s em cada valor de irradidncia para determinar a fluorescéncia
estaciondria (Fs) e, subsequentemente, a um pulso saturante de luz actinia (5000 pmol
fétons. m™. s”) para a determinacdo de Fm'. A eficiéncia quintica mdxima e a RLC

foram determinadas para ambos os cultivos, indoor e outdoor (FBR).
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CAPITULO 5 - CULTIVO INDOOR DE I. galbana

No Capitulo 5 sdao apresentadas as condi¢des de cultivo indoor em escala de
bancada de Isochrysis galbana conforme implementado nesta pesquisa.
Especificamente estudou-se o0s impactos sobre a produtividade de biomassa e
produtividade de lipidios a partir de aeracdo enriquecida com CO, sob trés distintos

regimes: (i) Batelada; (i) Batelada Alimentada; e (iii) Semicontinuo.

5.1 METODOLOGIA DO CULTIVO INDOOR

5.1.1 MATERIAL BIOLOGICO

Os resultados da Metodologia de Screening indicaram a microalga marinha
Isochrysis galbana como potencial espécie para aplicacoes de energia e em
biocombustiveis. Nesta etapa do trabalho, a biofixacdo de CO; pela espécie foi avaliada,
utilizando-se I. galbana da Colecdo de Microalgas Elizabeth Aidar, Laboratério de
Fisiologia e Cultivo de Algas, cedida pelo professor Sergio de Oliveira Lourenco do

Departamento de Biologia Marinha da Universidade Federal Fluminense (UFF).

A classificagdo taxonOmica desta microalga ¢ dada por FALKOWSKI &
RAVEN (2007): Dominio: Eukarya, Império: Eukaryota, Reino: Chromista, Subreino:
Euchromista, Divisdao: Haptophyta, Classe: Prymnesiophyceae, Ordem: Isochrysidales,

Género: Isochrysis, Espécie: Isochrysis galbana.

5.1.2 MEIO DE CULTURA

As culturas foram desenvolvidas em meio F/2 de Guillard sem silicato
(GUILLARD, 1975) (Tabela 5.1). O meio F/2 foi utilizado neste trabalho por ser
amplamente empregado no cultivo de microalgas marinhas. A soluc¢do salina de dgua do
mar sintética (Ocean Fish, PRODAC) foi preparada com concentracao de 33g/L. Tanto
a dgua do mar sintética quanto as solugdes estoque de meio foram previamente filtradas
em membrana de celulose porosidade 0,22um (exceto a solugdo de metais) e

esterilizadas em autoclave a 121° C e 1 atm por 30 min (exceto a solucdo de vitaminas).
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Tabela 5.1: Concentracoes finais dos constituintes do meio de cultura (meio /2,
sem silicato) (foram desprezadas as concentracoes dos nutrientes presentes na
agua do mar)

Macronutrientes uM
NaNO; 880,0
NaH2P04.2H20 36,2
Quelantes uM
Acido citrico 21,40
Citrato férrico 13,45
Metais traco nM
COC12.6H20 47
CUSO4.5H20 40
MnCl,.4H,0 910
NaMoO4.H20 26
ZI’ISO4.7H20 75
Vitaminas nM
Biotina 2
Cianocobalamina (B1;) 04
Tiamina HCl 300

5.1.3 ACLIMATACAO PREVIA

Inicialmente, as células foram cultivadas em batelada em frascos Erlenmeyer de
500 mL contendo 250 mL de meio, e transferidos para frascos Erlenmeyer de 3,0 L
contendo 1,75 L de meio. As culturas foram mantidas a 25°C, e expostas a uma
intensidade luminosa de 70 pmol fétons.m2.s™! provida por lampadas fluorescentes,
com fotoperiodo de 12:12 h. As culturas foram aeradas com ar filtrado proveniente de
compressores de aquério com 800 cm’.min” de vazdo. Esta cultura foi utilizada na fase

de crescimento exponencial tardia como cultura iniciadora para o cultivo em um reator.
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5.1.4 CONDICOES DE CULTIVO

Os cultivos foram realizados em reator (tipo fermentador, Figura 5.1) constituido
por uma cuba de vidro com 2L de capacidade, com aeracdo e temperatura controladas.
A taxa de ar comprimido foi estimada por intermédio de um rotdmetro de gas
(MORIYA, 0-15 L.min'l) A vazao de CO; foi controlada por um sistema automatizado,
com sinal 4-20mA, utilizando-se um controlador CD600 (SMAR) e um controlador de
vazao massica (mass flow controller, AALBORG, 0-200 mL.min'l). A temperatura foi
mantida entre 25-26°C com um banho termostitico com circulador e controle
automatizado de temperatura (QUIMIS,Q214M?2). A &4gua de resfriamento circulou
através de mangueiras de ldtex e um tubo em ago, na forma de U, imerso na cultura. Um
difusor de vidro com 4 saidas permitiu a aeracdo da cultura com ar difuso na forma de
pequenas bolhas. Um eletrodo de oxigénio imerso foi usado para monitoramento
constante da temperatura e da concentracio de O, na cultura. Um sensor de
concentracdo de CO; no ar (ENMET, 0-5% de CO, em ar) foi utilizado periodicamente
para verificar a concentragdo do CO; na entrada e na saida de ar do reator. Lampadas
fluorescentes foram empregadas para iluminagao do reator e um temporizador analégico
utilizado para fixar o fotoperiodo em 12:12 h; a densidade do fluxo de fétons da
radiagdo fotossinteticamente ativa foi estimada com um sensor quantico (LI-COR, LI

190, USA) acoplado a um integrador radiométrico (LI-COR, LI 250A, USA).

5.1.4.1 Cultivo batelada

Os cultivos em batelada foram realizados num periodo de 13 dias. O indculo foi
de 0,002 g.L"! (6.10" cel.mL™") e a irradiéncia na superficie externa foi de 70 umol.m'z.s'
' com fotoperiodo 12:12h. Uma bomba de aquério (800 cm’.min™") foi utilizada para
aerar a cultura durante os primeiros 3 dias. Apds este periodo de adaptacao, a cultura foi
aerada com ar comprimido na vazdo de 2 L.min"' enriquecido ou ndo com CO, em 5%
(v/v). A temperatura foi mantida entre 25°-26° C e o volume da cultura foi de 2 L. Uma
reposi¢do de nitrato foi realizada no oitavo dia do cultivo enriquecido com CO,. Ao
final dos cultivos a biomassa foi separada por centrifugacado e liofilizada para as andlises

de composicao bioquimica.
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Figura 5.1: Reator (cultivo indoor)

5.1.4.2 Cultivo em Batelada Alimentada

Com o objetivo de concentrar-se a cultura para aumentar a producdo de
biomassa, uma batelada alimentada foi conduzida ao longo de 21 dias. A vazdo de
aeracdo foi mantida em 2 L.min™, entretanto, a aeracdo empregou ar enriquecido com
CO; em 5% (v/v) desde o primeiro dia do cultivo. O inéculo foi de 0,004 g.L'1 (1,3.105
cel.mL™") e a intensidade luminosa na superficie foi de 70 umol.m'z.s'l, com fotoperiodo
12:12 h. A temperatura foi controlada e mantida entre 25°-26° C e o volume inicial da
cultura foi de 2 L. O nitrato foi monitorado; quando sua concentracdo era menor que
65uM, a concentragdo de todos os nutrientes (meio F/2) era reajustada. A adicdo de
todos os nutrientes tornou-se necessdria para que o crescimento nio fosse limitado pela
falta de algum outro nutriente, apesar de sé o nitrato estar sendo monitorado. A primeira
reposi¢do de nutrientes ocorreu no décimo dia de cultivo e as demais nos dias 14, 16 e

18. No 21° dia, a cultura foi diluida para dar inicio a batelada em corte.
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5.1.4.3 Cultivo semicontinuo

A partir do 21° dia de batelada alimentada, foi iniciada uma batelada em cortes.
O volume da cultura era de 925 mL e, inicialmente, este foi diluido para reproduzir o

2 -1
.87, com

volume inicial (2L). As condi¢des de irradiancia (70 pumol fétons.m
fotoperiodo 12:12h), temperatura (25°-26°C) e aeracdo (2 L.min", CO, em 5%) foram
idénticas as da batelada alimentada. A concentracdo de nitrato no meio de cultivo
também foi monitorada. As diluicdes do meio foram realizadas em intervalos de 2 e 3
dias, quando retirava-se cerca de 50% do volume da cultura e era feita a reposi¢do com
meio de cultura fresco (dgua do mar + nutrientes). Com intervalo de 3 dias, a

concentracdo dos nutrientes era dobrada para acompanhar o aumento populacional. Em

todos os cortes, o volume inicial da batelada subsequente sempre foi de 2 L.

5.2 RESULTADOS PARA OS CULTIVOS INDOOR DE I. galbana

5.2.1 CULTIVO BATELADA

Os perfis de crescimento e consumo de nitrato dos cultivos em batelada aerados
com a mistura atmosférica e com ar enriquecido com CO, (5%, v/v) sdo apresentados na

Figura 5.2.

A densidade celular alcancou 0,29 g.L'1 com uma aeracao de 2 L.min"' da
mistura atmosférica, enquanto para a mesma vazao de aeracdo com ar enriquecido com
CO;, em 5%, a densidade celular foi de 0,42 g.L'l. A taxa especifica de crescimento
variou de 1,01 d'a 0,96 d! nos primeiros dias de crescimento (fase exponencial),
quando ambos os cultivos foram aerados somente com a mistura atmosférica. O
aumento na densidade celular se deve, ndo sé ao enriquecimento com CO,, mas também
a reposicdo de nitrato ao meio realizada no oitavo dia de cultivo (Figura 5.2b)
ajustando-se a concentragdo em aproximadamente 0,85 mM. Entretanto, a reposi¢do de
nitrato ao meio ndo acarretou em uma taxa de crescimento como na fase exponencial,
limitando-se ao valor de 0,34 d'. o enriquecimento do meio com CO; e nitrato resultou
em uma densidade celular maior, mas a reposi¢cdo de nitrato ao meio ndo levou a

duplicacdo celular em um dia de cultivo.
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Figura 5.2: (a) crescimento de I. galbana em batelada indoor (b) consumo de
nitrato - (m) ar Q = 2L.min" (#)ar +C0O, Q = 2L.min'l, CO2 5% (vIv).

' em ambos os

A taxa de consumo de nitrato foi de 31 fmol NOs. cel! .d
cultivos, todavia ap6s a reposicdo de nitrato a taxa de consumo foi de 36 fmol NO;. cel
.d"'. O aumento na taxa de consumo foi provavelmente devido a maior densidade celular

presente no cultivo.
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Muitos fatores afetam a taxa de crescimento celular, tais como disponibilidade
de nutrientes, luminosidade e pH. Além do nitrato, outros nutrientes como o fosfato e o
ferro sdo necessdrios para manter a duplicacdo celular. A adicdo de ferro (Fe®)
prolongou a fase exponencial de crescimento e aumentou a densidade celular final de
cultivos de Chlorella vulgaris, o que nao ocorreu quando apenas nitrato foi reposto ao
meio (LIU er al. 2008). A falta de metais, como molibdénio, cobalto e manganés
também provoca a diminui¢ao na taxa de crescimento (CHEN et al. 2011). Ja o fésforo
¢ essencial para os organismos, pois estd envolvido nos processos de
armazenamento/liberacdo de energia (ATP/ADP), das ligacdes estruturais do DNA e
RNA e compde a membrana plasmaética (fosfolipidios). A razdo N:P no meio F/2 € 15,
mas uma menor concentracao de fosfato no meio leva a uma menor densidade celular,
como observado por YINGYING & CHANGAI (2009), que empregaram diferentes
concentracdes de fosfato (5-1000 pmol.L'l) no cultivo de I. galbana e obtiveram maior
densidade celular quando 500 pumol.L"' de fosfato foi empregado. Entretanto, a
reposicao de fosfato parece ndo alterar significativamente o crescimento, de acordo com
CHEN et al. (2011). O actimulo de polifosfatos intracelulares, mecanismo conhecido
como luxury uptake, faz com que a célula possa manter-se em auséncia de fosfato, pois

neste caso anteriormente o meio era completo, possibilitando o actimulo (POWELL et

al. 2008).

O pH do meio de cultivo sem enriquecimento com CO; esteve na faixa de 8,5 a
9,0. Durante o cultivo em batelada, com aera¢do somente com a mistura atmosférica, o
pH ndo apresentou uma variacdo significativa na fase exponencial do crescimento, mas
apresentou uma leve mudanga ao final do cultivo, alcancando o valor de 9,3. Por outro
lado, ocorreu uma acidificacdo do meio de cultivo quando foi iniciada a aeracdo com
mistura enriquecida com CQO,, e o pH caiu rapidamente para 6,6, subindo para 6,8 no
dia seguinte e depois mantendo-se entre 7,0-7,5. Com o comego da alimentacdo de CO,
ao cultivo observou-se nao s6 a queda do pH, como também o aumento da concentracao
de CO, monitorado no ar de saida do reator (4,8% v/v em ar). Ao longo dos dias de
cultivo observou-se que o CO; na saida foi declinando e o pH mantendo-se na faixa da

neutralidade.

Quando o pH estd entre 6,0 e 9,0 o bicarbonato (HCO3) € a espécie

predominante no meio, a anidrase carbonica (AC) externa € ativada e o bicarbonato é
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utilizado como fonte de carbono inorganico (CI) para a fotossintese (CAMIRO
VARGAS et al. 2005). As espécies que possuem AC externa, como a Isochrysis
galbana, tétm a vantagem da aquisicdo de CI em ambas as formas (CO, e HCO53). O
enriquecimento com CO, aumentou a densidade celular do cultivo de Isochrysis
galbana, mas a atividade da AC externa diminuiu com o aumento da concentracdo de
CO; no meio (YINGYING & CHANGAI, 2009). De acordo com BHATTI et al.
(2002), a diferenca entre o pH intracelular e o do ambiente marinho dificulta a aquisi¢ao
de CO, por simples difusao porque o pH do mar encontra-se em torno de 8,2 e o
citosdlico em torno de 7,0-7,2. O mecanismo de concentracdo de carbono inorganico
(CCM) nas espécies marinhas mantém a concentragdo de CI intracelular na faixa
observada no mar. Entretanto, se o pH é baixo (5,0-7,0) a aquisi¢cao de CO, se da por
difusdo e o mecanismo de captacdo ativa de CO; é suprimido. Observou-se no presente
trabalho que o enriquecimento da mistura atmosférica com CO; resultou em um pH do
meio de cultivo na faixa 7,0-7,6. Como a expressdo da anidrase carbOnica externa é
reprimida em Isochrysis galbana por altas concentracoes de CO,, mas, nestas
condic¢des, o transporte ativo de HCOs ndo é, esta microalga é capaz de transportar
ambas as formas de CI na presenca de altas concentracdes de CO, (BHATTI et al. 2002;
MOAZAMI-GOUDARZI & COLMAN, 2012). Esta é uma vantagem de algumas

espécies como a I. galbana, que as torna capazes de crescer em uma faixa maior de pH.

A composi¢do da biomassa no final dos cultivos, apresentada na Figura 5.3,
mostra que o teor de carboidratos na biomassa foi de 29,76% no cultivo sem
enriquecimento com CO;, enquanto os lipidios apresentaram um pequeno aumento,
cerca de 18,0 %, na biomassa cultivada com CO,. A concentragdo de proteinas totais foi
maior no cultivo enriquecido com CO,, cerca de 23,46 % em massa seca. ARAUJO et
al. (2005) cultivando Chaetoceros cf. wighamii observaram que com adi¢do de CO; o
teor de proteinas na biomassa aumentou enquanto o de carboidratos diminuiu quando
comparado a um cultivo aerado somente com ar. Também observaram que o teor de

lipidios ndo foi significativamente afetado pela adi¢ao de CO,.
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Figura 5.3: Composicao bioquimica da biomassa cultivada em batelada indoor,
aeracao com mistura atmosférica (AR) e enriquecida com CO; 5% (AR+CQOy).

No presente trabalho a reposi¢do de nitrato ao cultivo com ar enriquecido
resultou em um teor de proteinas maior que o de carboidratos e lipidios, mas, quando
comparado ao cultivo ndo enriquecido, o acumulo de lipidios foi ligeiramente maior, o
que indica uma estimulacdo a producdo de lipidios pela maior disponibilidade de
carbono inorganico na cultura (Figura 5.3). O acimulo de biomoléculas com fun¢ao de
reserva energética para a célula, como carboidratos e triglicerideos, ocorre na fase
estaciondria do crescimento. Com a célula se dividindo, todo o aparato metabdlico estd
voltado a producdo de proteinas e utilizagdo de energia na formagdo de novas células. A
utilizacdo de diferentes fontes de nitrogénio (NO3’, NO,, uréia) no cultivo de 1. galbana
mostrou que além da composi¢ao bioquimica da célula variar mais com a fase do
crescimento do que com a fonte de nitrogénio, o tipo de lipidio variou com a idade da
cultura, ou seja, os fosfolipidios (lipidios polares) eram produzidos durante a fase
exponencial, enquanto os triglicerideos eram acumulados na fase estaciondria do
crescimento (FIDALGO et al. 1998). RAGHAVAN et al. (2008), estudando a variagao
da composi¢do bioquimica da microalga Chaetoceros calcitrans com o enriquecimento
de CO,, apontam para a possibilidade de a célula investir o excesso de carbono
inorganico na sintese de proteinas e no crescimento mais do que na reserva de lipidios e
carboidratos. CHU et al. (1996), no cultivo autotréfico e heterotréfico de Nitzschia
inconspicua, obtiveram um aumento na concentracio de lipidios com enriquecimento de

5% de CO, comparativamente aos cultivos heterotroficos com glicose e acetato.
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A alocagdo do carbono no pool organico da microalga depende da razdo C:N no
meio de cultivo e de caracteristicas fisiol6gicas e genéticas da célula como a capacidade
de estocar nitrogénio, o uso eficiente do nitrogé€nio, e requerimentos respiratorios.
(PALMUCCI et al. 2011). No cultivo enriquecido com CO;, o excesso de carbono foi
levemente direcionado ao acimulo de lipidios, mas como no meio ainda havia nitrato
(devido a reposi¢do do oitavo dia) as principais macromoléculas apresentaram um
equilibrio em suas quantidades. Quanto ao cultivo aerado somente com a mistura
atmosférica, o nitrato do meio foi extinto e o carbono inorganico proveniente do ar foi
direcionado ao acumulo na forma de carboidratos. PALMUCCI et al. (2011)
observaram que para células pequenas hd uma tendéncia ao acimulo na forma de
lipidios em meios limitados em nitrogénio. Apesar da 1. galbana ser uma célula pequena

(5-7 um) o excesso de carbono inorganico foi investido em polissacarideos.

5.2.2 CULTIVO EM BATELADA ALIMENTADA

A Figura 5.4 mostra a curva de crescimento da biomassa em regime de batelada

alimentada e a concentragdo de nitrato ao longo do cultivo.

A cultura em regime de batelada alimentada alcangou uma concentragao de 1,73
gL', A taxa especifica de crescimento da fase exponencial foi de 1,12 d”', apés o
comego da reposicdo de nutrientes a taxa especifica maxima de crescimento foi de 0,28
d’'. A adicdo de nutrientes, ao longo do cultivo, impediu que as células cessassem o

crescimento, aumentando a produgdo de biomassa.
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Figura 5.4: (a) Crescimento de I. galbana em batelada alimentada indoor, ar
enriquecido com CO; (5% v/v) (b) Concentracao de nitrato no meio de cultura na
batelada alimentada. As setas indicam a reposicao de nutrientes no meio.

Logo ap6s a reposicdo dos nutrientes as células rapidamente captavam o nitrato
do meio, mas ndo se verificou um crescimento exponencial da cultura. Apds a primeira

adicdo de nutrientes no dia 10 a densidade celular cresceu apenas 0,13 gL' em 4 dias.
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Na segunda adic¢ao de nutrientes, no dia 14, a densidade celular cresceu 0,38 g.L'1 em 2
dias. Na terceira adicdo de nutrientes, no dia 16, a densidade alcancou 0,78 g.L'1
também em 2 dias de cultivo. O comportamento das células demonstra uma adaptacdo
no metabolismo celular a uma condicdo de disponibilidade de nutrientes no meio. O
comeco da adicdo de nutrientes ocorreu no dia 10 onde a cultura encontrava-se em fase
estaciondria. Na primeira adi¢do de nutrientes as células direcionaram o metabolismo a
manutencao celular, nas seguintes reposicoes de nutrientes as células apresentaram uma

tendéncia a reestabelecer o crescimento aumentando o ndmero de células.

O pH do meio de cultura tem uma queda de 8,5 para 6,7 com o comego da
aeracdo enriquecida com CO,, e permanece neste valor nos dois primeiros dias de
cultivo estabilizando-se em torno de 7,3-7,6. A composi¢do bioquimica celular de
lipidios e carboidratos foi de 37,5% e 27% (em biomassa seca), respectivamente, com
uma produtividade em lipidios de 0,0468 g.L'.d" ao final do cultivo. A quantidade de

lipidios na célula foi 19,5% maior na batelada alimentada.

De acordo com HSIEH & WU (2009), a regulacdo da taxa de alimentacdo de
nutrientes para aumentar a produtividade pode ser realizada por cultivo em batelada
alimentada. O cultivo em batelada alimentada pode ser utilizado como estratégia para o
acumulo de lipidios mantendo-se uma taxa de alimentacdo de nitrogénio. TAKAGI et
al. (2000) verificaram que o conteido de lipidios intracelulares nas células colhidas no
final do cultivo com alimenta¢do intermitente de nitrato durante as fases exponencial e
estaciondria (50,9 e 51,5 % de lipidios em peso seco) foi surpreendentemente maior do
que aquele (31,0 % de lipidios em peso seco) correspondente a cultura com uma

concentracdo inicial de nitrato de 9,9 mM sem posterior alimentagdo de nitrato.

5.2.3 CULTIVO SEMICONTINUO
A Figura 5.5 mostra o perfil de crescimento e o consumo de nitrato da batelada

em corte.
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Figura 5.5: Perfil de crescimento de I. galbana e consumo de nitrato em cultivo
semicontinuo indoor. As setas indicam a reposicao de nutrientes.

A concentracio méaxima de biomassa foi de 1,4 g.L”! e a taxa especifica média
de crescimento foi de 0,30 d”'. A absor¢io do nitrato pelas células ocorreu rapidamente:
em 24 h, aproximadamente 80% do nitrato adicionado havia sido assimilado pelas
células. Entretanto, ndo se observou um aumento exponencial na produ¢do de biomassa
no mesmo intervalo de tempo. Este fendmeno parece estar relacionado a um mecanismo
de adaptacdo da célula a escassez de nitrogé€nio através de um acimulo de N intracelular
(inorganic pools). Em caso de escassez de nitrogénio no meio, a cé€lula utiliza o
inorganic pool de N e assim que o nitrogénio € reposto ao meio rapidamente o processo
assimilatério ocorre, e os inorganic pools de nitrogénio sio reconstruidos (LAVIN &
LOURENCO, 2005). A faixa de variagdo do pH foi muito estreita, mantendo-se entre
7,3-7,6.

O sistema de cultivo em cortes apresentou bom desempenho, alcancando uma
produtividade maxima de 0,5 g.L".d" de biomassa e 0,078 g.L"'.d"" de lipidios (Tabela
5.2). CHIU et al.(2009), cultivando Nannochloropsis oculata em regime semicontinuo,
com aeragdo enriquecida em 5% de CO,, obteve uma produtividade de 0,44 g.L'l.d'1 em
biomassa e 0,113 g.L'l.d'1 de lipidios. O teor de lipidios na biomassa seca variou entre
6,5 € 16,5% e o de carboidratos foi de 20-26%. FIDALGO et al. (1998) obtiveram um
teor de lipidios na fase exponencial de 21,87% e de carboidratos de 7,65%, enquanto
ZHU et al. (1997) obtiveram 25 % para lipidios e carboidratos. A baixa concentracdo de

lipidios na biomassa pode estar ligada a constante renovacao do meio, o que mantém as
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células metabolicamente ativas no sentido de forma¢do de biomassa e ndo de acimulo

de lipidios.
Tabela 5.2: Produtividade na batelada em corte
Produtividade
Dia do corte Biomassa (g/Ld) Lipidio (g/Ld) Carboidrato (g/LLd)
4 0,36 0,054 0,093
7 0,39 0,026 0,102
9 0,50 0,078 0,100
11 0,40 0,040 0,105
14 0,41 0,068 0,057

Outro fator que tem grande influéncia na produtividade de cultivos
semicontinuos é o replacement time (tempo de reposicdo). CHIU et al. (2009)
realizaram dois cultivos semicontinuos com intervalo de um dia e trés dias na reposi¢ao,
sendo obtida maior produtividade com intervalo de um dia. Todavia, a quantidade de
lipidio foi 10% maior com trés dias de intervalo. Este fator é diretamente influenciado
pela fase do crescimento em que se encontra a cultura. Quando a reposicao ¢ feita todos
os dias, hd um aumento no nimero de células, o que eleva a produtividade de biomassa
e consequentemente a de lipidios. Quando a reposi¢@o ocorre a cada 2 ou 3 dias, onde o
meio encontra-se deficiente em nutrientes, as células conduzem o metabolismo ao
acimulo de compostos organicos de reserva como os lipidios. Toda esta mudanga no
metabolismo celular ocorre em decorréncia da disponibilidade ou ndo de nutrientes no
meio. Assim a razdo C:N no meio de cultura deve ser ajustada para um valor 6timo em
produtividade, considerando-se que a deficiéncia de N causa acimulo de lipidios, ao
mesmo tempo em que reduz o rendimento em biomassa. Por outro lado, uma grande
disponibilidade de N no meio levard a um aumento no nimero de células com

diminui¢do consideravel do acumulo de lipidios (HSIEH & WU, 2009).

A intensidade de luz também afeta diretamente a captacdo de nitrato e o
crescimento celular. A diminui¢do do rendimento em biomassa e da captagdo de nitrato
no dia seguinte a reposi¢ao pode estar relacionada a baixa luminosidade que ocorre com

o aumento da densidade da cultura. A efici€éncia fotossintética € altamente afetada por
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uma baixa irradidncia. Medidas de atividade fotossintética foram realizadas para

identificar esta limitacdo e sdo apresentadas a seguir.

Fluorescéncia

Um Fluorimetro de Pulso e Amplitude Modulada (PAM) foi utilizado para medir
rendimento fotoquimico efetivo, taxa de transporte de elétrons e rendimento
fotoquimico maximo no terceiro dia da batelada em corte. A concentragdo celular era
entdo de 0,642 gL', A curva de luz rdpida (RLC) foi realizada com amostra do reator
nesta concentragdo e a mesma amostra diluida a metade. Outra amostra foi adaptada ao
escuro por 20 min para medida do potencial fotoquimico maximo. Foram realizadas
medidas de rendimento fotoquimico in situ (®ps.) nNoO reator, no centro € proximo a
superficie interna, com o objetivo de calcular-se a taxa de transporte de elétrons (ETR)
no sistema fotossintético PSII das células. A Tabela 5.3 apresenta as medidas de
fluorescéncia e a ETR para dois pontos do reator (centro e superficie). As curvas RLC

podem ser visualizadas na Figura 5.6.
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Figura 5.6: Curva de Luz Rapida - cultivo semicontinuo, concentracao celular (¢)
0,642 g.L" (m) 0,321 g.L".
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Tabela 5.3: Parametros fisiologicos da I. galbana em cultivo semicontinuo
(conc. celular = 0,642 g.L'l)

Pariametro PAR Rendimento ETR
pumol fétons . mZs ™ Fotoquimico (®ps 1)) pmol elétrons . mZs
Adaptada ao escuro
(Fv/Fm) 0 0,717 £ 0.004 -
Adaptada  luz 5 0,706  0.023 1,482 £0.048
(centro do reator)
Adaptada a luz 40 0,732 £ 0.023

(parede interna do reator) 12,292 £0.385

O potencial fotoquimico maximo é uma caracteristica de cada espécie de
microalga. Isochrysis galbana apresentou um potencial maximo de 0,717, isto &, 72%
da luz que € fornecida a célula € utilizada na fotossintese. Por outro lado, quanto maior a
irradiancia, maior o transporte de elétrons, o que acarreta em aumento na producdo de
biomassa. A irradiancia no centro do reator foi medida em 5 pmol.s 1 m?ao passo que
atinge 40 umol.s 1 m? na parede do reator, resultando em taxas de transporte de
elétrons respectivamente de 1,48 e 12,29. As ETR estavam em niveis muito baixos
indicando a necessidade do aumento da luminosidade para aumentar a eficiéncia
fotossintética e, portanto, a produtividade em biomassa. Entretanto, o rendimento
fotoquimico apresentou valores sempre proximos ao maximo, variando de 0,676 a
0,788, indicando que as células ndo apresentavam limitacdao nutricional (KROMKAMP
& PEENE, 1999). As curvas RLC para as diferentes concentracdes de células foram
iguais, isto porque a ETR € uma caracteristica da espécie de microalga aliada a varia¢do
da luminosidade e nao depende da concentragdao celular. COSGROVE (2007) obteve
para I. galbana valores de rendimento fotoquimico maximo do PSII (Fv/Fm) entre
0,738-0,748 variando o tempo de adaptacdo ao escuro, e verificou que, para células

L m'z), o valor maximo de Fv/Fm ¢é

cultivadas com baixa luminosidade (= 54 pmol .s
obtido com apenas 30s de adaptagc@o ao escuro, e que maiores tempos de adaptacdo ao
escuro apresentavam uma tendéncia a queda no valor de Fv/Fm. Apds as medidas de
fluorescéncia terem sido realizadas, a irradidncia externa inicialmente em 70 pmol
fotons .s . m™? foi elevada para 180 pumol fétons.s ' m? e o crescimento celular atingiu

4,75 gL', agregando-se nutrientes ao cultivo a cada dois dias.
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CAPITULO 6 - PLANTA PILOTO - SISTEMA DE
FOTOBIORREACAOQO

O principal objetivo deste capitulo consistiu no projeto, construcao e operacao
de um Sistema de Fotobiorreagdao no Lab. H2CIN situado no Bloco K, CT, UFRIJ. O
Sistema de Fotobiorreagdo opera em escala piloto com volume interno total proximo de

670L, visando a producdo de biomassa em cultivo outdoor de Isochrysis galbana.

6.1 DESCRICAO DO SISTEMA DE FOTOBIORREACAO DO LAB.
H2CIN

O Sistema de Fotobiorreagdo estende-se verticalmente por aproximadamente
12m ao longo do espago interno do Lab. H2CIN, ocupando drea versus altura
aproximadas de 12m* X 3.3m no terraco do laboratdrio e drea versus altura aproximada
de 3m> X 2m no subsolo do mesmo. O Sistema é totalmente acionado por ar
comprimido duplamente filtrado suprido por um compressor elétrico convencional de
02 cilindros (SCHULZ) com reservatério de 200L de capacidade e pressao de 150psi. O
ar comprimido € usado para elevagdo da suspensido celular via tecnologia air-lift. Toda a
energia requerida para movimentacdo do fluido é proveniente da injecdo do ar
comprimido, isto €, o sistema ndo utiliza bombas ou maquinas de escoamento para
movimentar a cultura. No Sistema de Fotobiorrea¢do, o meio de cultura algal mantém-
se em permanente movimento, sendo toda a energia motriz do processo garantida pela
tecnologia air-lift na fase ascensional do meio de cultura. A gravidade mantém o
movimento do fluido no interior da sec@o solar do sistema e no retorno de liquido ao
subsolo. Este mecanismo de movimento material € similar ao utilizado em “montanhas
russas’: Fornece-se energia mecanica apenas para elevar o material ao ponto mais alto

do sistema e, dai em diante, a recirculacio € garantida pela gravidade.

A Figura 6.1a apresenta o esquema da secao solar do protétipo do Fotobiorreator
— patente n° PCT/BR2011/000355 (em depdsito). A versdo implementada deste
esquema utiliza as quatro colunas mostradas como cilindros (e ndo como
paralelepipedos como na Figura 6.1b) de acrilico de 10mm de espessura de parede com
3m de altura e 200mm de didmetro externo. As quatro colunas sdo interligadas por
quatro painéis de tubos de vidro boro-silicato, cada um deles definindo um feixe de

tubos de vidro horizontais (fence) de 3m de comprimento por 2” de didmetro cada. Os
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painéis de tubos de vidro sdo alinhados com os eixos cardeais como mostrado na Figura

6.1b.
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Figura 6.1: Esquema do Protétipo do Fotobiorreator.(a) 1-Riser de carbonatagio e

transporte (RCT), 2- Separador Gés-Liquido (SGL), 3- Fotobiorreator (FBR), 4- Tanque de Retorno de
Liquido (TRL), 5- Coluna de Retorno de Liquido (CRL), 6- Separacdo de Biomassa — filtro prensa
(SBM). (b) Secio solar (FBR)
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O acrilico utilizado nas colunas do fotobiorreator € resistente a radia¢ao solar, o
que possibilitou o seu uso sem comprometimento da transparéncia. O formato cilindrico
e a forma de colagem também foram realizados de forma a suportar a pressao da dgua.
O sistema € ainda pouco automatizado, contando apenas com a injecao automadtica de
CO, através de valvula ON/OFF com controle por pH conforme descrito a seguir. A
partida de operacdo e demais controles sdo executados em modo manual, com
instrumentagdo mecanica (rotametros, gasdmetros € mandmetros), valvulas manuais de
esfera (inox) 1/2” nas linhas de ar comprimido e valvulas manuais plésticas de PVC
50mm nas linhas de liquido. A parte hidrdulica do sistema opera de forma perfeitamente
estdvel e mondtona sem maiores necessidades de controle e automagdo. Automacgdo
existe apenas para garantir injecao automatica de CO, de modo a prover pH dentro de

faixa estreita (7,3-8,6) na entrada da secao solar do fotobiorreator (Figura 6.1).

O Sistema de Fotobiorreacdo compde-se das seguintes secoes:
® Riser de Carbonatacdo e Transporte (RCT);
e Separador Gés-Liquido (SGL);
e Fotobiorreator (FBR);
e Tanque de Retorno de Liquido (TRL);
¢ Coluna de Retorno de Liquido (CRL);
e Separacdo de Biomassa (SBM).

A alimentacdo de CO; sob pressdo ¢é utilizada juntamente com ar comprimido
para a propulsdo air-lift. O processo depende criticamente da carbonatagdo do meio de
cultura na fase de ascensao air-lift no Riser RCT, porque apds a ascensdo as fases gis e
liquido sdo separadas no SGL, sendo a secdo solar do sistema (FBR) alimentada apenas
com a suspensao celular carbonatada. Para que a carbonatacdo ocorra a contento, o meio
de cultura deve chegar no ponto de injecdo de gés de propulsdao na base do RCT como
uma solugdo rica em fons carbonato (CO3”) que sao transformados em fons bicarbonato
(HCOy3") durante a absor¢dao de CO; pela conhecida reacdo quimica de carbonatagcdo
CO3™ + H,O + CO;, = 2HCOs3'. A carbonatagdo do meio ocorre naturalmente com o
crescimento das microalgas. Em termos de pH, o meio chegaria ao ponto de injecao de
gds com pH 9,5-10. Neste ponto, ar comprimido ¢ misturado ao CO, na propor¢dao

adequada, havendo em seguida a injec@o deste gas na base do Riser RCT através de um
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injetor dotado de vélvula unidirecional. A taxa de injecdo de CO, é definida pelo
sistema automatico citado anteriormente. Este sistema opera com injecdo intermitente
de CO,, sendo constituido de uma valvula solenoide ON/OFF (TERMOVAL, 2 vias,
NF) situada na linha de CO,, um controlador 16gico programavel (CLP - GE-FANUC
90-30), um sensor de pH (eletrodo) e um transmissor de sinal (PH-2000, ACTRON). O
sensor e transmissor de pH estdo posicionados na entrada do fotobiorreator FBR isto &,
ao final do Riser RCT logo apés o separador SGL no topo da Coluna 1 (Figura 6.1). O
acionamento da valvula (vélvula aberta) ocorre de acordo com a programagao realizada
no CLP em linguagem LADDER, desenvolvida no software Profyci Machine Edition. O
transmissor de pH envia o sinal medido de pH para o CLP, o qual converte o sinal
analégico em digital. De acordo com o valor de pH a vélvula é aberta ou ndo. A
abertura da valvula ocorre quando pH>8,5, fechando-se quando pH<8,5. O pH ¢ entao
reduzido ao valor tipico da hidrélise de {fons bicarbonato, ou seja, em um patamar entre
7,8 e 8,5. A elevacdo natural do pH de volta a faixa 9,5-10 ocorreria na biofixacido por
fotossintese a medida que se reverte a reacdo anterior através do metabolismo algéceo:
2HCO; = CO;3™ + H,O + CO; (biofix). Entretanto, o sistema automatizado de injecdo de

CO, foi capaz de manter o pH na faixa 7,3-8,6 de forma praticamente continua.

Pode-se entender o Riser de Carbonatacdo e Transporte (RCT) como o ponto
inicial do movimento de meio de cultura no Sistema de Fotobiorreacdo. O RCT € um
dispositivo vertical cilindrico transparente — mostrado em parte na Fig.6.7 — consistindo
de tubo de vidro boro-silicato com 44,6 mm de didmetro interno por 12m de
comprimento, estendendo-se desde o subsolo até 3,3 m acima do terrago do laboratério.
O RCT dispde em sua base de injetor valvulado de gis (Ar Comprimido + CO;) que
pode ser operado em diversas vazdes de Ar e CO, definidas por um quadro de vélvulas,
reguladores de pressdo e rotametros ligados a rede de ar comprimido do laboratério e a
um cilindro de CO, liquefeito. A versdo atual do sistema de injecio de CO, ¢

automatizada com controle de pH, como descrito anteriormente.

O papel do RCT € gerar movimento ascensional do meio de cultura por
tecnologia air-lift. Esta movimentag¢do faz com que todo o Sistema de Fotobiorreagdo
opere em fluxo estdvel sem necessidade de qualquer outra fonte de energia mecanica.
Ao longo da ascensao a dispersao das fases e o tempo de residéncia no RCT promovem

Carbonatacdo do meio de cultura através da conversdo quimica: CO,(g) + CO3~ + H,O
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= 2HCOs. O meio carbonatado é separado do gds no Separador SGL acessando o
Fotobiorreator (FBR) em velocidade laminar e alto tempo de residéncia durante o qual a

populacdo algal converte meio carbonatado em O, + biofixagdo via fotossintese.

O Separador Gés-Liquido SGL (Fig. 6.3) € um cilindro horizontal de vidro boro-
silicato com 100 mm de didmetro e 750 mm de comprimento dotado de uma saida
inferior de 50 mm de didmetro para liquido e de duas saidas superiores de 50 mm de
diametro para gds. Sua fun¢@o € oferecer um ambiente transparente com velocidade
reduzida para que ocorra a separacdo natural de fases gés e liquida ao final do RCT. A
transparéncia do SGL permite que ele também seja reativo, ajudando a aumentar a
produtividade do sistema. O SGL € o ponto de maior cota vertical do Sistema de
Fotobiorreacdo, de modo que, a partir do SGL, o liquido alimenta, por gravidade, a
Coluna 1 do Fotobiorreator (FBR). O gas descartado do SGL acessa um medidor
mecanico de volume de gis (Gasdmetro de Medicdo LAO modelo G4, Fig. 6.9) capaz
de registrar com incerteza maxima de 1% o volume de gas liberado na atmosfera ao
longo do tempo. A tubulagdo de gds liberado pelo SGL também ¢é dotada de um
analisador em linha para registrar o teor de CO, do gas exausto. O retorno de liquido do
SGL para a Coluna 1 de FBR ocorre através de um sifaio em U com 120 cm de
comprimento vertical que funciona como selo liquido para impedir a entrada de gds no

FBR e obrigar todo o gds no SGL a seguir para o Gasometro de Medigao.

O Fotobiorreator (FBR) — Figuras 6.2, 6.3, 6.4, 6.5 ¢ 6.6 — é um sistema
semifechado, sob pressdo atmosférica, situado no terraco do Lab. H2CIN, dotado de
tubos cilindricos horizontais de vidro boro-silicato de 3 m de comprimento e 44,6 mm
de didmetro dispostos paralelamente em Feixes Planares Verticais (fences). Sdo 04
Feixes, cada um com 10 tubos horizontais equi-espacados, unidos a 04 Colunas
(numeradas 1, 2, 3 e 4) de acrilico com 3 m de altura e secdes cilindricas com 18 cm de
diametro interno. A Coluna 1 € a porta de entrada de meio de cultura no sistema, sendo
as Colunas 2 e 3 intermedidrias e a Coluna 4 a correspondente de saida. Desta forma,
tem-se um modulo de fotobiorreacdo correspondendo a uma estrutura quadrada com 3,5
m de lado por 3 m de altura (Figura 6.1). A conectividade dos Feixes de tubos de vidro

com as Colunas € a seguinte:

e Feixe 12 : Conecta a Coluna 1 a Coluna 2 com orientacao Sul-Norte;
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¢ Feixe 13 : Conecta a Coluna 1 a Coluna 3 com orientacdo Leste-Oeste;
¢ Feixe 24 : Conecta a Coluna 2 a Coluna 4 com orientacdo Leste-Oeste;

¢ Feixe 34 : Conecta a Coluna 3 a Coluna 4 com orientacdo Sul-Norte.

Como pode ser visto pela distribui¢do de feixes de tubos de reacdo, a disposicao
do quadrado do FBR (Figura. 6.1) € tal que suas arestas sdo paralelas as arestas do
prédio do Lab. H2CIN que sdo, por sua vez, paralelas aos Eixos Cardeais Norte-Sul e
Leste-Oeste. Assim, o trajeto solar no Verao percorre o quadrado do FBR ao longo do
Eixo Leste-Oeste diretamente acima de sua linha central, portanto com minimo
sombreamento nos feixes de tubos de reacdo (Figura 6.1). No Inverno, o trajeto solar
mantém-se Leste-Oeste, porém tombado para Norte acarretando um leve sombreamento
do Feixe 24 sobre o Feixe 13.

O FBR € o principal componente reativo sendo chamado de Coletor Solar, pois é
praticamente 100% transparente e estd exposto ao sol. O FBR ¢é refrigerado, em
ocasides de alta incidéncia solar, por um sistema automatico de aspersdo de névoa de
agua, a qual é capaz de absorver calor dos tubos e colunas por evaporacao. O sistema de
refrigeracdo é constituido de 16 bicos, uma bomba d’dgua, um sensor de temperatura e
um controlador de umidade e temperatura. O sensor de temperatura é localizado
externamente proximo a Coluna 2 medindo a temperatura no ambiente proximo a 2 m
de altura do piso. Este sensor aciona o sistema de resfriamento quando a temperatura
estd acima de 27°C (setpoint). Dois termdmetros digitais (Incoterm) foram posicionados
no liquido das Colunas 3 e 4, de modo que as temperaturas maxima e minima sao
monitoradas e diariamente registradas, bem como a temperatura no instante das
medi¢des. Da Coluna 1 o meio de cultura escoa laminarmente pelos tubos horizontais
dos Feixes 12 e 13 em direcao as Colunas 2 e 3 que sdo iso-piezométricas. Das Colunas
2 e 3 o liquido segue pelos Feixes 34 e 24 em direcao a Coluna 4 que apresenta o menor
nivel piezométrico do FBR. A hierarquia de niveis piezométricos € tal que Coluna 1 >
Coluna 2 = Coluna 3 > Coluna 4. Os topos das colunas sdo mantidos em pressao
atmosférica por vents apropriados. O FBR tem um volume {itil interno préximo de 470
L. Da Coluna 4 o meio retorna por diferenca de head piezométrico ao Tanque de
Retorno de Liquido (TRL) onde aguarda o transporte de volta a base do RCT e ao SBM.
O TRL contém em média 30L de liquido o que resulta em um tempo de residéncia algal

de 3 a 8 min. As Figuras 6.2, 6.3, 6.4, 6.5 e 6.6 trazem fotos do Fotobiorreator (FBR).
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Algumas destas fotos retratam o FBR na sua versdo original com colunas de secdo

quadrada (paralelepipedos).

Coluna 1 de
Alimentagao
do FBR

Coluna 3 do
FBR

Figura 6.2: Coluna 1 do Fotobiorreator (FBR) e sua Interligacao a Coluna 3.

Separador
Gas-Liquido
(SGL)

Retorno de
Liquido do

SGL para a
Coluna 1

Coluna 1

Feixe de

—

Figura 6.3: Separador Gas-Liquido (SGL) e o Topo da Coluna 1 do FBR.
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Figura 6.4: Tubos de Vidro Boro-Silicato (FBR) e Aspersor de Névoa de

Resfriamento

Figura 6.5: Aspersor de Névoa de Resfriamento em Operacao
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Figura 6.6: Vista de Oeste para Leste do FBR

O Tanque de Retorno de Liquido (TRL) consiste de um cilindro flangeado em
acrilico com 84,9L de volume dispondo de 5 conexdes 1,5 no topo e uma conexdo 1,5
de fundo conectada a Coluna de Retorno de Liquido (CRL) conforme mostrado na Fig.
6.7. O TRL opera sob pressdo atmosférica constante, via vent em uma das conexodes
superiores, e com aproximadamente 30L de liquido, oferecendo um tempo de residéncia
algal de 3 min, suficientes para permitir, dependendo da intensidade luminosa no local,
alguma conversao adicional de HCO;  em biomassa e CO3". Ou seja, o TRL é também
um ambiente reativo além de ter outros papéis importantes. O TRL estd situado no
mesmo patamar do FBR e estd hidraulicamente conectado a CRL, a qual leva o liquido
de volta ao SBM e ao ponto de injecdo de gds na base do RCT. O TRL tem trés ou
quatro func¢des importantes no processo:

e Sua transparéncia, volume e instalacdo no solarium do Lab. H2CIN, permitem
que funcione como um pequeno fotobiorreator de mistura, sob baixas
intensidades luminosas e de fluxo térmico solar, servindo, portanto, de

aclimatador algal e de auxiliar de bio-conversao;
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¢ Em segundo lugar, o TRL é um recurso conveniente para medigdes e
amostragens diversas de varidveis recém-saida do FBR (como pH, temperatura,
concentragdo algal, concentragdes O,, HCOs3 , CO;~ e nutrientes), bem como
para recompor o quadro de ingredientes diversos (make-up) do sistema, tais
como nutrientes, sais e indculo. As diversas conexdes de 1,5 no topo do TRL e
tem sido utilizadas para introducdo de nutrientes, d4gua de reposi¢ao, sal sintético
e indculo quando necessdrio. O indculo inicial é alimentado no TRL, sendo
origindrio dos carboys com biomassa pré-condicionada. Para isto o TRL dispde
de entrada de ar comprimido para prover agitacdo e aeracao quando da adicdo de
misturas liquidas ao sistema;

¢ Em terceiro lugar, o TRL tem um papel hidrdulico importante na operacio air-
lift ao fornecer uma fonte de head estivel a base do RCT, pois estd
hidraulicamente conectado a coluna CRL, mantendo-a constantemente inundada,
a qual, por sua vez, conecta-se ao ponto de inje¢do de gés na base do RCT;

e Por fim, o TRL opera com no minimo 50% de espago livre permitindo o
derrame em cascata de meio algal vindo do FBR. Como dispde de vent superior
aberto, tal cascata ajuda a desaerar o meio, permitindo a expulsdo de O, da
fotossintese.

Tanque TRL
em Operacgdo

Cascata de
desaeracdo
Riser RCT em
Operacao

Conexao do
TRL a CRL

Figura 6.7: Tanque de Retorno de Liquido (TRL) no solarium do Lab. H2CIN.
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A Coluna de Retorno de Liquido (CRL) tem a mesma configuracdo e bitola do
RCT sendo também de vidro boro-silicato transparente. A CRL dispde de vent
atmosférico em seu topo, permitindo o retorno de liquido do TRL, por gravidade, sem
gds algum, de volta a base do RCT e ao sistema de Separacdo de Biomassa (SBM)
situado no subsolo do laboratério. A transparéncia da CRL agrega algum potencial
reativo ao processo (pois o ambiente interno do Lab. H2CIN tem certo nivel de
luminosidade natural devido a suas paredes e teto solares) e também permite
inspecionar-se o regime de escoamento de modo a certificar-se que nao ha gés (bolhas)
acompanhando o liquido. O papel hidrdulico da CRL € transmitir head estdvel gerado
pelo TRL a base do RCT, permitindo que o RCT opere estavel com baixo consumo de
ar comprimido. O head do TRL (quase 1 bar manométrico) mantém os dutos
pressurizados no subsolo do laboratério facilitando a admissao de meio algal na planta
de Separa¢do de Biomassa (SBM).

As dimensoes da planta piloto encontram-se nas Tabelas 6.1 e 6.2.

Tabela 6.1: Volumes da Planta Piloto de Biorreaciao

Volume da planta (L)
Colunas de acrilico 305,20
Tubos de vidro 187,38
Total do ''ring"' 492,58
Tubos de descida e subida 31,23
Tanque de retorno de liquido (TRL) 84,93
Tubos de PVC e conexoes 62,46
Total da planta 671,20

Tabela 6.2: Dimensoes do Fotobiorreator (FBR)

Dimensoes
Comprimento do tubo (m) 3,2
Footprint (m?) 16
Niumero total de tubos 40
Diametro do tubo (cm) 4,46

Comprimento de cada coluna (m) 3

Diametro interno da coluna (cm) 18
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Por fim, a planta de Separa¢cdo de Biomassa (SBM) € responsdvel pela separacio
fisica da biomassa algal de uma fracdo da corrente de liquido proveniente da CRL. Em
outras palavras, apenas uma certa fracio do meio algal circulante da CRL deve ser
encaminhado a drea de separacdo de biomassa. Desta forma mantém-se o processo auto-
sustentdvel igualando-se a taxa de separacdo de biomassa com a taxa de producgdo total
do sistema. Na SBM, h4 rotametros de liquido e vélvulas adequadas para operar-se

corretamente o desvio de liquido circulante que ndo deverd ingressar na separacao.

Na realidade, a separacdao de biomassa envolve pelo menos duas operacdes em
sequéncia, a saber: (i) Floculacdo de Biomassa; (ii) Filtragao de Flocos de Biomassa. O
Sistema de Fotobiorreacao aqui apresentado propde separa¢ao baseada na utilizacdo de
um filtro-prensa industrial. Todavia a alternativa de floculagdo ainda estd sendo
estudada. Um trabalho de mestrado estd sendo realizado testando diferentes agentes
fisicos e quimicos de floculacdo, tais como temperatura, pH e irradiancia direcionada.
Em esséncia, estamos procurando uma alternativa aos métodos mais simples (porém
dispendiosos, invasivos e geradores de residuos) associados a Floculagdo por Agente

Quimico (i.e. adi¢do de bases, dcidos e fons metélicos).

O caélculo da fracao de meio algal que deve ser enviado a separacdo por passe,
pode ser exemplificado admitindo-se os seguintes plausiveis dados de operacdo em
steady state do Sistema de Fotobiorreagao:

®  Volume reativo total (FBR+TRL+CRL+SGL+RCT) da ordem de 600L;

e Diasolarde 12 h;

e Tempo de residéncia de liquido no FBR de 1 h, o que corresponde a uma

taxa de circulacdo de liquido de 600/1 = 600 L/h;

¢ (Concentragdo algal de 1 g/L;

A partir disto, admitindo-se uma concentragdo de 1g/L, calculam-se:

¢ A Producdo Hordria de Biomassa = 600L x 1.0/12 = 50 g/h;

e A Taxa de Liquido a Filtrar = (50g/h) / (1g/L) = 50 L/h;

e Por fim a Fracdo de Filtracdo de Liquido por Passe = 50/600 = 8,3%
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O filtro-prensa da SBM (Figura 6.8) foi conectado ao processo de modo a
permitir que todo o filtrado desprovido de algas (porém de alto valor, posto que rico em
nutrientes e sais) resultante da fracdo de liquido circulante sob filtracdo, ndo seja
perdido e possa ser adicionado ao liquido circulante ndo filtrado. Esta mistura acontece
proximo ao ponto de injecdo de gds no RCT. O liquido filtrado e sem algas da SBM ¢é
direcionado a base do RCT via bomba acionada por ar comprimido existente no mesmo

filtro-prensa.

Neste sentido, as saidas de liquido dos quadros, onde se encontra o elemento
filtrante, estdo diretamente ligadas a corrente de liquido circulante nao filtrada.
Entretanto, hd uma possivel perda associada ao liquido que vaza pela vedagdo
insuficiente dos quadros, caindo na calha localizada abaixo dos mesmos, cuja funcdo é
recolher tais derrames de filtrado. Este filtrado vazado, tipico de filtros-prensa operando
com suspensdes de baixa concentracdo (como no presente caso) ¢ estimado em 5% de
todo o filtrado processado. A separacdo da biomassa utilizando o filtro prensa nao foi

realizada no presente trabalho, pois a concentragdo de biomassa ndo alcangou o valor

minimo de 1 g/L para que a operagdo em modo continuo fosse iniciada.

Figura 6.8: Filtro-Prensa da Planta de Separacao de Biomassa (SBM).
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Figura 6.9: Gasometro de Medicio de Gas Exausto do SGL

6.2 CALIBRA(;AO~E CURVAS OPERACIONAIS DO SISTEMA DE
FOTOBIORREACAO

Buscando-se definir as vazdes de trabalho de ar comprimido e a taxa de

circulacdo de liquido, foram conduzidos testes preliminares de escoamento utilizando-se

dgua da rede publica e ar comprimido ndo carbonatado para explorar curvas

operacionais do processo. Na versao atual da planta, existem basicamente trés sensores

de vazdes disponiveis cujas leituras devem ser correlacionadas antes de definir-se o

ponto operacional do sistema:

Rotametro 1 de Ar, situado na base do RCT, marca APPLITECH, modelo
AP-300T, calibrado em P=1bar, T=20°C, Faixa de Leitura 500-5000L/h
Erro Médio = 1-2% da leitura se usado na faixa de calibracdo
[Pressao de Servigo: 2 a 3 bar, Temperatura de Servigo : 20°C];

Rotametro 2 de Agua, situado apés SBM na base do RCT, marca
APPLITECH, modelo AP1300SS, calibrado em P=1-5 bar, 20°C, Faixa de
Leitura 40-1300L/h, Erro Médio = 1-2% da leitura se usado na faixa de
calibracdo [Pressdo de Servigo: 2 a 3 bar, Temperatura de Servigo : 20°C];
GasOmetro de Medicdo de Gé&s Exausto, LAO, modelo G4 (Fig. 6.9),

3

calibrado em P=latm, 25°C, Leitura em m° de gds circulado
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Erro Médio = 1-2% da leitura se usado na faixa de calibragao

[Pressao de Servigco: 1 atm, Temperatura de Servico : 25°C].

Os objetivos destes experimentos foram:

e Obter a Curva de Operacdo air-lift em termos de L/h de dgua circulada
(leitura no Rotidmetro 2 de Agua) versus L/h de ar comprimido injetado
(leitura no Rotametro 1 de Ar);

e Obter a Curva de Calibracao do Rotametro 1 em termos de NL/h reais de ar
utilizado (a partir de leitura do Gasdmetro de Medi¢do ) versus L/h de ar

comprimido injetado (leitura no Rotdmetro 1 de Ar).

A vazdo de ar (L/h) injetado na base do RCT foi controlada através do
Rotametro 1 de ar. Para cada valor de vazdo de ar injetado na base do RCT, foi feita
leitura da vazdo de liquido obtida através do Rotametro 2. Em seguida, a taxa real de ar
utilizado no ponto de injecdo na base do RCT foi verificada no Gasometro de Medigdo
de gds exausto instalado apés o SGL. Estas medidas de volume liberado foram
realizadas em intervalos de tempo de 10 min a fim de calcular-se a real vazao de ar
utilizada na injecdo, ja que o valor em L/h no Rotametro 1 ndo corresponde a realidade,
posto que tal Rotametro 1 foi calibrado pelo fabricante a 1 atm, mas estd sendo utilizado
em pressao de 2,5 a 3,0 bar (abs) correspondentes a condicao na base do RCT. Por fim,
a vazao real de ar utilizado foi convertida de L/h para NL/h (normal litro por hora)
considerando-se as condi¢bes normais padronizadas (0°C, latm). A Tabela 6.3

apresenta os dados experimentais.
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Tabela 6.3: Dados Coletados no Teste de Escoamento da Planta Piloto

Tempo Vazdo Ar  Vazao Liquido Gasometro V,, P, do ar na base do RCT T

(min) (L/h) (L/h) real (m3) (bar, abs) (&(®)
0 500 400 86,07 2,7 20
10 550 500 86,239 2,7 20
20 500 450 86,391 2,7 20
0 700 600 48,102 2,4 19
10 600 500 48,302 2,4 19
20 750 700 48,489 2,4 19
0 1000 1050 49,827 2,2 19
10 900 1100 50,084 2,3 19
20 750 900 50,264 2,4 19
0 1100 1200 86,575 2,7 20
10 1100 1200 86,839 2,7 20
20 1100 1200 87,101 2,7 20
0 1250 1200 47,433 2,4 19
12 1120 1120 47,745 2,4 19
20 1100 1100 47,985 2,4 19
0 1500 1500 103,28 2,9 20
10 1500 1600 103,625 2,9 20
20 1450 1450 103,967 2,9 20
30 1450 1450 104,312 2,9
0 1700 1600 85,1 2,5 20
10 1850 1650 85,492 2,5 20
20 1800 1650 85,885 2,5 20
0 2000 1650 51,959 2,3 19
10 2200 1750 52,448 2,4 19
20 1700 1550 52,871 2,2 19

Os dados da Tabela 6.3 foram usados para ajustar, via Minimos Quadrados, as
curvas seguintes, permitindo correlacionar as vdrias leituras:

o Y=1IL/hde Agua no Rotametro 2 versus X = L/h de Ar lido no Rotametro 1,

Y =—34.5556~/ X +2.6748.X —0.00052687.X > 6.1
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Y = NL/h de Ar utilizado versus X = L/h de Ar lido no Rotimetro 1,
Y=2786916+1.1171.X (6.2)

Estas funcdes ajustadas e os respectivos pontos experimentais foram lancados
nas Figuras 6.10 e 6.11. A Figura 6.10 apresenta o ajuste correlacionando a Vazao de
Agua (L/h) no Rotametro 2 versus Vazao de Ar (L/h) no Rotametro 1, Equagao (6.1),
Na Figura 6.11,
correlacionando a Taxa Real de Ar (NL/h) utilizado no RCT versus Taxa de Ar (L/h)

com pontos experimentais como circulos.

tem-se o0 ajuste

informada no Rotametro 1, Equacdo (6.2), também com pontos experimentais como

circulos.

Agua (L/i)

Agua(lL/h) = -34.5556.sqrt(X) + 2.6748.X - 0.00052687.%° , X=Ar(L/h) [Rotametro]
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Figura 6.10: Taxa de Liquido (L/h) no Rotametro 2 vs Taxa de Ar (L/h) no
Rotametro 1. Pontos Experimentais: Circulos; Equacao Ajustada: linha tracejada.
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Meter(NL/h) = 278.6916 + 1.1171.X , X=Ar(L/h) [Rotametro]
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Figura 6.11: Taxa Real de Ar Consumido (NL/h) vs Taxa de Ar (L/h) no
Rotametro 1. Pontos Experimentais: Circulos; Equaciao Ajustada: linha tracejada.

A leitura no Rotametro 1 de Ar estd associada a uma incerteza de 1-2%
conforme informado no manual do fabricante. Além desta incerteza agrega-se o fato de
que o Rotametro 1 foi calibrado em P = 1 atm pelo fabricante, entretanto a pressao
absoluta de trabalho estd na faixa de 2,5-3,0 bar. Com as leituras no Gasdémetro de
Medicao de Gés, também com incerteza de 1-2 % (dado fornecido pelo fabricante), foi
possivel calcular-se o valor real da vazao de ar na elevagao do liquido e correlacioné-la
contra o valor informado no Rotametro 1, de acordo com a reta referente a Equagao

(6.2).

Os ajustes obtidos anteriormente permitiram definir a condicdo operacional da
vazdo de ar no Rotdmetro 1 um pouco abaixo de 500 L/h. Pela Figura 6.11, isto
corresponde a aproximadamente 350-400 L/h de ascensdo de liquido implicando em

tempo de residéncia no FBR (com volume interno préoximo de 500L) de
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aproximadamente 1 h. Vazdes menores de ar dependerdo da aquisi¢do de instrumento
adequado para medi¢do em faixas menores. A Equagdo (6.1) também permite estimar a
vazdo minima de ar necessdria para colocar o liquido em movimento. Isto corresponde
(ver Figura 6.10) a um valor préximo de 200 L/h de ar no Rotametro 1. Portanto, deve-

se operar o RCT com pelo menos 200 L/h de ar na escala do Rotametro 1.
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CAPITULO 7 - CULTIVO OUTDOOR DE I. galbana NO
FOTOBIORREATOR PILOTO

Neste capitulo, s@o apresentados o procedimento e resultados para duas
bateladas realizadas na planta piloto. A primeira batelada teve inicio em 12/07/2011
(Fotobio 12/07) e a duracdo de 52 dias, a segunda batelada teve inicio em 08/11/2011
(Fotobio 08/11) e a duracdao de 37 dias. A partida do Sistema de Fotobiorreacdao

compreendeu as etapas descritas a seguir.

71 PROCEDIMENTO DE PARTIDA DO SISTEMA DE
FOTOBIORREACAO

7.1.1 SALINIZACAO E DESINFECCAO DA AGUA

A 4gua utilizada no sistema foi proveniente da rede publica. Duas caixas d’agua
de 500 L cada uma (interligadas como em um sistema de vasos comunicantes),
localizadas no subsolo, foram preenchidas com dgua até totalizar aproximadamente 600
L de 4gua, isto €, 300 L em cada caixa. A dgua fresca foi salinizada com sal marinho
sintético (PRODAC Ocean Fish) utilizado em aquérios e desinfectada com cloro
comercial (solucdo de hipoclorito 2,35%), sendo adicionados 2 mL e 33 g de sal
sintético marinho para cada litro de dgua. Apds a salinizacdo e cloragdo da dgua, as
caixas d’4dgua foram fechadas e mantidas em repouso por 3 dias para a efetiva a¢do do
cloro como agente de desinfec¢ao. Antes de iniciar a ascensdo do liquido a salinidade da
dgua foi medida por um refratometro portatil (Instrutherm, RTS-101ATC) e corrigida
quando os valores ficavam abaixo de 30%o de salinidade. Além do ajuste da salinidade,
a dgua foi neutralizada com tiossulfato de sédio (solugdo estoque contendo 250g/L de
NaS,03.5H;0), na proporcdo de 1 mL da solugdo de tiossulfato para cada 4 mL de
solucdo de hipoclorito adicionados. Este procedimento foi adotado na primeira batelada

(Fotobio 12/07).

Na segunda batelada (Fotobio 08/11), o meio de cultura utilizado na primeira
batelada foi reaproveitado. Todo o conteido liquido do fotobiorreator foi armazenado
nas caixas d’dgua e a cloracdo foi realizada utilizando o mesmo procedimento que na
primeira batelada. Entretanto foi verificada a perda de dgua. Ap6s completar os volumes

das caixas até 300 L, as salinidades foram medidas em 23 gL' e 15 gL'. Foi
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adicionado sal sintético até a concentracio de 25 gL' e NaCl (Sal Marinho,
Proquimios) foi utilizado para completar a salinidade até a concentragio de 33g.L™" de
sal. Uma nova desinfec¢dao foi realizada com adicdo de solucdo de hipoclorito na
concentracdo de 0,5mL/L. A neutralizacdo com solu¢do de tiossulfato de sédio foi

realizada como na primeira batelada.

O volume de dgua nas caixas d’4dgua foi ajustado para um valor um pouco acima
de 300 L em cada caixa (entre 320-340 L), ja que o liquido no fundo das mesmas (uma
camada de aproximadamente Scm relativa ao fundo) ndo pode ser drenado. Este fator é
importante quando se reaproveita o meio de cultura, pois com a cloragdo, a biomassa

morta € decantada formando um lodo no fundo o que possibilita a reutilizacdo do meio.

7.1.2 PREENCHIMENTO DA PLANTA PILOTO COM A AGUA SALINIZADA
E DESINFECTADA

Com a 4gua salinizada e desinfectada iniciou-se o preenchimento da planta
piloto com o meio liquido. Uma bomba pneumdtica (NETZSCH) foi utilizada para
enviar o liquido até a base do Riser RCT que assim poderd ascender o liquido até o
FBR. O sistema air-lift € acionado para auxiliar no preenchimento do FBR com a 4gua,
injetando-se apenas ar comprimido na base do RCT. Quando a altura de liquido no TRL
atingir aproximadamente metade do tanque, a bomba pneumadtica é desligada e o
sistema passa a funcionar como um sistema fechado com circula¢do do meio liquido por
air-lift. Neste ponto, a salinidade foi novamente verificada e corrigida com NaCl,
quando necessario. O pH também foi verificado (pH= 9,0-9,3) apds ascensdao do meio
liquido. Na primeira batelada, o pH foi ajustado com injecdo de CO, para o valor de 7,7.
Na segunda batelada, ndo houve modificagdo no pH, isto €, o pH inicial na primeira
batelada foi de 7,7 e na segunda batelada 9,0. A &gua salinizada permaneceu em

movimento no fotobiorreator por 24 h antes da adi¢ao de nutrientes e inéculo.

7.1.3 ADICAO DO INOCULO E NUTRIENTES AO FOTOBIORREATOR

Para dar inicio aos cultivos no fotobiorreator, carboys com 6-8 L de cultura de 1.
galbana foram posicionados no terrago do laboratério H2CIN com o objetivo de
aclimatar as células principalmente as condi¢des de variagdo de temperatura. Os

carboys foram aerados com ar comprimido. Através de lamina fresca foi observado o
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nivel de contaminagdo e a forma das células de I. galbana através da microscopia dptica
e apenas as culturas onde as células estavam mais preservadas e com formato proprio da
espécie foram utilizadas no inéculo do fotobiorreator. Em ambas as bateladas dois
carboys foram selecionados para o indculo inicial. As células e os nutrientes foram

adicionados a planta piloto no TRL.

Os cultivos desenvolvidos no fotobiorreator foram realizados em meio F/2
(GUILLARD, 1975), modificado conforme disposto na Tabela 7.1. Inicialmente os
nutrientes foram adicionados a 4dgua esterilizada em autoclave, apenas no momento da
adicao ao fotobiorreator. As solucdes de metais tragos e de vitaminas foram preparadas

separadamente, sendo esta tltima filtrada em membrana com poro de 0,22 pm.

A Tabela 7.2 apresenta um resumo das condi¢des iniciais para as duas bateladas

(12/7 e 8/11).
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Tabela 7.1: Concentracoes de nutrientes no fotobiorreator no inicio dos cultivos
considerando volume de dilui¢io inicial = 622 L

Nutrientes Concentragdo no FBR no Vitaminas Concentragdo no FBR no
(Sais soliiveis) inicio da batelada (mg/L) inicio da batelada (ug/L)
NaNO; 363,64 Tiamina 385,85
NaH>PO, 25,21 Biotina 1,93
FeCl;.6H,0 15,31 B12 1,93
EDTA 21,30
CuS0.5H,0 0,047
ZnSO.7H,0 0,106
CoCl,.6H,0 0,048
MnCl,.4H,0 0,868
Na,;Mo0.2H,0 0,030

Tabela 7.2: Condicoes iniciais dos cultivos outdoor

Batelada 12/07/11 Batelada 08/11/11

Salinidade (%) 30 30
pH 7,7 9,0
Vazdo de liquido (rotdmetro, NL/h) 400-600 400-600
Vazao de ar (rotdmetro, NL/h) 700 1300
Vazao de CO, (rotametro, NL/h) 190 0

Concentracdo inicial (cel/mL) 6.10° 2,7.10°




137

7.1.4 MONITORAMENTO DOS CULTIVOS NO FOTOBIORREATOR PILOTO

Algumas medidas foram realizadas diariamente no sentido de monitorar a
cultura no fotobiorreator, tais como: contagem celular, concentra¢io de nitrato no meio,
concentracdo de fosfato no meio, temperatura e pH. Estes parametros eram medidos
sempre durante a manha (entre 9:00 e 12:00 h), tanto na entrada quanto na saida do
FBR, com excecdo da temperatura que era fornecida pelos termdmetros localizados nas
colunas 3 e 4 do FBR e no umidostato acoplado ao sensor de temperatura localizado

externamente na coluna 2.

A partir da inje¢ao de CO, foram realizadas titulagdes para monitorar o carbono
inorganico dissolvido (DIC) no meio de cultura. Amostras da entrada e da saida do FBR
foram centrifugadas, sendo o sobrenadante titulado com HCI e a biomassa liofilizada

para determinagdo da andlise elementar.

Para andlise da composicdo bioquimica da célula, amostras (entrada e saida)
foram coletadas ao longo de dois dias de cultivo em trés diferentes horarios, as 10:00,
13:00 e 18:00 h. A cultura foi submetida a anélise em citometro de fluxo, enquanto a
biomassa do centrifugado foi liofilizada para andlise de composi¢do bioquimica pelos

métodos descritos no capitulo 4 do presente trabalho.

A eficiéncia fotossintética também foi verificada através dos pardmetros de
fluorescéncia. No 35° dia de cultivo da segunda batelada, amostras (entrada e saida)
foram coletadas as 10:00, 13:00 e 18:00 h, para andlise de fluorescéncia e determinagao
da eficiéncia fotossintética. A andlise de composi¢do bioquimica da célula e as medidas

de eficiéncia fotossintética foram realizadas apenas na segunda batelada (08/11).

A Figura 7.1 apresenta um resumo do monitoramento realizado no FBR na

segunda batelada.
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7.2 RESULTADOS DOS CULTIVOS NO FOTOBIORREATOR
PILOTO

Os resultados apresentados nesta sec¢do foram obtidos em duas bateladas
realizadas na planta piloto em cultivo outdoor. A primeira batelada teve inicio em
12/07/2011, e o cultivo foi realizado por 52 dias. A segunda batelada teve inicio em
08/11/2011 com duracdo de 37 dias. Todas as amostras foram coletadas na entrada e na
saida do FBR (Figura 7.2), isto é, na entrada do FBR no topo da Coluna 1 e na Saida do
FBR no fundo da Coluna 4.

Ponto de amostragem-
ENTRADA

(a)



(b) Ponto de amostragem-
SAIDA

Figura 7.2: Pontos de amostragem no Fotobiorreator
(a) Entrada, (b) Saida.

O crescimento da microalga Isochrysis galbana no fotobiorreator outdoor foi
acompanhado em ambas as bateladas e as curvas sdo apresentadas na Figura 7.3. Na
primeira batelada (Figura 7.3a) a densidade inicial foi de 6.10° cel.mL’, mas no
segundo dia do cultivo a concentragdo celular era de 4.10* cel.mL"', permanecendo esta
densidade celular até o 9° dia do cultivo, apresentando assim uma fase lag (adaptacdo
celular). As células, entdo adaptadas, iniciaram crescimento exponencial com taxa
especifica de crescimento (u) de 0,33 d”' que perdurou até o 20° dia, quando o cultivo
entrou em fase estaciondria, com a concentragao celular de 1,2.106 cel.mL. No 29° dia
do cultivo iniciou-se aeracdo com enriquecimento em CO, (cerca de 4,65% de CO; no
ar v/v), resultando no reestabelecimento do crescimento, com uma taxa especifica de
0,39 d!. Uma nova fase estaciondria foi iniciada no 31° dia do cultivo, e uma reposi¢ao
de fosfato foi realizada no 34° dia. Entretanto, a partir do 37° dia as células entram em

uma fase de morte ocasionada por contaminacao. A concentragdo maxima de células foi
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de 6,9.10° cel.mL ™", alcangada no 36° dia do cultivo, o que corresponde a 0,177 gL' em

biomassa.
1,000
& Entrada M saida
— i
" 0,100 - ..'l. oy
Y
©
[7)]
: o .
o 0,010 -
o] ’ .
[ |
0,001 ~ ¢% "2 B ; ; ;
0 10 20 30 40

Dias de cultivo

(a)

1,000
A Entrada @ saida

0,100 - .n“n L g ot 2

.:n .
- )
2 ot
[(]
g 0,010 - é
0,001 - | | | |
0 10 20 30 40

Dias de cultivo

(b)

Figura 7.3: Curva de crescimento de I. galbana em cultivo batelada outdoor, (a)
batelada 12/07, (b) batelada 08/11. Entrada e Saida correspondem aos pontos de
amostragem no fotobiorreator (Figura 7.2).
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Na segunda batelada (Figura 7.3b) a densidade do inéculo foi de 2,7 . 10° cel
mL™, e no 4° dia do cultivo a densidade celular foi correspondente a 1,15.10° cel.mL™.
A partir do 6° dia, o cultivo entrou em fase exponencial de crescimento, com uma taxa
especifica de 0,45 d'. Este cultivo apresentou uma fase de adaptacdo com pequena
queda na concentragdo celular e a fase lag foi reduzida em relacdo ao primeiro cultivo
(6 dias). A fase estaciondria iniciou-se no 14° dia do cultivo, e a injecdo de CO, no 21°
dia do cultivo. Nesta segunda batelada a injecao de CO, foi automatizada, isto €, uma
valvula ON/OFF posicionada ap6s o cilindro de CO, era atuada conforme a
programacdo de controle, sendo a varidvel monitorada o pH e quando o valor era > 8,5
a vélvula era aberta. Outra caracteristica desta batelada é que as células ndo
apresentaram um aumento na taxa de crescimento apOs injecdo de CO, como na
primeira batelada, permanecendo em uma concentracdo entre 5.10° ¢ 6.10° cel. mL™.
Entre o 35° e 0 36° dia do cultivo a concentragdo celular teve uma queda alcangando
4.10° cel.mL". A morte celular ocorreu rapidamente, em 24 h aproximadamente 90%
das células morreram devido a contaminacdao do cultivo. Na segunda batelada a

concentracao celular maxima foi de 6,2. 10° cel.mL’l, correspondente a 0,156 g.L'l.

Enquanto as taxas de crescimento da primeira e da segunda batelada foram
semelhantes, provavelmente a diminuicdo da fase de adaptacdo (fase Lag) observada na
2% batelada foi devido ao maior periodo de adaptacdo do cultivo utilizado como inéculo,
pois, neste caso, os carboys contendo o inéculo foram mantidos no terrago. Entretanto,
na parte interna do prédio (Figura 7.4), por dois meses com dilui¢cdo e adi¢do de meio
fresco a cada duas semanas aproximadamente. A temperatura maxima alcangada no
carboy foi de 40° C e, ao que parece, a adaptagcdo celular as condicdes de variacdo de
temperatura foi importante para diminuir o periodo de adaptacdo celular no
Fotobiorreator. Provavelmente, a eliminacdo da fase lag seria apenas alcancada com
uma adaptacdo a todas as novas condi¢des de cultivo, tais como: temperatura,
irradiancia e variacdo da velocidade do fluxo, que € turbulento no riser e laminar no
FBR. VAN BERGEIIK et al. (2010) descrevem a ocorréncia de fase Lag no cultivo
outdoor de I. aff. galbana. Estes autores utilizaram uma prote¢do sobre a cultura,
constituida por vdrias camadas de uma rede conhecida como sombrite para diminuir a
alta irradidncia no cultivo outdoor. Quando a razdo entre a irradidncia e a densidade

celular estava acima de 1,5 uma camada de sombrite era removida e a cultura sofria uma
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fase Lag ou colapsava, sendo que as culturas que apresentavam crescimento direto (sem

adaptagdo) tiveram razdo abaixo de 1,5.

Figura 7.4: Cultivo de I. galbana em carboy no terraco do Lab H2CIN.

A taxa especifica de crescimento das duas bateladas variou entre valores (0,33 a
0,45 d'l) que se encontram em consondncia com os valores reportados (0,38-0,39 d'l)
por vdrios autores para cultivos outdoor de 1. galbana (MOLINA GRIMA et al. 1994;
ZHU et al. 1997; VAN BERGEIJK et al. 2010). No presente trabalho em cultivo indoor
a taxa especifica de crescimento foi de 1,1 a 0,96 d'l, valores maiores sdo comumente
obtidos em cultivo indoor, como em VAN BERGEIK et al. (2010), que obtiveram 0,91

d”' de taxa de crescimento para I. galbana em cultivo indoor em reator de 50 L.

A densidade celular maxima foi de 0,156 g.L'1 no cultivo outdoor, enquanto no
cultivo indoor a menor densidade celular alcancada foi de 0,29 gL' (batelada aerada
sem enriquecimento com CO,). Normalmente, os cultivos indoor de microalgas tém
maiores produtividades em biomassa, pois trabalham com volumes bem menores,
temperatura controlada e baixa e constante irradiancia comparada com a luminosidade
solar. Quanto a produtividade de I. galbana em cultivos outdoor em fotobiorreator
tubular com volume superior a 200 L, hd poucos trabalhos publicados. VAN

BERGEIJK et al. (2010) cultivaram T-iso (I. aff. galbana) em reator tubular de 400 L e
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descrevem uma produtividade de 0,075 g.L'l.d'l. Os autores apontam como possivel
causa da baixa produtividade a variacdo das condi¢cdes do cultivo outdoor, sendo
necessdrio o desenvolvimento de um fotobiorreator com controle e maior
homogeneidade das varidveis para o cultivo de T-iso. Os autores ressaltam o fato de que
a espécie T-iso ndo foi taxonomicamente estudada para classificid-la com seguranca no
género Isochrysis e que fisiologica e bioquimicamente hé diferenca entre 1. galbana e T-
iso. BOUSSIBA et al. (1988) obtiveram uma produtividade de 1,6 g.L".d"'no cultivo
outdoor de T-iso num fotobiorreator em coluna, entretanto o volume do reator era
pequeno (0,8 L) e o indculo inicial era alto (biomassa > 1 g.L'l) para evitar a morte
celular por fotoxidagdo. ZHANG & RICHMOND (2003) relatam uma produtividade de
0,13 g.L’l.d'1 para o cultivo de I. galbana em reator de placas (V= 350 L), sendo este

valor semelhante ao obtido no presente trabalho.

A velocidade do liquido no fotobiorreator € uma varidvel que também afeta a
produtividade. Baixas velocidades de fluxo resultam em células submetidas a maiores
periodos em zonas escuras (centro dos tubos e das colunas no FBR). Um escoamento
turbulento aumenta a produciao de biomassa quando comparado ao escoamento laminar,
todavia a velocidade ndo deve ser elevada (>0,97 m. s'l) para ndo causar danos a célula,

o que implicaria em menor produtividade (MOLINA GRIMA et al. 2001).

As Figuras 7.5 e 7.6 apresentam fotos dos cultivos outdoor de I. galbana na
seccdo FBR do fotobiorreator piloto. Nestas é possivel visualizar o aumento da

densidade celular ao longo dos dias de cultivo.
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Figura 7.5: Fotobiorreator piloto
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1° dia do cultivo 8° dia do cultivo

24° dia do cultivo

28° dia do cultivo

28° dia do cultivo

Figura 7.6: Fotobiorreator piloto - segunda batelada.
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(b)

Figura 7.7: Contaminacao em cultivo outdoor de I. galbana no
Fotobiorreator piloto.
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A contaminagdo ocorreu em ambos os cultivos. Uma das fontes desta
contaminac¢do foram os vents de topo das colunas, que tinham a funcio de equilibrar a
pressao no sistema, e a entrada de ar ndo filtrado acarretou, inicialmente, a formacao de
um anel microbiano no topo das colunas (Figura 7.7a). Com a flutuacdo da temperatura,
que alcancou 41°C, dias estes em que houve paradas anormais do sistema de
resfriamento do FBR, o consequente colapso da populacdo de I. galbana tornou o

interior do FBR propicio a proliferacdo de micro-organismos heterotréficos nutridos

pela propria matéria morta de 1. galbana.

Foram realizados testes para investigar o tipo de contaminagdo no FBR.
Amostras da cultura foram incubadas em meio Agar Simples, Agar Sabouraudi e Agar
CZAPEK. A investigacao a respeito do tipo de contaminagao ocorrida no FBR indicou
a presenca de uma espécie de levedura de cor résea, além de bactérias Gram negativo e
positivo. O teste ndo foi objetivo do presente trabalho e teve apenas a intencdo de
indicar que tipo de contaminacdo havia na cultura. Outra possivel fonte de
contaminacdo € o ar oriundo dos compressores, que mantém a movimentagao da cultura
no sistema através da tecnologia air-lift. Mais testes devem ser realizados no ar
comprimido e na cultura do fotobiorreator para esclarecer as fontes e o tipo de
contaminacdo. Todavia, algumas medidas podem ser tomadas no sentido de minimizar
ou mesmo eliminar o problema, como o emprego de filtros microbiol6gicos na linha de
ar comprimido, bem como a utilizacdo de filtros nos vents das colunas. Neste caso
filtros simples como algoddao ou membranas microporosas podem ser utilizados. Um
fato importante € que a contaminacgdo através dos vents ocorreu nas Colunas 2, 3 e 4 e
nao na Coluna 1. Provavelmente, como o topo da Coluna 1 é o ponto de entrada de
liquido no FBR, a constante chegada de liquido forca a saida continua de ar pelo vent de

topo, ndo permitindo contaminagio pelo ar externo.

A Figura 7.8 apresenta o perfil de consumo de nitrato (Figura 7.8 a e b) e fosfato

(Figura 7.8 c e d) no cultivo outdoor de I. galbana.
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Na primeira batelada, a captacdo de nitrogénio e fosforo pelas células variou ao
longo do cultivo conforme a fase do crescimento. De maneira geral o consumo de
nitrogénio e fésforo foi maior na fase exponencial. O consumo de nitrogénio foi de 57
fmol N cel” d”! na fase exponencial, tendo uma pequena queda para 48 fmol N cel” d”!
na fase estaciondria. O consumo de fésforo apresentou o mesmo perfil 5 fmol P cel™ d!
e 1,6 fmol P cel’ d', na fase exponencial e estaciondria respectivamente. Quando
iniciou-se a injecdo de CO, o consumo de nitrogénio e fésforo foi de 63 fmol N cel d”!
e 3,5 fmol P cel’ d'. A disponibilidade de carbono inorginico no meio aumentou
levemente o consumo de N e P. Foi realizada uma reposi¢ao de fosforo no 34° dia do
cultivo, mas, devido a contaminacio, a cultura de 1. galbana entrou em declinio.

A captac@o de nitrogénio na segunda batelada apresentou o mesmo perfil, com
valores de 50 fmol N cel! d!' e 28 fmol N cel’! d'l, na fase exponencial e estaciondria,
respectivamente. A captacdo de fésforo pelas células na segunda batelada tem uma
ligeira queda da fase exponencial para estaciondria de 2,0 para 0,8-1,5 fmol P cel' dl.
Com o enriquecimento de CO; a captacdo de fésforo tem valores na faixa 2,0-3,4 fmol
P cel’ d”', enquanto a captacio de nitrogénio aumenta para 209 fmol N cel’ d”'. Em
relacdo a primeira batelada hd um aumento na captacdo de nitrogénio com o
enriquecimento em CO,, enquanto que no consumo de fésforo ndo hd substancial
alteracdo. Entretanto, na segunda batelada a injecao de CO, ndo alterou a taxa de
crescimento e as células permaneceram em fase estaciondaria. MARCHETTI et al.
(2012) observaram um aumento na captacdo de nitrogénio de 5 para 70 fmol N cel d!
em cultivo de 1. affinis galbana e na captacdo de fosfato de 0,3 para 0,8 fmol P cel d!
em cultivo com limitacdo nutricional de nitrogénio e fésforo, respectivamente. Os
autores também observaram um declinio na fixa¢do de carbono nestas condi¢des de
nutriente limitante, além da relagdo linear entre a taxa de crescimento € 0 consumo por
célula de nitrogénio e fésforo. MESECK ef al. (2007) observaram uma menor
assimilacdo de nitrogénio e alta razdo C:N no cultivo de Tetraselmis Chuii com
enriquecimento de CO,. No presente trabalho o enriquecimento com CO, aumentou a
assimilacdo de nitrogénio e fosforo, e a maior disponibilidade de CO, no meio na
segunda batelada (Figura 7.11) aumentou a assimilagdo de nitrogénio, o qual foi
provavelmente direcionado a reserva devido a alguma condicdo limitante que a célula

encontrou para manter a duplicacao celular exponencial.
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O pH do cultivo outdoor de I. galbana foi verificado diariamente na entrada e na

saida do FBR. A variacdo deste parametro ¢ apresentada na Figura 7.9 para ambas as

bateladas.
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Figura 7.9: Variacao do pH em cultivo batelada outdoor de I. galbana.

(a) batelada 12/07, (b) batelada 08/11.
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Antes da adicdo de ind6culo no fotobiorreator na primeira batelada, CO, foi
injetado para reduzir o pH. O pH foi reduzido de 9,0 para 7,7, e o cilindro de CO; foi
fechado. No segundo dia, o pH era de 8,5 e seguiu subindo até 9,9-10,0 permanecendo
neste valor até o inicio da injecdo de CO; no 29° dia de cultivo. Com o inicio da inje¢do
de CO,, ocorre uma queda no pH, que passa a variar na faixa de 8,0-9,0. A elevacio do
pH ocorre no 40° dia de cultivo onde ndo houve alimenta¢do de CO,. A seguir, o ar é
novamente enriquecido com CO, e o pH volta a cair para 8,0. O valor maximo de pH

foi 10,0 e o valor minimo §,0.

Na segunda batelada, ndo houve injecdo de CO, antes da adi¢cdo de in6culo no
fotobiorreator. O pH inicial foi de 9,0, e ao longo dos dias de cultivo prossegue em
elevacao até alcancar o valor 10,0. No 21° dia de cultivo, inicia-se o enriquecimento de
COs,. O sistema automatizado de inje¢cdo de CO; é acionado. A partir deste momento, o
pH passa a ser controlado via padrdo de inje¢ao de CO,. O cilindro foi fechado por duas
vezes as 10:00 h da manha em dois dias (6 e 8/12/11) para andlise do meio de cultura
quanto a concentracdo das espécies de carbono inorganico (CO,, HCO3_, CO3'2) com o
objetivo de estabelecer a diferenca destas concentragdes com enriquecimento ou ndo de
CO,. Nesta segunda batelada, o pH variou na faixa 7,0-10,0, isto €, a injecdo de CO, foi

em maior concentracao pois o pH alcancgou o valor de 7,0 quando a vélvula era aberta.

O valor 6timo de pH para I. galbana tem sido relatado na faixa entre 6,0-8,0
(KAPLAN et al. 1986; MOLINA GRIMA et al. 1994; BOUGARAN et al. 2010).
Contudo, alguns estudos nao tém encontrado influéncia significativa do pH na
densidade celular ou na taxa de crescimento (ABU REZQ er al. 1999). KAPLAN et al.
(1986) investigando as condi¢des 6timas de crescimento de I. galbana observaram que
ndo havia uma grande mudanca na taxa de crescimento na faixa de pH 5,0 a 9,0, desde
que o cultivo ndo estivesse limitado em Fe*. Nesta condic¢do limitante, o pH 6timo foi
6,0, e a partir deste valor a taxa de crescimento declinou com o aumento do pH.
MARCHETTI et al. (2012) verificaram que o pH influencia na taxa de crescimento € o
valor para maior produtividade de biomassa de I. galbana foi de 6,8. Estes resultados
apontam para o fato de que a varidvel pH tem seu efeito na taxa de crescimento
dependente de outras varidveis como a concentracdo de um nutriente ou a temperatura.
Ainda de acordo com os autores, hd uma significativa intera¢do entre pH e temperatura

e entre pH e irradiancia. Eles observaram que para valores de pH acima de 8,0 a
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influéncia da temperatura é reduzida, entretanto para valores de pH menores, isto é,
quando ha disponibilidade de CO, no meio, temperaturas abaixo de 19°C influenciam
negativamente na taxa de crescimento, sendo o crescimento celular favorecido em
temperaturas mais altas. Neste caso, € importante salientar que quando a literatura se
refere a altas temperaturas no cultivo de 1. galbana, estas se encontram na faixa de 25°C
a 32°C (SAOUDI-HELIS et al. 1994; ABU REZQ et al. 1999; KAPLAN et al. 1986).
Outra observagao importante é que, de forma geral, a faixa de pH em que se tem
cultivado I. galbana, ha uma concentracdo de CO, dissolvido maior, evidenciando a sua

afinidade pelo CO,, como relatado neste trabalho.

A concentracdo de carbono inorganico no meio (CI) foi determinada no cultivo
outdoor de I. galbana no fotobiorreator piloto. Na primeira batelada, foram realizadas
medidas de CI em trés dias do cultivo, em diferentes hordrios, sendo a primeira
amostragem antes do inicio da inje¢do de CO,. Na segunda batelada, as medidas foram
realizadas em seis dias do cultivo, e nos ultimos dois dias em trés horarios do dia. O
enriquecimento do ar comprimido com CO; aumentou a concentracdo de CO; e HCO3-
dissolvido, e diminuiu a concentracdo de CO3'2 na entrada e na saida do FBR.
Entretanto, a diferenca na concentragdo das espécies de DIC no meio de cultura entre a
saida (S) e a entrada (E) do FBR foi negativa para CO, e bicarbonato e positiva para
carbonato, isto é, as células consumiam o bicarbonato e o CO, através do processo da
fotossintese e a concentracdo de carbonato no meio aumentava como previsto pela

equacao de equilibrio:

&, ko _
CO,+ H,0 & HCO; + HY < €07 + 2H (7.1)

O balango das concentracdes das espécies de DIC no meio de cultura no FBR

sdo apresentados nas equagdes (7.2) a (7.4):
A[CO,] = [COy]s - [COz]e (7.2)
A[HCO; ] = [HCO; s — [HCO;s |g (7.3)

A[CO57] = [CO5™]s - [CO57 g (7.4)
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Onde S = saida do FBR e E = entrada do FBR. Os balancos das concentragdes das
espécies de carbono inorganico em solugdo apresentaram valores: ACO; < 0, AHCO; <
Oe ACO3'2 > 0. Entretanto, com a injecdo de CO,, a diferenca na concentracdo de CO; e
bicarbonato entre a entrada e a saida foi maior, i.e. A[CO;]= 0,04 sem injecdo de CO; e

A[CO;]= 0,84 ap6s 2 h de injecdao de CO; (Qcoz =40 NL/h) na primeira batelada.

As taxas de consumo de carbono, CO, e bicarbonato foram calculadas pelo
balanco de massa entre a entrada e a saida do FBR, considerando-se uma hora de
operacdo do FBR. Para o célculo por célula, foi utilizado o valor da diferenga entre a
contagem celular realizada pela manha e a tarde. As Figuras 7.10 e 7.11 apresentam a
distribuicdo da concentracdo de carbono inorganico dissolvido (DIC) no meio de

cultura.
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Figura 7.10: Distribuicdo da concentracao de carbono inorganico dissolvido (DIC)
no meio em pmol.L™! no cultivo de 1. galbana em batelada outdoor. Amostras da
entrada (e,m,4) e saida (+,*,% )do FBR na primeira batelada, t = 0 corresponde ao
inicio do monitoramento naquele dia do cultivo. Os dados compreendem
amostragem em trés dias de injecio de CO,; (e,+) 29° dia do cultivo, (m,*) 31° dia
do cultivo, (¢, %) 38° dia do cultivo. Nao houve injecao de CO; (cilindro fechado)
em t = 0 no 29° dia do cultivo e no 31° dia do cultivo.
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Figura 7.11: Distribuicdo da concentracao de carbono inorganico dissolvido (DIC)
no meio em pmol.L™ no cultivo de 1. galbana em batelada outdoor. Amostras da
entrada (vermelho) e saida (azul) do FBR na segunda batelada. O t = 0
corresponde ao inicio do monitoramento no 21° dia do cultivo, os dados
compreendem amostragem em seis dias de injecao de CO,. As setas indicam que
nestes pontos (161 e 209 h) nao houve injecao de CO; (cilindro fechado).



158

Rotametros manuais foram utilizados na primeira batelada para ajustar a
concentracdo de CO; no ar. A vazdo de ar e CO, foram mantidas em 820 L/h e 40 nL/h,
respectivamente. Na segunda batelada, a injecdo automatizada de CO, através do
controle da varidvel pH aumentou a concentracdo de CO, e bicarbonato no meio
liquido, pois maior vazdo de CO, era alimentada. Como a planta ndo conta com um
sistema totalmente automatizado para medicdes e controle, a determinacdo desta vazao
ndo foi possivel. Entretanto, pode-se observar que a inje¢ao de CO, foi maior devido a
rdapida queda do pH, que em poucos minutos alcangava valores na faixa de 7,0-7,5 na

entrada do fotobiorreator com a abertura da valvula.

As concentragdes determinadas no meio de cultura também indicaram que com o
sistema automatizado maior volume de CO, foi alimentado ao FBR acarretando em uma
concentracdo de 600 umol/L (medida maxima na segunda batelada) comparada a uma
concentracdo de 79 umol/L (medida maxima na primeira batelada) com o controle da
alimentacdo de CO, realizado por rotametros manuais. Todavia, o aumento de CO,
alimentado com o sistema automatizado de inje¢do acarretou na perda de CO, no gas
exausto do separador gés-liquido, localizado ao final do riser de carbonatacdo e antes da
entrada do FBR. A concentragdo de CO;, no gés exausto variou entre 2 € 4,9 % (v/v).
Entretanto, o limite mdximo de deteccdo do equipamento utilizado era 5% (v/v), isto é,
valores maiores podem ter ocorrido, mas ndo puderam ser determinados devido a
limitag¢do de sensores disponiveis. Algumas solucdes para esta exaustdo de CO; incluem
a reinjecdo deste gds exausto, aumento do comprimento do riser ou instalagdo de
unidades de carbonatagdo em paralelo, menor vazao de CO, e maior tempo de injecao

utilizando uma vélvula proporcional com controle de pH e tempo de injec¢ao.

A taxa de consumo de bicarbonato e CO, no primeiro dia de injecdo de CO; na
primeira batelada foi de 1075 pmol.L'l.h'1 e 0,65 pmol.L'l.h'1 , respectivamente. O
consumo por célula foi de 4411,34 fmol HCO3-/cel e 2,65 fmol COy/cel o que resulta
em uma captagdo de carbono de 868,53 fmol C/cel. Na segunda batelada, as
concentracdes de CO, e de bicarbonato foram aumentando progressivamente ao longo
dos dias com injecdo de CO,, enquanto a concentracdo de carbonato diminuia. As taxas
de consumo de CO, e bicarbonato aumentaram de 44,14 para 78,80 pmol.L’l.h'1 e
421,90 para 1724,18 umol.L™".h™!, respectivamente, nos trés primeiros dias de injecdo na

segunda batelada. Por outro lado, a concentragdo celular na segunda batelada ndo
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alterou com o enriquecimento de CO,. MARCHETTI et al. (2012) obtiveram valores de
contetido de carbono por célula de I. galbana semelhantes ao do presente trabalho, para
condi¢cdes ndo limitantes de nitrogénio e fosforo de 704,74 e 885,94 tfmol Clcel,
respectivamente. A taxa de consumo de carbono na primeira batelada, quando a inje¢ao
de CO,; alterou a taxa de crescimento, foi de 1574,87 mg C/L d. HO et al. (2012)
relatam uma taxa de consumo de carbono de 1420,6 mg C/L d no cultivo de

Scenedesmus obliquus.

Com o enriquecimento do cultivo com CO,, a concentragdo de CO, dissolvido
no meio ¢é elevada. Esta disponibilidade de CO, leva [Igalbana a consumir
preferencialmente CO, em detrimento ao bicarbonato, como pode ser visualizado na
Figura 7.11, onde a diferenca entre a entrada e a saida fica mais pronunciada conforme
aumenta a concentracdo de CO, no meio ao longo das horas de inje¢cdo. BHATTI et al.
(2002) sugerem que em ambientes naturais I. galbana utiliza preferencialmente o DIC
na forma de CO,, entretanto esta espécie possui o mecanismo de captagdo ativo de
ambas as espécies de DIC, bicarbonato e CO,. CAMIRO-VARGAS et al. (2005)
observaram no cultivo de I. galbana e Rhodomonas sp. que a taxa de consumo de DIC
nos primeiros dias de cultivo foi alta para I. galbana, caindo a partir do quarto dia de
cultivo; a mesma queda nao foi observada para Rhodomonas sp. Os autores concluiram
que era necessario um suprimento extra de CO, para manter a taxa de crescimento de 1.
galbana. Estes relatos estdo de acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, e

pode-se concluir que a produtividade em biomassa de I galbana é afetada pela

limitacdo de CO,.

Um parametro importante e que influencia diretamente o metabolismo da célula
¢ a temperatura do cultivo. A temperatura no cultivo outdoor de I. galbana foi
monitorada diariamente, bem como a temperatura mdxima e minima registradas entre as
medi¢oes didrias. A Figura 7.12 apresenta os valores didrios de temperatura para a

primeira e segunda bateladas.
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O perfil da temperatura maxima ndo apresentou uma variacao significativa entre
os cultivos. Todavia, poucos dias do cultivo na primeira batelada tiveram a temperatura
acima de 30°C, e a minima se manteve abaixo dos 24°C, atingindo 16,6°C. A
temperatura maxima alcangada no primeiro cultivo foi de 40,8°C e no segundo foi de

41,4°C.

A faixa de temperatura reportada como ideal para o cultivo de I. galbana varia
de 24° a 30°C (CLAQUIN et al. 2008; MARCHETTI et al. 2012). Os efeitos na célula
de temperaturas abaixo de 19°C e acima de 32°C t€m sido descritos como desde queda
na taxa de crescimento ao colapso do sistema fotossintético (KAPLAN et al. 1986;
OUKARROUM et al. 2012). VAN BERGEIIK et al. (2010) em cultivo outdoor de 1.
aff galbana verificou que abaixo de 15°C nao havia crescimento, € que ocorria uma
variabilidade na taxa de crescimento com a variagdo da temperatura em cultivos
outdoor. GARCIA-GONZALEZ et al. (2005) verificaram um aumento da produtividade
em biomassa com controle de temperatura, mantida em 25°C, no cultivo outdoor em
fotobiorreator tubular de Dunaliella salina para obten¢do de carotenos, quando a
temperatura nio foi controlada a variagdo foi de 17° a 30°C e reduziu a produtividade
de 2,2 g.m'z.d'1 para 0,6 g.m'z.d'l. No caso do experimento aqui realizado, ndo foi
observado o colapso do cultivo a 35°C como em RENAUD et al. (2002). Entretanto,
quando a temperatura do cultivo atingiu 41°C na segunda batelada, a eficiéncia
fotossintética (Fv/Fm) teve uma queda de 0,603 a 0,417 (Tabela 7.4). Apés esta queda,

a cultura entrou em declinio.

A composicdo bioquimica da I. galbana foi determinada na segunda batelada.
As amostras foram coletadas em dois dias do cultivo (28° e 30° dias) em trés horarios
do dia (10:00, 13:00 e 18:00 h). A irradidncia na superficie externa do FBR e a
temperatura da suspensdo celular foram verificadas a cada amostragem. E importante
salientar que no periodo da segunda batelada o horario de verdo estava em vigor. O
ponto escolhido para medir a irradiancia foi a superficie do quinto tubo, de cima para
baixo, entre as colunas 3 e 4. A Figura 7.13 apresenta a distribui¢do da concentracdo de
lipidios totais, carboidratos totais, proteinas totais e a razdo C:N na biomassa seca de 1.

galbana em cultivo outdoor.
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Figure 7.13: Temperatura, irradidncia e composi¢cao bioquimica da I. galbana no
cultivo batelada outdoor no Fotobiorreator.
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A concentracdo de lipidios totais na biomassa seca variou entre 19,9 e 28,2%, e
apresentou o maior valor ao final do segundo dia de amostragem (18:00 h). A
concentracdo de carboidratos totais maxima foi de 29,4%, verificada no horédrio de
maior irradiancia (13:00 h). A razdo C:N nao apresentou variacdo significativa no
primeiro dia de amostragem. Todavia, uma maior razao C:N foi verificada no horério de
maior irradidncia no segundo dia. A concentragdo do pool metabdlico é altamente
influenciada pelas condi¢des de cultivo. As varidveis temperatura, irradiancia e
nutrientes tém sido amplamente investigadas no sentido de encontrar-se os valores
6timos para producio do produto de interesse (GUIHENEUF ez al. 2009; DRAGONE et
al. 2011; DEVI & MOHAN 2012; CHEN et al. 2011; CHEIRSILP & TORPEE 2012;
FLAIM et al. 2012). De acordo com SUKENIK & WAHNON (1991), o aumento da

irradiancia eleva os niveis de carboidratos na célula. Por outro lado, a elevacdo da

temperatura pode reduzir o conteido celular de carboidratos (RENAUD et al. 2002).

A irradiancia apresentou maior influéncia no conteddo lipidico que a
temperatura, pois, para uma temperatura préxima (diferenca de 1,5°C) e uma irradiancia
cinco vezes menor, o contetido de lipidios foi 6,8% maior. A temperatura elevada pode
ter contribuido para a elevacdo da razdo C:N na biomassa no segundo dia de
amostragem. BERGES et al. (2002) verificaram um aumento na fixacdo de carbono em
Thalassiosira pseudonana com o aumento da temperatura. ZHU et al. (1997) cultivando
L. galbana em fotobiorreator tubular outdoor determinaram a composi¢do bioquimica da
célula ao longo do dia, e observaram que o contetdo de carboidratos aumentou durante
o dia alcangando o méaximo as 13:00 h, enquanto o contetido lipidico apresentou um
leve aumento em 48 h. Por outro lado, o conteido protéico foi inverso em relacdo a
irradiancia, temperatura e carboidratos. A variacdo da composi¢do bioquimica no

presente trabalho foi semelhante a obtida por ZHU et al. (1997).
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A Tabela 7.3 apresenta a composi¢do elementar (%CHN) da biomassa na

segunda batelada.

Tabela 7.3: Composicao elementar (% CHN) na biomassa seca de I. galbana

ponto de amostragem data hora N% C% H%

S 28/11/2011* 17:00 3,8140,17 28,70+4,01 5,35+0,22
S 29/11/2011 17:00 3,8110,77 44,46+1,10 6,36+0,03
) 30/11/2011 17:00 4,03+0,14 34,02+1,62 5,63+0,01

) 01/12/2011 17:00 4,23+0,32 40,79+0,99 6,19+0,08
) 02/12/2011 17:00 3,3310,69 34,52+2,86 5,73+0,24
E 06/12/2011 10:00 4,93+0,17 33,80+2,10 6,12+0,27
E 13:40 8,65+1,80 39,06+2,93 6,59+0,15
S 10:00 4,1240,13 35,31+1,14 6,53+0,35
S 13:40 5,44+0,62 42,17+0,22 6,86+0,036
E 08/12/2011 10:30 7,68+0,38 35,65+0,62 6,17+0,05
E 13:40 7,184£0,92 41,06+0,72 6,44+0,08
E 17:00 5,77+£0,71 38,43+1,58 6,35+0,09
) 10:30 8,25+0,13 41,711,138 6,460,110
) 13:40 3,89+0,23 38,02+1,31 6,75+0,20
S 17:00 4,4940,63 35,57+3,58 6,00+0,11

*Sem enriquecimento com CO,

A concentracdo de carbono na biomassa variou de 28,7% a 44,5%. A menor
concentracdo de carbono foi verificada antes do inicio da injecdo de CO, no 20° dia do
cultivo, enquanto a maior concentragdo de C foi observada logo no primeiro dia de
injecdo de CO,, quando a concentracdo de CO, no meio aumentou de 0,1 para 248
umol.L”'. A biofixacdo de carbono apresentou uma tendéncia de aumento com a
irradiancia, com valor na faixa de 40,08+1,88 % C em média no hordrio de maior
incidéncia solar (13:00 h). A disponibilidade de CO, no meio de cultura e a irradiancia

sugerem um aumento na biofixacao de carbono pela célula (HO et al. 2012).

A distribui¢do de lipidios neutros e polares ao longo do dia na segunda batelada
foi determinada por citometria de fluxo. As células coradas com Nile Red foram
analisadas e os resultados obtidos em termos de fluorescéncia (pulsos de voltagem)

foram plotados na Figura 7.14.
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Figura 7.14: Composicao celular de lipidios ao longo do dia em termos de
fluorescéncia (a) lipidios neutros (b) lipidios polares. FL2 é o canal que detecta na
faixa 590-650 nm (Fluorescéncia laranja - lipidios neutros) e FL3 é o canal que
detecta a 682 nm (Fluorescéncia vermelha - lipidios polares).
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Houve um progressivo aumento do contetido de lipidios neutros ao longo do dia.
Por outro lado, as células apresentaram maior conteudo de polares no hordrio do dia de
maior incidéncia solar. Este resultado sugere que enquanto ha luminosidade as células,
através da fotossintese, biofixam o CO, e produzem macromoléculas de elevado
conteddo em carbono, como os lipidios neutros. Ja os lipidios polares sio comumente
associados a membranas fotossintéticas. O conteido por célula de lipidios neutros foi
significativamente maior. Isto se deve principalmente ao fato de que esta andlise foi
realizada com as células em estado estaciondrio, onde hd um acimulo de lipidios de
reserva como os triglicerideos € uma diminuicdo nos lipidios de membrana como os

fosfolipidios (FIDALGO et al. 1998).

Na andlise por citometria, também foi verificado que em muitas amostras havia
duas populagdes distintas de 1. galbana com relagdo ao conteudo de lipidios neutros. As

Figuras 7.15, 7.16 € 7.17 apresentam os graficos 3D da analise por citometria de fluxo.

[sochrysis galbana

| |""
'|.| || |

ﬂl | ||||| !

L '
I L)

S5C

Figura 7.15: Populaciao de I. galbana, FSC= Foward Scatter (tamanho de
particula), SSC= Side Scatter (complexidade celular).
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Figura 7.16: Populacao de I. galbana de cultivo outdoor corada com Nile Red em
FL2 (lipidios neutros), (a) entrada (28° dia de cultivo), (b) saida (28° dia de
cultivo).
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Figura 7.17: Populacao de I. galbana de cultivo outdoor corada com Nile Red em
FL2 (lipidios neutros), (a) entrada (30° dia de cultivo), (b) saida (30° dia de
cultivo).

O gréfico da Figura 7.15 apresenta uma unica populacdo distinta, o que indica
que a contaminagdo neste momento do cultivo ainda era pontual no FBR, localizada
unicamente no topo das colunas, e as amostras analisadas no citdmetro continham
majoritariamente 1. galbana. Assim, as duas populagdes que podem ser visualizadas nas
Figuras 7.16 e 7.17 sdo provavelmente células com diferentes idades e, portanto, com
volumes e conteddo intracelulares diferentes. Uma das funcionalidades da citometria de
fluxo é exatamente distinguir, a partir do SSC e corantes especificos nos canais FL, qual

a fase do ciclo celular. E importante salientar que estas duas populacdes sio
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visualizadas apenas no canal FL2, isto é, a diferenciacdo ocorreu quanto ao conteudo de
lipidios apolares. A distribuicdo de lipidios apolares apresentada na Figura 7.14

compreende a média das populagdes.

Parametros de fluorescéncia da fotossintese foram determinados usando
fluorimetro de Pulso Modulado. As amostras foram coletadas em trés hordrios, as 10:00,
13:00 e 18:00 h do 35° dia de cultivo. O rendimento quantico maximo (Fv/Fm) foi
determinado em amostras da entrada e saida do FBR adaptadas ao escuro por no
minimo 20 min, bem como o rendimento quantico das amostras ndo adaptadas ao
escuro. A irradiancia foi verificada no FBR na superficie externa do quinto tubo de
vidro entre as colunas 3 e 4. A taxa de transporte de elétrons foi calculada de acordo

com a equagao (4.12), os dados sdo apresentados na Tabela 7.4.

Tabela 7.4: Parametros fisiologicos da I. galbana em cultivo outdoor em

fotobiorreator.
Ponto de PAR Rendimento ETR
Hora amostragem Condigdo mol fétons . m2.s Quaéntico* callct;{ada
(entrada ou saida) s <. (D) ’””‘;l_ez gt’ ons .
10:00 E Adaptada ao escuro 0 0,649 e
Adaptada a luz 1755 0,646 478,59
S Adaptada ao escuro 0 0,651 e
Adaptada a luz 1755 0,615 480,07
13:00 E Adaptada ao escuro 0 0,609 e
Adaptada a luz 1723 0,602 440,78
S Adaptada ao escuro 0 0,605 -
Adaptada a luz 1723 0,587 437,89
18:00 E Adaptada ao escuro 0 0,613 -
Adaptadaaluz = - 0,604 -
S Adaptada ao escuro 0 (0025 L —
Adaptada a luz 1273 0,403 223,11

*desvio padrdo maximo = 0,014

A curva de luz rpida das amostras do FBR foi realizada. A Figura 7.18

apresenta as RLC para o cultivo outdoor de I. galbana.
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Figura 7.18: Curva de Luz Rapida (RLC) das amostras de entrada e saida do FBR
adaptadas ao escuro e adaptadas a luz.

O rendimento fotoquimico no cultivo outdoor foi menor que no cultivo indoor.
Isto se deve a algum fator de estresse no cultivo outdoor, o qual pode provocar a queda
do rendimento quantico no sistema PSII, tais como, irradiancia, temperatura e estresse
nutricional. A ETR € diretamente proporcional a irradiancia, até o ponto de saturacao
luminosa. A irradiancia ndo teve uma grande variacao ao longo do dia da amostragem
(Tabela 7.4), caindo levemente no final da tarde. Entretanto, este dia do cultivo
registrou a maior temperatura (T = 41°C), além disto, o fluxo encontrava-se muito
baixo, aumentando o tempo de residéncia no FBR. Estes fatores explicam a discrepancia
entre as amostras de entrada e saida do horario de 18:00 h, bem como a queda no
rendimento fotoquimico nas células da saida do FBR. Como as células da entrada
ficaram mais tempo no TRL, CRL e riser (parte do sistema onde a luminosidade €
minima), apresentaram Fv/Fm compativel com os demais horarios. Como o parametro
Fv/Fm tem relacdo com a saidde da célula, a queda no rendimento quantico demonstrou
que I. galbana estava sob estresse, apresentando baixa eficiéncia fotossintética. O
rendimento fotoquimico do fotossistema II (Fv/Fm) foi utilizado como pardmetro para a
remog¢do do sombrite no cultivo outdoor de 1. galbana por VAN BERGEIIK et al.
(2010), quando as células apresentaram rendimento fotoquimico de no minimo 0,55, a

primeira camada do sombrite foi removida.
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As RLC também apresentaram diferenca entre os cultivos indoor e outdoor de 1.
galbana, valores menores de taxa de transporte de elétrons foram observados em cultivo
outdoor para a mesma irradiancia do cultivo indoor. Esta diferenca entre as curvas de
luz rdpida tem relacdo com a menor eficiéncia quantica verificada nas células no cultivo
outdoor, ambos os parametros (Fv/Fm e ETR) estdo relacionados a um fator de estresse
celular como elevada temperatura ou irradiancia. A ETR calculada resultou em valores
maiores que os verificados na RLC para o cultivo outdoor, esta diferenga entre taxa de
transporte de elétrons calculada e medida também sugere que as células encontravam-se
fisiologicamente alteradas. De acordo com MOLINA GRIMA ef al. (1996b), a
degradacdo da capacidade das microalgas absorverem luz tem sido atribuida a uma
destruicdo de componentes-chave do fotossistema PSII (SAMUELSON et al. 1985).
JENSEN & KNUTSEN (1993) demonstraram que este € um processo reversivel no qual
degradacdo e regeneracdo de componentes essenciais do aparato fotossintético
coexistem e a quantidade disponivel de centros fotossintéticos funcionais é o resultado
de um equilibrio entre os dois processos. A fotoinibi¢do ocorre normalmente em altas
irradiancias, comuns no cultivo outdoor. Todavia, a luminosidade média na cultura €
varidvel devido aos pontos com sombreamento, menor irradiancia e diferentes volumes
especificos dependentes da regido do Fotobiorreator. Contudo, o processo de

regeneracdo pode ocorrer durante toda a extensao da cultura no Fotobiorreator.
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CAPITULO 8 - CONCLUSOES E SUGESTOES

8.1 CONCLUSOES

® A Metodologia de Screening desenvolvida provou ser eficiente utilizando banco
de dados, métricas e engenharia de processos, e resultou nas mesmas espécies

candidatas: 1. galbana e B. braunii;

e 0 enriquecimento de CO, promoveu aumento na produtividade de biomassa no

cultivo indoor sem impacto significativo sobre a acumulacdo de lipidios;

e a batelada alimentada provou ser util para o acimulo de lipidios resultando em

37% de 6leo na biomassa;

e 0 regime semicontinuo resultou em maior produtividade devido a concentragcdo

de biomassa atingir nivel superior;

¢ irradiancia, razdo C:N no meio de cultura e tempo de reposicdo de nutrientes
foram os parametros de maior impacto na produtividade da cultura em modo

semicontinuo;

e o projeto de fotobiorreator e seu protétipo construido operou com resultados

positivos no cultivo outdoor da microalga selecionada: I. galbana;

e 0 cultivo outdoor de I.galbana promoveu acimulo de lipidios (28% de 6leo na

biomassa cultivada em regime batelada);

® baixas vazdes de ar enriquecido com CO; com tempos mais prolongados de
injecdo, como na primeira batelada, demonstraram um uso mais eficiente do

COy;

e variacdes de temperatura, irradiancia e baixa velocidade no FBR (fluxo laminar)
sao os fatores apontados no presente trabalho como principais responsaveis pela

baixa produtividade;
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e o consumo de CO, foi maior em relagdo ao bicarbonato, sugerindo a preferéncia

da I. galbana pelo COy;

e respostas do sistema PSII da célula indicaram alteragdes fisiologicas na célula,

provocadas por algum fator de estresse como a elevada temperatura do cultivo.

8.2 CONCLUSAO GERAL

O Fotobiorreator Piloto apresentou resultados positivos quanto ao cultivo

outdoor de Isochrysis galbana, com potencial na producgao de 6leo e biofixagao do CO,.

8.3 SUGESTOES

No presente trabalho, o sistema de fotobiorreagao foi dimensionado, construido
e testado quanto a sua capacidade de producdo de Isochrysis galbana. O sistema
montado em 2010, com colunas de plastico policarbonato de se¢do quadrada,
apresentou incontorndveis problemas de vazamentos intermitentes, que se agravavam
com a amplitude térmica dos dias. Disto resultou que tais colunas tiveram de ser
substituidas por novas colunas cilindricas, sem pontos de colagem expostos, no primeiro
semestre de 2011. Como resultado foi reduzida a janela de tempo disponivel para
experimentos a praticamente a segunda metade de 2011, dificultando a execucdo de
mais corridas no sentido de explorar aumentos de produtividade de biomassa e testar os
limites da planta, que estd diretamente relacionada com a capacidade do Riser RCT de
prover transferéncia de massa gds-liquido. Entretanto, foi possivel observar que
melhorias no sistema devem ser consideradas para aumentar a produtividade. Algumas

destas possiveis modificagdes sdo listadas a seguir:

* Aumento da capacidade do sistema de resfriamento do FBR por aspersao
de névoa d’4gua para que a temperatura do mesmo ndo ultrapasse a
marca dos 35°C no ver@o;

¢ Filtracdo microbioldgica de todo ar entrando no sistema;

e Melhorias na automacdo da planta, como por exemplo, controladores de
vazdo e valvula de controle para o sistema air-lift e injecdo de CO,, e

termopares nas colunas ligados ao sistema de névoa d’agua;
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e Aumento da vazdo de liquido dentro do FBR, por exemplo, com a

injec@o de ar em baixa vazao nas colunas.

Alguns aspectos quanto as células também podem ser otimizados:

e Adaptagdo celular as condi¢des de irradidncia para diminuir ou eliminar
a fase lag, a qual pode ser feita no préprio FBR utilizando-se alguma
cobertura semitransparente que possa ser removida aos poucos, como um
sombreiro, ou adaptacdo nos proprios carboys utilizando-se lampadas
fluorescentes;

¢ Inocular o sistema com mais células;

e Realizar cultivo massivo, isto €, adicao de células novas semanalmente,
por exemplo, mantendo a I. galbana sempre em condi¢des bioldgicas
competitivas;

e Utilizar outra cepa com maior resisténcia a variacdo de temperatura e
irradiancia. Neste caso, o ideal é uma espécie para ser cultivada no
outono/inverno e outra na primavera/verdo. Outra possibilidade é uma
célula geneticamente modificada de acordo com a necessidade, como as
temperaturas no Rio de Janeiro sdo elevadas no verdo uma célula com

crescimento 6timo em 35°C levaria a maiores produtividades.

Outra questdo relevante estd relacionada a colheita da biomassa, que néo foi alvo
do presente trabalho, mas vem sendo estudada pelo grupo de pesquisa em microalgas do
Laboratério H2CIN da Escola de Quimica da UFRJ. Diferentes métodos de floculagao
estdo sendo testados para separacido da biomassa de I. galbana no sentido de otimizar e
diminuir os custos das operacdes unitdrias de separacdo. Melhorias relacionadas a planta
e célula devem ser realizadas para aumentar a produtividade e verificar-se o limite real
de producdo da planta piloto. Apds as modificacdes sugeridas serd possivel analisar o
escalonamento da planta piloto com a multiplicagdo das unidades e/ou do nimero de

risers.
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8 30 25 10 00151 272 10 16616E+07 877 KS04 Source: Dickson I
o 30 25 10 0.0151 367 10 15426E+07 817 ]
10 30 25 10 00151 256,60 10 1.6029E+07 8,65 ]
1 30 25 10 00151 36.10 10 15686E+07 783 ]
12 30 2b 10 00151 4050 10 1.6426E+07 754 ]
13
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16
17
18
19
20
21
22
23
24
2b

e T4 L
4 4 » W[ INFO _INPUT | DATA %3
Pronto .ﬂ

Ei dados fotobio... ,é ksod constant... B cdiacl05.pdf -...




/S_rnacro_|

C_2011 saida [M
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Colar - - A =||¢= ’m |&3 - ey opo||%2 5| | Formatagio  Formatar  Estilos de | Inserir Excluir Formatar _ Classificar Localizar e
T Condicional * como Tabela~ Célula = ™ i ™ e Filtrar = Selecionar =

AreadeT.. & Fonte P Alinhamento P Mamero (F] Estilo Células Edigdo

A2 - f | INPUT CONDITIONS

AM AN AD AP A AR AS AT AU AV AW AX Ay AT BA BE B BD =
2 |RESULTS (Output Conditions) ]
o) out P (dbars) S CO2 out pCO2 out  HCO3 out CO3 out €02 out B Alk out OH out P Alk out {:;jlt;;:u T e TR xCO2 out (dry SubFlag|

. out (ote) (o) (unol/kgSW) (unol/kgSW) (umol/igSW) (unal/kgSW) unalfkgSw) (unalhgswy (7 at Latn) (pprs) =
4 28,000 100 7.649 74624503 T48b47B0 131952023 641403 4 201883.7 371 32 a0 00 18999 1617200 1062676 77706310
B 31,600 100 7.952 33216633 33314693 115690455 12821031 826407 72T 2.8 00 00 13,320 3269796 2174061 345838854 I
6 34,000 10.0 8016 28069813 28150438 111855088 15500369 662519 8556 1256 ao ao 12000 4013272 26907.83 20683164 I
7 26.200 100 8.197 17458677 17514404 110866207 17220638 50616 6 98.3 20 00 a0 11666 4309116 28075.63 18076721 i
8 27.200 10.0 8.736 3339983 3360388 72482332 41836664 92128 2072 7o a0 a0 8983 10524171 68983.256 347193 56 ]
9 36.700 10,0 7.997 31711291 31799529 119340147 17459495 70746.3 872 149 0.0 0.0 11731 4540581 3074527 33826683 I
10 26,600 10.0 8.641 486680.3 4872230 85461635 37414624 139393 1842 2b8 a0 a0 8953 Q371729 6113271 50326456 i
1 36.100 10.0 7676 76688535 76903430 137983757 943061.8 1731981 47.1 6.8 00 00 16321 2446427 1662830 B1637749 ]
12 40,500 10,0 7.356 170143352 170696290 143404403 BA27721 3624310 26.8 4.6 0.0 0.0 18493 1435988 086750 18413604 4 I
13 ]
14 ]
15 I
16 I
17 ]
18 [
19 I
20 ]
21 ]
22 I
23 ]
24 ]
25 I
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