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RESUMO

A utilizacdo de microalgas, no ambito das energias renovaveis, recebe grande
atencao na atualidade devido a enorme procura mundial por fontes energéticas
sustentveis, muito por possuir elevado rendimento fotossintético, conduzindo a
grandes producdes de biomassa e elevado teor lipidico. Entretanto, para que o
biodiesel produzido alcance valores competitivos no mercado, ainda existem
muitos desafios tecnoldgicos. No que tange o cultivo, 0 aumento da densidade
microalgal € um fator importante para tornar essa tecnologia viavel, em especial,
visando a reducgéo de custos. Por exemplo, significativas redugcdes de custos
seriam obtidas se os nutrientes pudessem ser obtidos de forma mais acessivel,
do ponto de vista financeiro e ambiental, e mantendo condi¢cdes otimizadas de
cultivo. Deste modo, o presente estudo tem como objetivo analisar o cultivo de
microalgas, da espécie Nannochloropsis oculata, utilizando estruvita (precipitado
de efluente) como nutriente rico em nitrogénio e fésforo, e analisar a influéncia
de diferentes condicbes de luminosidade no cultivo por meio dos ajustes de
modelos mateméticos aos dados de crescimento microalgal. Os modelos
estudados descreveram de forma satisfatoria o crescimento da biomassa para
as condi¢des de luminosidade 24 _h luz: 00_h escuro e 12_h luz: 12_h escuro,
com coeficientes de correlacdo variando de 0,999 a 0,991. O modelo de
Stephanopoulos foi 0 que apresentou menores desvios em relagcdo aos dados
experimentais. A modelagem matematica e os dados experimentais mostraram
que a condicdo de luminosidade 12 _h luz: 12_h escuro otimiza os valores de
densidade celular (241,527x10* células.mL) e teor de bio-6leo (20,019%),
gerando ainda uma reducéo de 0,56 KWh para cada litro de cultivo. A analise do
planejamento fatorial 23, mostrou o potencial de utilizagdo de estruvita como
fonte de fésforo em cultivo de microalgas e o bio-6leo proveniente deste cultivo

possui caracteristicas similares ao obtido por nutrientes convencionais.

Palavras-chave: microalga, bio-6leo, modelagem, Nannochloropsis oculata.



ABSTRACT

The use of microalgae in the field of renewable energy is receiving great attention
today due to the huge worldwide demand for sustainable energy sources, due to
its high photosynthetic yield, leading to high biomass production and high lipid
content. However, for the biodiesel produced to reach competitive values in the
market, there are still many technological challenges, especially regarding the
cost reduction in the microalgal cultivation stages. For example, significant cost
reductions would be obtained if nutrients could be obtained more affordably from
a financial and environmental point of view while maintaining optimal cultivation
conditions. Thus, the present study aims to analyze a cultivation of microalgae of
the species Nannochloropsis oculate, using struvite as nutrient, and also to obtain
microalgal growth models under different light conditions. The studied models
described satisfactorily the growth of biomass for the conditions of luminosity
24 h light: 00_dark and 12_h light: 12_h dark, with correlation coefficients from
0.999 to 0.991. Stephanopoulos’ model showed the least deviations from the
experimental data. Mathematical modeling and experimental data showed the
luminous condition 12_h light: 12_h dark optimizes the values of cell density
(241.527x10* cells.mL?) and bio-o0il content (20.019%), still generating a
reduction of 0.56 KWh for each liter of cultivation. The analysis of 22 factorial
design, using struvite as nutrient in different proportions, showed the potential of
using struvite as a source of phosphorus in microalgae cultivation and its bio-oil

has similar characteristics to that obtained by conventional nutrients.

Key words: microalgae, bio-oil, modeling, Nannochloropsis oculata.
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1. INTRODUCAO

Atualmente ha uma enorme procura mundial por fontes energéticas
sustentdveis. Justificada pelos grandes impactos ambientais gerados pelo consumo
das fontes atuais de energia, principalmente combustiveis fosseis. Por exemplo, a
crescente concentragdo de CO2 atmosférico € considerada a principal razéo para o
aguecimento global e pode ter consequéncias catastréficas para o meio ambiente
(CHANG et al., 2016).

As microalgas recebem assim uma atencao no ambito das energias renovaveis,
pois usam fétons como fonte de energia para fixar didoxido de carbono (COz2),
reduzindo-o do ar atmosférico. Também, seu elevado rendimento fotossintético,
comparado com plantas terrestres, conduz a grandes producdes de biomassa
microalgal. Essa biomassa pode atingir um teor lipidico alto (60% do peso seco sob
certas condicdes de estresse).

Um beneficio adicional é que as microalgas podem ser cultivadas em tanques
sob solos aridos, improprios para a agricultura convencional, ou em grandes
reservatérios de agua salgada. Além disso, a possibilidade de utilizacdo de nutrientes
de efluentes liquidos e a fixacdo de CO2 podem gerar beneficios ambientais,
ocasionados pela diminuicdo do impacto destes elementos nos ecossistemas locais
(CONVERTI et al., 2009). Assim, a partir dessas possibilidades citadas, levaram
pesquisadores a considera-las como uma das principais fontes de biocombustiveis
em um futuro proximo (BERNARD, 2011).

Entretanto, embora os biocombustiveis ainda sejam mais caros que 0S
combustiveis fésseis, sua producdo esta aumentando em certos paises do mundo
todo, incentivada principalmente por medidas provenientes do poder publico. Ainda
existem muitos desafios tecnoldgicos a serem superados, para que 0 bio-0leo
produzido através de microalgas alcance valores competitivos no mercado,
principalmente com a reducgéo de custos nas etapas de cultivo e extracdo de lipidios
(MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).

1.1. Problemade pesquisa



16

O objeto de estudo desta pesquisa versa sobre métodos de predicédo e reducéo
de gastos no cultivo de microalgas de modo a tornar o bio-6leo com valores mais
competitivos de mercado. As duvidas a serem sanadas compreendem se € possivel
a utilizacdo de modelos mateméticos de luminosidade para predicdo do cultivo de
microalgas? Pode-se reduzir gastos com luminosidade sem gerar grande interferéncia
no cultivo? Também, pode ser considerado viavel o uso de estruvita como fonte

alternativa de nutrientes para cultivo de microalgas?

1.2. Justificativa

Para aumentar a eficiéncia produtiva € imprescindivel manter as microalgas sob
condicdes de cultivo otimizadas, e a este respeito, € necessério dispor de modelos
cinéticos de crescimento microalgal, que sejam capazes de elucidar quantitativamente
as influéncias de parametros operacionais cruciais, por exemplo, intensidade
luminosa, taxa de arejamento, concentracédo de CO2 (CHANG et al., 2016).

Portanto, o desenvolvimento e aplicacdo de modelos mateméticos que levem em
conta os efeitos conjugados de intensidade de luz e concentracdo de nutrientes é
necessario para alcancar uma otimizacdo das condicfes de cultivo, voltadas para o
crescimento microalgal maximo e biofixacdo de CO2 (CHANG et al., 2016).

Além disso, o cultivo de microalgas adquire altos custos na adicdo de nutrientes,
como fertilizantes comerciais, assim reducdes significativas poderiam ser obtidas a
partir de microalgas, se os nutrientes utilizados forem obtidos de forma mais acessivel
financeiramente (MOED; LEE; CHANG, 2015). Por exemplo, pode ser citado a
alimentacdo direta com aguas residuais, porém essa aplicacao deve ser utilizada com
cautela devido a possibilidade de introduzir no sistema microrganismos prejudiciais ao
cultivo.

Desta forma, surge a possibilidade de utilizagc&o da precipitacéo de estruvita, de
um efluente industrial, no lugar de aguas residuais, como fonte de nitrogénio e fosfato
(MOED; LEE; CHANG, 2015). Corroborando, Moed, Lee e Chang (2015) relatam que
existem poucos estudos publicados sobre o uso de estruvita como fonte de nutrientes
em cultivo de microalgas, justificando assim a importancia deste estudo, de modo a

contribuir com o preenchimento desta lacuna no meio cientifico e empresarial.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Tendo em vista a importancia do tema relacionado a microalgas, em especial
para geracao de energia, este trabalho se dividiu em duas etapas principais.

Em um primeiro momento teve-se como objetivo a realizacdo de um estudo
bibliométrico, no qual pretendeu-se investigar se os temas de modelagem e uso de
estruvita como nutriente para cultivo de microalgas encontravam-se relevantes no
meio académico.

Na segunda etapa objetivou-se utilizar estruvita, produto formado a partir da
precipitacdo do ion amdnio, fosfato e magnésio no cultivo de microalgas da espécie
Nannochloropsis oculata como provavel nutriente substituto de nitrogénio ou fosforo,
e analisar a influéncia de diferentes condi¢cdes de luminosidade no cultivo por meio

dos ajustes de modelos matematicos aos dados de crescimento microalgal.

2.2. Objetivos especificos

Visando atender ao objetivo geral, os seguintes pontos foram definidos como
objetivos especificos:

e Realizar um estudo bibliométrico sobre modelagem de crescimento e o uso da
estruvita como nutriente em um cultivo de microalgas;

e Realizar o cultivo de microalgas sob diferentes condi¢bes de luminosidade,
comparando-se os dados experimentais do crescimento microalgal com ajuste
de modelos matematicos;

¢ Realizar os experimentos de cultivo de microalgas em duplicata, utilizando um

planejamento fatorial do tipo 23 com ponto central,
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Microalgas

As microalgas séo microrganismos unicelulares fotossintéticas procariéticas ou
eucaridticas, que podem crescer rapidamente e viver em condi¢cdes adversas devido
a sua estrutura celular. Exemplos de microrganismos procariotas sdo Cyanobacteria
(Cyanophyceae) e eucariotas sdo, por exemplo, algas verdes (Chlorophyta) e
diatomaceas (Bacillariophyta). As microalgas estdo presentes em todos o0s
ecossistemas existentes, ndo apenas aquaticos, mas também terrestres,
representando uma grande variedade de espécies que vivem em uma ampla gama de
condicBes ambientais (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).

Quanto a reproducao, elas se reproduzem usando a fotossintese para converter
energia solar em energia quimica, completando todo um ciclo de crescimento em
poucos dias. Além disso, elas podem crescer praticamente em qualquer lugar,
exigindo luz solar (em cultivos fototroficos) e alguns nutrientes simples, embora as
taxas de crescimento possam ser aceleradas pela adicao de nutrientes especificos e
arejamento suficiente (A LOOK BACK AT THE U.S., 1998).

As microalgas podem fornecer matéria-prima para varios tipos diferentes de
combustiveis renovaveis, como biodiesel, metano, hidrogénio, etanol, entre outros.
Além disso, elas tém taxas de crescimento e produtividade muito mais altas quando
comparados a florestas convencionais, culturas agricolas e outras plantas aquaticas,
exigindo muito menos area de terra do que outras matérias-primas de biodiesel de
origem agricola, portanto, a competicdo por solo aravel com outras culturas, em
particular para consumo humano, € bastante reduzida (MATA; MARTINS; CAETANO,
2010).

A biossintese de lipidios através de microalgas é afetada por fatores quimicos e
fisicos. Como fatores pode-se citar a disponibilidade de nutrientes, a salinidade, o pH
do meio de cultura, a intensidade luminosa e a temperatura (AZEREDO, 2012).

Assim, as microalgas possuem caracteristicas muito atrativas do ponto de vista
produtivo, socioeconémico e ambiental. Porém para se obter o éxito com uma alta
produtividade de lipidios, faz-se necessario a escolha de espécies com propriedades
relevantes e de facil cultivo (MCGINNIS; DEMPSTER; SOMMERFELD, 1997).
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3.2. Nannochloropsis oculata

A microalga Nannochloropsis oculata pertence a divisdo Ochrophyta, da classe
Eustigmatophyceae. Possui célula simples em morfologia, com didametros variando de
2 a 8 um e possui plastideos semelhantes a plantas. Através da Figura 1 é possivel
visualizar a morfologia das células e a localizacdo do armazenamento lipidico (MA et
al., 2016).

Figura 1 - Micrografias de N. oculata tipicas representando (a) a morfologia; e (b) diferentes
organelas. LD, goticula lipidica; N, nacleo; ST, pilhas de de tilacoides; V, vacuolo.

Fonte: (MA et al., 20165.

As microalgas do género Nannochloropsis tem atraido cada vez mais o interesse
de pesquisadores devido sua alta taxa de acumulacdo de biomassa e alto teor de
lipidios. Sua composicdo quimica consiste em 17,62% de lipidios, 10,62% de
carboidratos e 32,76% de proteinas (MAL et al., 2014; RIBEIRO et al., 2016).

Sob condi¢Bes oOtimas de crescimento, essa espécie de microalga sintetiza
acidos graxos principalmente para a esterificacdo em lipidios de membrana a base de
glicerol, que constituem cerca de 5% a 20% do peso seco da célula (DW); sob
condicdes desfavoraveis ou estressadas, a biossintese de lipidios de microalgas €
canalizada para lipidios neutros principalmente na forma de TAGs (20% -50% DW).
As Nannochloropsis tém um conteudo lipidico que varia de 37% a 60% (de DW), maior
do que outras cepas de microalgas, indicando a superioridade da espécie para
producéo lipidica (MA et al., 2016).

A Nannochloropsis oculata possui parede celular rigida e composta de
polissacarideos; a estrutura quimica do seu produto de reserva ndo € conhecida, mas
sabe-se que nao se trata do amido. Por sua facilidade de cultivo, tamanho pequeno,
velocidade de crescimento e alto teor de lipidios (Tabela 1), esta microalga € uma
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promissora matéria prima para a obtencdo de biodiesel (ZITELLI, RODOLFI &
TREDECI, 2004; LOURENCO, 2006; SOARES, 2010; DOAN, 2011; MOAZAMI,

2012).

Tabela 1 - Conteudo lipidico e produtividade de diferentes espécies de microalgas (% em peso seco

de biomassa).

Produtividade

De . .
- Percentual L Volumétrica Espacial
Especie YR Lipidios . .
Lipidios % mg/L/dia g/L/dia g/m2/dia
Botryococcus
braunii 25-75 - 0.02 3.0
Chaetoceros 34 29 0.07 )
muelleri
Chaetoceros 15-40 18 0.04 .
calcitrans
Chlorella vulgaris 5-58 11-40 0.02-0.20 0.57-0.95
1.61—
Chlorella sp 10-48 42 0.02-2.5 16.47/25
Dunaliella salina 6-25 116 0.22-0.34 1'6_3;'85/20_
Dunalielia 23 . 0.09 14
primolecta
Dunaliella 17-71 : 0.12 :
tertiolecta
Dunaliella sp. 18-67 34 - -
Euglena gracilis 14-20 - 7.70 -
Isochysis galbana 7-40 - 0.32-1.60 -
Isochysis sp. 7-33 38 0.08-0.17 -
Nannochloropsis 23-29 84-142 0.37-0.48 :
Nannocshp'oro'os's 12-53 37-90 0.17-1.43 1.9-5.3
Pavlova salina 31 49 0.16 -
Pavlova lutheri 35 40 0.14 -
Scenesdesmus 19-21 41-54 0.03-0.26 2.43-13.52
Dimorphus
I : 15
Spirulina platensis 4-16 - 0.06—4.3 14.5/24-51
Spirulina maxima 4-9 - 0.21-0.25 25
Tetraselmis 8-23 27-36 0.12-0.32 19
suecica
Tetraselmis sp. 12-15 43 0.30 -

Fonte: CHISTI 2007; MENG et al., 2009; RODOLFI et al., 2009; MATA et al., 2010.
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3.3. Meios de cultivo microalgal

As microalgas podem ser cultivadas em meios de cultivo marinho, agua doce e
salobra. Os meios de cultivo sdo compostos por vitaminas e nutrientes, estes
nutrientes s&o compostos por macroelementos e microelementos (GUILLARD, 1975;
LOURENCO, 2006).

A composicao dos meios de cultivo varia de acordo com a espécie, pois cada
tipo de microalga possui necessidade diversa. Como exemplo, o silicato é usado
especificamente para o crescimento das diatomaceas que utilizam este composto
para a formacéo de uma carapaca externa, chamada de frastula (COUTTEAU, 1996).

De acordo com a composicdo quimica os meios de cultivos podem ser
classificados como semidefinidos e definidos. Os meios de cultivo semidefinidos sé&o
preparados com agua do mar natural suplementada com nutrientes e vitaminas. Os
meios de cultivo definidos sdo preparados a partir de agua, deionizada ou destilada,
suplementada com nutrientes, vitaminas e sais inorganicos, a fim de simular a
composi¢ao da dgua do mar. Os meios de cultivo semidefinidos s&o os mais utilizados
para a producdo de microalgas marinhas em escala comercial (GUILLARD, 1975;
LOURENCO, 2006).

3.4. Tipos de cultivo microalgal

As caracteristicas de crescimento e composi¢cdo das microalgas sao conhecidas
por depender significativamente das condi¢cdes de cultivo. Existem quatro tipos
principais de condicdes de cultivo para microalgas: cultivo fototrofico, heterotrofico,
mixotréfico e fotoheterotrofico, que estdo apresentadas no Quadro 1 (CHEN et al.,
2011).



Quadro 1 - Tipos de cultivo de microalgas.
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Fototrofico

Descricao

Ocorre quando as microalgas usam luz como fonte de energia,
e carbono inorgéanico (ex, CO2) como fonte de carbono para
formar energia quimica através da fotossintese. E a condic&o
de cultivo mais utilizada para o crescimento de microalgas.

Vantagens

Problemas de contaminagcdo menos grave, sendo mais facil de
escalar, como um sistema de lagoas abertas, e € promissor
porque as microalgas podem absorver CO2 do gas de
combustéo das fabricas e converté-lo em o6leo.

O menor custo para o escalonamento do cultivo fototrofico,
torna este método muito atraente.

Desvantagens

Descricao

Vantagens

Desvantagens

Descricao

Descricao

Produtividade do 6leo geralmente mais baixa que a do cultivo
heterotréfico, devido principalmente ao lento crescimento
celular e a baixa produtividade de biomassa.
Heterotrofico
Microalgas usam carbono organico como fonte de energia e
carbono, podendo assimilar uma variedade de fontes de
carbono organico (como glicose, acetato, glicerol, frutose,
sacarose, lactose, galactose e manose) para o crescimento.
Pode evitar os problemas associados a luz limitada que
impedem a alta densidade celular em fotobiorreatores de larga
escala durante o cultivo fototrofico, deste modo, maior
producdo de biomassa e produtividade podem ser obtidas.
Contaminacéo, especialmente em sistemas abertos de cultivo,
causando problemas na producdo em grande escala. Além
disso, o custo de uma fonte de carbono orgénico também é
uma grande preocupacao do aspecto comercial.
Mixotrofico
Ocorre quando as microalgas sofrem fotossintese e usam
compostos organicos e carbono inorganico (CO2) como fonte
de carbono para o crescimento. Isto significa que as
microalgas sédo capazes de viver sob condi¢cdes fototréficas ou
heterotroficas, ou ambas.
Fotoheterotroéfico
Ocorre quando as microalgas requerem luz quando se utilizam
compostos organicos como fonte de carbono. A principal
diferencga entre o cultivo mixotrofico e fotoheterotréfico € que,
este ultimo, requer luz como fonte de energia, enquanto o
cultivo mixotréfico pode usar compostos organicos para
atender a essa finalidade.
Mixotrofico e Fotoheterotroéfico

Vantagens

Promove maior producdo de biomassa, dependendo da
caracteristica da microalga cultivada.

Desvantagens

Sé&o restritos pelo risco de contaminacéo e requisitos de luz, e
também requerem projetos complexos de fotobioreatores,
aumentando assim o custo de operacao.

Fonte: Adaptado de (LIANG et al., 2009; HUANG et al., 2010; MATA et al., 2010; CHEN et al.,

2011; SUALI & SARBATLY, 2012; HAKALIN, 2014).
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3.5. Fatores propicios para crescimento microalgal

Carbono, nitrogénio e fosforo sdo geralmente usados por microrganismos como
fonte de alimento. Isso é necessario para a sustentabilidade de sua vida. Portanto, as
microalgas também podem crescer usando esses tipos de substratos, além de

condicOes favoraveis de temperatura, pH e luminosidade (RAZZAK et al., 2017).

3.5.1.Carbono

O carbono inorganico pode ser usado como uma fonte de carbono sob condi¢des
fototréficas e mixotréficas. Além disso, o carbono organico encontrado nos nutrientes
pode ser usado como fonte de carbono tanto para o crescimento das microalgas
quanto para a energia necessaria. O papel especifico do carbono organico depende
fortemente do metabolismo das microalgas. Esta capacidade das microalgas para
usar carbono organico é relevante quando microalgas sdo cultivadas em aguas
residuais sob condi¢cdes mixotréficas (OSUNDEKO; DAVIES; PITTMAN, 2013).

Perez-Garcia et al. (2011) revisaram o metabolismo de glicose, glicerol, acetato
e outras fontes de carbono para o cultivo de microalgas heterotroficas. Esses autores
mostraram a flexibilidade significativa de microalgas em relacdo a varios meios de
fonte de carbono. Embora houvesse alta produtividade de biomassa sob condi¢des
mixotroficas, pbde-se notar também que houve menos captura de CO2. No entanto,
sob tais condi¢des operacionais, tanto o carbono orgénico quanto o CO2 sé&o utilizados
como parte do corpo celular. Esta competicdo por fontes de carbono pode reduzir,

como resultado, a quantidade de CO2 consumida pelas microalgas.

3.5.2.Nitrogénio

Compostos nitrogenados, especialmente aménio e nitrato, sdo importantes
substratos para o crescimento de microalgas. Estes compostos contribuem para mais
de 10% da biomassa de microalgas. Além disso, a ureia e o nitrito sdo outras formas
de compostos nitrogenados, mas o Uultimo é considerado toxico em altas
concentracdes. Em particular, o aménio é preferido pelas células de microalgas (CAl,
PARK; LI, 2013).
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No entanto, alguns pesquisadores afirmam que o amonio também pode ser
toxico para microalgas. Este € o caso, se 0 amobnio estiver presente em altas
concentragdes. Além disso, a amodnia também pode causar efeitos nocivos ao meio
ambiente, se for liberada diretamente na atmosfera. Assim, uma selecdo adequada
de uma fonte de nitrogénio é necessaria para o crescimento de microalgas. Pode-se
notar também que, no caso do tratamento combinado de aguas residuarias e cultura
de microalgas, os nutrientes ou as fontes de nitrogénio podem ser dificeis de serem
controlados (WANG et al., 2008).

As microalgas convertem compostos nitrogenados inorganicos, como amoénio,
nitrato, nitrito, amoénia, em compostos organicos contendo nitrogénio, como proteinas,

enzimas e clorofilas, por meio de processos de assimilagcdo (CAl; PARK; LI, 2013).

3.5.3.Fosforo

O fésforo € outro nutriente importante para o crescimento de microalgas. O
fésforo pode participar na formacdo de proteinas, lipidios e intermediarios de
carboidratos. Da mesma forma, as microalgas podem incorporar compostos
fosfatados inorganicos, como os fosfatos de hidrogénio formando espécies organicas
via fosforilacdo. Além disso, algumas microalgas sdo capazes de utilizar fosforo,
formando ésteres organicos que sao valiosos para o crescimento celular. Em um meio
de pH relativamente alto, os fosfatos sedimentam na forma de sais fosforicos e matéria
organica (HU et al., 2012; CAIl; PARK; LI, 2013).

As células de microalgas tendem a armazenar as quantidades em excesso de
fésforo como granulos de polifosfato. Assim, estes granulos podem ser usadas por
microalgas durante condi¢cfes de fome de fosfato para o crescimento celular. Como
resultado, a reducéo de fosfatos pode afetar o processo de fotossintese e a producao
de lipidios (RAZZAK et al., 2017).

3.5.4.0utros micronutrientes / elementos

Outros micronutrientes como metais tracos, como silicio e ferro, podem ser
usados pela cultura de microalgas. Essas espécies podem ser toxicas para algumas
espécies de microalgas, em concentracdes razoavelmente altas (CAl; PARK; LI,
2013).
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3.5.5.Concentracao e absorcao de CO>

O dioxido de carbono é usado principalmente como fonte de carbono para o
cultivo de microalgas fotoautotréficas. Nos ultimos anos, muitos pesquisadores
estudaram o efeito da concentracdo de CO2z no crescimento de células de microalgas
a partir de um ponto de vista fisiologico (RAZZAK et al., 2017).

O ar atmosférico contém pequenas quantidades de CO2. Este CO2 nao é
suficiente para o crescimento de células de microalgas devido as limitadas forcas de
transferéncia de massa. Este problema pode ser resolvido tomando CO2 de uma fonte
pura ou usando CO2 dos gases de combustéo, resolvendo ao mesmo tempo a questao
ambiental com a captura de CO2. Além disso, quando um fluxo de CO: € alimentado
para o meio de cultura com aspersores, a formacdo de grandes bolhas reduz a
eficiéncia da utilizacdo de CO2. Portanto, pequenos fluxos de bolhas precisam ser
implementados para melhor absorcdo de CO2 (MCGINN et al., 2011; FERNANDEZ et
al., 2012).

Foi observado por Tang et al. (2011) que a producdo de biomassa pode estar
relacionada com as concentracdes de CO2. Sendo que sua producdo pode aumentar
quando baixas concentracdes de CO2 sdo utilizadas. Por outro lado, o rendimento da
biomassa comeca a diminuir em concentragdes mais elevadas de CO2. Esses autores
identificaram 5 a 10% de CO2 como faixa de concentracdo 6tima para o crescimento
de microalgas.

Chiu et al. (2009) estudaram o crescimento de Nannochloropsis oculata em uma
cultura semicontinua. Os resultados mostram que quando o ar com 2% (v / v) de CO2
€ alimentado ao meio de cultura, o crescimento das células de microalgas é
estimulado. Se, no entanto, concentra¢cdes mais altas de CO2 sdo usadas no meio de

cultura (5-15 v%), isso tem efeitos negativos sobre o crescimento celular.

3.5.6.Luminosidade

A disponibilidade e quantidade de luz é um fator importante do processo de
fotossintese no crescimento das microalgas. A este respeito, pode-se mencionar que
existem muitos parametros que afetam a eficiéncia da utilizacdo da luz, como a

densidade da cultura e a pigmentacao celular (RUBIO et al., 2002).
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Em sistemas de cultivo abertos, a luz solar é aplicada diretamente aos meios de
cultura. Assim, em sistemas ao ar livre, pode-se notar que, as vezes, ha limitacdes de
crescimento, dado que a radiacao de luz é baixa e distribuida de forma desigual. Por
outro lado, em sistemas fechados, os fotobiorreatores podem fornecer uma taxa de
crescimento de microalgas muito maior usando lampadas fluorescentes (RAZZAK et
al., 2017).

Rubio et al. (2002) desenvolveram um modelo para descrever os efeitos da
radiacéo de luz no processo de fotossintese do crescimento de microalgas. Observou-
se que para atingir alta producdo lipidica, a utilizacéo de luz deve ser aprimorada para
melhorar a eficiéncia fotossintética.

O aumento da intensidade de luz causa o aumento de producdo da biomassa
até um determinado nivel. A partir de um determinado ponto, os fotossistemas séo
danificados e a producao de biomassa diminui, sendo que estes danos sao definidos
como fotoinibicdo. Portanto, é muito importante manter uma iluminacdo adequada
durante todo periodo de cultivo ou utilizar a luz de forma eficiente, expondo as
microalgas a pequenos periodos ciclicos de claro/escuro (RICHMOND, 2000;
CAMACHO et al.,2003; ANDRADE et al., 2014).

3.5.7.Temperatura de cultivo

A temperatura tem efeitos perceptiveis no crescimento de microalgas e na
producdo de biomassa, porque afeta o processo metabdlico e a taxa de reacéo
bioldgica (RAZZAK et al., 2017).

Flutuacdes sazonais e diarias das condi¢des climaticas dificultam o controle da
temperatura dentro de uma faixa especifica para o cultivo de microalgas ao ar livre.
Isto é especialmente verdade, em dias mais frios, quando a temperatura relativamente
baixa afeta o crescimento das microalgas. Este problema pode ser resolvido através
do desenvolvimento de cultura de microalgas em conjunto com uma fonte de CO:
relativamente quente. Por outro lado, nos dias de verdo, quando a temperatura € muito
alta, o resfriamento evaporativo pode ser usado para favorecer as melhores condi¢des
para a cultura de microalgas. Isto pode ser conseguido pulverizando a agua no tanque
de cultivo (MCGINN et al., 2011).

Os cultivos de laboratorio tém a vantagem de permitir melhor controle de

temperatura nos niveis térmicos desejados. Portanto, colocando o fotobiorreator em
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uma sala especial com uma temperatura definida, o meio de microalgas pode ser
mantido a uma temperatura definida (RAWAT et al., 2013).

A temperatura ideal depende de cada espécie a ser cultivada. Algumas
microalgas séo tolerantes a temperaturas elevadas, como as Chlorellas, que suportam
até 315 K (42°C), mas geralmente sdo mantidas entre 298 e 308 K (25 e 35°C)
(ANDRADE et al., 2014).

3.5.8.pH

O pH do meio de cultura € um fator importante que afeta o crescimento de algas.
Este € o caso, uma vez que o pH inadequado (alto ou baixo) pode ter um impacto
negativo no crescimento de células de microalgas. Normalmente, o meio acido (pH 5—
7) é favoravel para o crescimento de algas eucaridticas de agua doce, enquanto o
meio alcalino (pH 7-9) € benéfico para o crescimento de cianobactérias (algas azuis-
verdes) (RAZZAK et al., 2013).

3.5.9.Efeito do fluxo de gas na mistura de culturas

Ar atmosférico livre misturado com CO2 puro ou mesmo gases de combustao,
pode ser alimentado a uma cultura de microalgas. Ao usar fluxos adequados, iSsO
pode ajudar a evitar a precipitacdo celular, aumentando o crescimento celular
(RAZZAK et al., 2017).

Devido a limitacdo do transporte de massa e difusdo de CO: através do meio
liguido, o aumento da taxa de fluxo de gas ajuda a maximizar a produtividade da
biomassa. Descobriu-se que em muitos fotobiorreatores, o gas é introduzido para
fornecer tanto turbuléncia quanto manter as células de microalgas em suspenséo. De
fato, a espessura da camada de agua que envolve as células das microalgas
determina a taxa de transferéncia ou utilizacado de nutrientes. Assim, uma vez que a
turbuléncia é criada nos meios de cultura, taxas favoraveis de transferéncia de
nutrientes séo asseguradas (RAZZAK et al., 2017).

A Figura 2 apresenta uma visdo esquematica dos fatores e condigdes abordadas

que afetam o crescimento das microalgas.
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Figura 2 - Diagrama esquematico de fatores de crescimento de microalgas, incluindo fontes de
energia, nutrientes e outros fatores (por exemplo, mistura, temperatura, pH).

Fatores de crescimento de microalgas
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Fonte: Adaptado de RAZZAK et al. (2017).

3.6. Estruvita

O fosfato de amdnio de magnésio hexa-hidratado, conhecido como estruvita
(MgNH,P0O,), € composto pelos ion de magnésio (Mg?*), amodnio (NH}) e
fosfato (PO3~) em meio aquoso. Sua principal utilizacdo é como fertilizante, e é
produzida com o intuito de se remover nitrogénio e fosforo de aguas residuais, por
serem 0Ss nutrientes responsaveis pela eutrofizacdo em lagos e rios
(CHRISTOFFERSEN; KAAS, 2000).

A precipitacdo de estruvita pode remover tanto a aménia (NHs) quanto o ion
fosfato (PO3~), dependendo da composicdo do efluente tratado. Deste modo, a
estruvita se mostra como uma promissora fonte de nutrientes para cultivo de
microalgas, uma vez que possui em sua composi¢cao quimica nitrogénio e fosforo, dois
dos principais fatores de crescimento microalgal (GERHARDT; REISDORFER,;
CARDOSO, 2018b).

Para que a utilizacdo da estruvita como nutriente microalgal seja viavel do ponto
de vista econémico, com o objetivo de reducdo de gastos com nutrientes sintéticos
convencionais, tem-se como ideia principal aproveitar a estruvita estocada de um

processo de precipitacao de efluentes.
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3.7. Sistemas de cultivo microalgal

Atualmente, as microalgas sdo cultivadas em sistemas abertos ou em sistemas
fechados (fotobiorreatores - PBRS). Esses dois tipos de sistema podem ter varias
configuragbes. Em ambos os casos, as células de microalgas estdo suspensas em
meio de cultura liquido ou 4gua, sendo este Ultimo o componente basico das culturas
de microalgas (MANTZOROU; VERVERIDIS, 2019).

A selecdo do sistema de cultivo de microalgas é a chave para a remocao
eficiente de nutrientes e a producao efetiva de biomassa. Sistemas hibridos, que sédo
uma combinacdo de um sistema aberto e um sistema fechado, podem ser usados
para alcancar alta produtividade de biomassa com alta remocdo de nutrientes
(RAZZAK et al., 2017).

3.7.1.Sistemas abertos

O cultivo de microalgas em sistemas de producdo em lagoas abertas tem sido
usado desde a década de 1950. Esses sistemas podem ser categorizados em aguas
naturais, lagoas ou contéineres artificiais. As lagoas de pista sao o sistema atrtificial
mais usado (Figura 3) (BOROWITZKA, 1999; RAZZAK et al., 2017).

Figura 3 - Diagrama esquematico de um sistema de algas de lagoa aberta mostrando a recircula¢éo
das algas cultivadas e da agua.

Fonte: (RAZZAK et al., 2017).

As lagoas de pista séo tipicamente feitas de canais de recirculacdo em forma de

loop fechado (Figura 4), geralmente entre 0,2 e 0,5 m de profundidade, com mistura e
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circulacdo necessarias para estabilizar o crescimento e a produtividade das
microalgas. As lagoas de pista sdo geralmente construidas em concreto, mas tanques
compactos revestidos com plastico branco também tém sido usados. Em um ciclo de
producdo continuo, o caldo de algas e os nutrientes séo introduzidos na frente da roda
de pas e circulados através do circuito até o ponto de extracdo da colheita. A roda de
pas esta em operacdo continua para evitar a sedimentacéo. O requisito de CO2 da
microalga é normalmente satisfeito a partir do ar da superficie, mas podem ser
instalados aeradores submersos para aumentar a absorcdo de CO2 (BRENNAN;
OWENDE, 2010).

Figura 4 - Esquema de uma lagoa de canal. O caldo de algas € introduzido apés a roda de pas e
completa um ciclo enquanto é mecanicamente aerado com CO.. E colhido antes da roda de péas para

iniciar o ciclo novamente.
extragio Microalga
nutrientes

{ |
/l"¢ < \

i

Roda de pas

coa

Direcdo do fluxo
coz |

coa

Fonte: Adaptado de BRENNAN; OWENDE (2010).

Em comparacédo com os fotobiorreatores fechados, a lagoa aberta € o método
mais barato de producéo de biomassa de algas em larga escala. A producéo de lagos
abertos ndo compete necessariamente pela terra com as culturas agricolas existentes,
uma vez que podem ser implementadas em areas com um potencial marginal de
producdo agricola. Eles também tém menor necessidade de entrada de energia,
manutencao e limpeza regulares sdo mais faceis e, portanto, podem ter o potencial
de retornar uma grande producao liquida de energia (BRENNAN; OWENDE, 2010).

Os sistemas abertos de cultivo estdo expostos a variagdes nas condi¢des
meteoroldgicas. Flutuacdes sazonais do tempo podem afetar a intensidade da luz e a
temperatura. Quantidades consideraveis de agua evaporam resultando em uma

reducdo da 4gua a ser tratada. Além disso, o nivel de agua deve ser mantido muito
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baixo, para permitir que a luz solar atinja todas as microalgas que estdo sendo
cultivadas (RAZZAK et al., 2017).

Em um sistema aberto, outros contaminantes ou outros microrganismos podem
competir com as microalgas por seus alimentos. Estes microrganismos competidores
podem limitar o crescimento de algas. Assim, em sistemas abertos, as microalgas
podem crescer sob condi¢cdes desfavoraveis e, como resultado, muito poucos tipos de
espécies de microalgas sdo adequados para sistemas abertos (HARUN et al., 2010).

Em relagdo a produtividade da biomassa, os sistemas de lagoas abertas sédo
menos eficientes quando comparados aos fotobiorreatores fechados. Isso pode ser
atribuido a varios fatores determinantes, incluindo perdas por evaporacéo, flutuacéo
de temperatura no meio de crescimento, deficiéncias de CO2, mistura ineficiente e
limitacéo de luz (CHISTI, 2007).

3.7.2.Sistemas fechados

Nos sistemas fechados, designados como fotobiorreatores (PBRS), as condigbes
de crescimento sdo bem controladas. Além disso, o cultivo de uma Unica espécie
também pode ocorrer. Como os fotobiorreatores resolvem muitos problemas do cultivo
aberto, os pesquisadores se concentraram em projetar fotobiorreatores para a grande
producdo de biomassa de microalgas. Geralmente, esses reatores sdo projetados
para aumentar a acessibilidade a luz. Eles também permitem a mistura perfeita, para
permitir que a luz esteja dentro de um valor 6timo para o crescimento celular e para
melhorar as trocas gasosas (RAZZAK et al., 2017).

Os fotobiorreatores podem ser agrupados com base em sua geometria ou
dependendo do material usado para sua construcdo. Fotobiorreatores podem ser
construidos como sacos, tanques, torres, placas ou ter forma tubular. Os materiais de
construgdo podem ser de vidro ou plastico (CHAUMONT, 1993; SING et al., 2011).

Os fotobiorreatores tubulares parecem ser os mais adequados. A Figura 5
descreve o sistema de fotobiorreator com uma bomba utilizada para recircular o meio
de suspensao (agua e algas). Um tanque auxiliar € usado para separar o oxigénio
produzido da fotossintese. Isso é importante, dado que o excesso de oxigénio pode
afetar negativamente o crescimento das microalgas. O tanque auxiliar também é

usado para saturar a solucao pastosa com CO2 (RAZZAK et al., 2017).
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Figura 5 - Diagrama esquematico de um sistema fechado de microalgas com recirculacao continua de
algas suspensas, dosagem de CO: e irradiacéo de luz visivel.

Lux solar Lux solar

Fonte: Adaptado de RAZZAK et al. (2017).

Os sistemas fechados oferecem uma melhor e efetiva utilizacdo da luz, o que
reflete positivamente na producdo de biomassa. Devido a auséncia de outros
microrganismos contaminantes, os fotobiorreatores fechados s&o capazes de conter
varios tipos de espécies de microalgas e podem ser operados sob diferentes
condicBes climaticas. Fotobiorreatores também reduzem as perdas de CO2, uma vez
gue o fluxo de gas e a mistura podem ser regulados sem dificuldade. Além disso, a
temperatura pode ser ajustada para um valor desejado colocando o reator em uma
sala especial com temperatura controlada. Isto é favoravel, dada a dificuldade de
controlar a temperatura de cultivo ao ar livre (RINKEVICH, 1999; MATA; MARTINS;
CAETANO, 2010; RAWAT et al., 2013).

Os fotobiorreatores fechados, diferem em seu custo e em outros requisitos
operacionais, sendo dificil compara-los, porém séo geralmente mais caros que 0s
sistemas abertos. Outra desvantagem, é a ocorréncia de incrustacao biologica, em
gue algumas algas podem crescer e aderir as paredes do reator, diminuindo a
acessibilidade da luz a cultura e, portanto, levando a uma redugéo na produtividade
da biomassa (CHISTI, 2007; MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).
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3.7.3.Sistemas de fotobiorreatores hibridos

Os sistemas hibridos superam as limitacdes dos sistemas abertos e o alto custo
inicial e operacional associado aos sistemas fechados. Esses sistemas sao
econdmicos e podem ser usados para o cultivo em larga escala de algas. Neste caso,
as microalgas sao primeiro cultivadas num fotobiorreator, para obter inoculantes de
alta densidade. A microalga € entéo transferida para um sistema aberto, ajudando a
alcancar uma producéo 6tima de biomassa (SCHENK et al., 2008; SING et al., 2011).

Além disso, a contaminacao em sistemas abertos é consideravelmente reduzida.
De fato, quando transferida para o sistema aberto, as microalgas tornam-se
imediatamente as espécies dominantes competindo de forma muito eficaz com outros
microrganismos (CAl; PARK; LI, 2013).

3.8. Regimes de cultivo de microalgas

3.8.1.Batelada

No cultivo em batelada, as células de microalgas sao inoculadas a um meio de
cultivo com uma concentracao pré-definida de nutrientes. Iniciado o cultivo ndo ocorre
adicdo posterior de nutrientes ou células a cultura, e é apenas encerrado quando se
esgotam os nutrientes, ou o produto de interesse tenha sido produzido. O cultivo
possui um tempo determinado e existe uma variacdo da concentracdo de biomassa
algal. Este tipo de cultivo é caracterizado pela curva de crescimento de microalgas,
com fases distintas e definidas de crescimento (COUTTEAU, 1996).

A grande vantagem deste tipo de cultivo é em relacdo a simplicidade e
versatilidade do biorreator, sendo possivel alterar as condicdes de crescimento com 0
intuito de obter diversos resultados. Por outro lado, como desvantagens tem-se a
baixa eficiéncia, tempos mortos (preparo do biorreator, esterilizacdo e preparo de
in6culo) e o efeito do “auto sombreamento”, que ocorre devido ao aumento da
densidade celular dificultando a penetracdo de luz (LOURENCO, 2006).

Os cultivos em batelada podem ser utilizados em pesquisas e em cultivos
comerciais. Como exemplo de aplicacbes em pesquisa, pode-se mencionar a
elucidacdo das transformacgfes quimicas sofridas pelas microalgas ao longo do

desenvolvimento, nas diferentes fases de cultivo.
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Lourenco et al. (2004) avaliaram a alteracdo da composicdo quimica, de 12
espécies de microalgas marinhas, em cultivo batelada. Os resultados mostraram que
a razao atbmica de carbono:nitrogénio (C:N) nas células aumentou ao longo do
desenvolvimento dos cultivos. Os autores concluiram que proteinas e nitrogénio total
sdo mais abundantes nas células na fase exponencial de crescimento, quando os
nutrientes do meio de cultura séo fartos; porém, as concentracdes de proteinas e de

nitrogénio diminuem na fase estacionaria de crescimento.

3.8.2.Semicontinuo

O processo semicontinuo € caracterizado quando ocorre a retirada parcial do
meio de cultivo de microalgas e a reposi¢ao por um meio de cultura sem células. Esse
procedimento € normalmente realizado quando as microalgas ainda estdo na fase
exponencial de crescimento. Neste tipo de cultivo, a composicdo quimica das células
tende a sofrer poucas alteracées ao longo do tempo (pois elas permanecem em
condic¢des de crescimento sem fatores limitantes) (BORZANI, 2001).

A repeticdo das diluicbes em dias consecutivos permite remover grande
biomassa de alga diariamente. Teoricamente este processo pode ser operado
indefinidamente, o que torna os cultivos semicontinuos muito produtivos e uma das
melhores formas de obter biomassa constantemente (LOURENCO, 2006).

A manipulagéo frequente da cultura, ocasionada pelas diluicdes sucessivas,
pode acarretar problemas de contaminac¢édo. Em laboratorios isso pode ser algo muito
desfavoravel. Além da contaminacao, células velhas permanecem no meio de cultivo,
assim como as substancias excretadas pelas células ja existentes. Essas
caracteristicas comprometem a eficiéncia e produtividade do cultivo, sendo mais
favoravel o reinicio do cultivo do que a manutencao prolongada do reciclo (BORZANI,
2001).

3.8.3.Continuo

Neste regime de cultivo, um fluxo constante de cultura microalgal € removido do
biorreator simultaneamente com a entrada de meio de cultivo fresco. As taxas de
crescimento sédo reguladas e a densidade celular & controlada automaticamente por

7

sensores O6ticos. A concentracdo de células e nutrientes € mantida constante e o
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cultivo atinge estado estacionario. O cultivo pode permanecer em estado estacionario
por um periodo prolongado, consequentemente, séo produzidas grandes quantidades
de células de alta qualidade e homogeneidade (MATA; MARTINS; CAETANO,2009).

O cultivo continuo ndo pode permanecer operando por longo periodo de tempo,
podendo haver contaminacdo de outros microrganismos, assim como no cultivo
semicontinuo. O cultivo continuo possui ainda um custo elevado devido a necessidade
de automacdo e condicbes de temperatura e iluminagdo constantes (MATA,
MARTINS; CAETANO, 2009).

3.9. Curvade crescimento de microalgas

Figura 6 - Curva de crescimento de microalgas. a) Lag, onde ocorre a adaptacgéo; b) Log, onde ocorre
0 crescimento exponencial; ¢) Fase de reducédo de crescimento ou transi¢cdo d) Estacionéria; ) Fase
de declinio ou morte celular.
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Fonte: (MAIER, 2009).

Tipicamente, para entender e definir o crescimento de microalgas, as células sao
colocadas em um meio liquido no qual os nutrientes e as condi¢des ambientais séo
controladas. Se o meio fornecer todos 0s nutrientes necessarios para o crescimento
e 0s parametros ambientais forem ideais, 0 aumento no niumero de células ou na
concentracéo de biomassa pode ser medido como uma funcéo do tempo para se obter
uma curva de crescimento. Vérias fases de crescimento distintas podem ser

observadas dentro de uma curva de crescimento (Figura 6). Cada uma dessas fases
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representa um periodo distinto de crescimento que esta associado a mudancas

fisioldgicas tipicas na cultura de células (Quadro 2) (MAIER, 2009).

Quadro 2 - Fases da curva de crescimento de microalgas.

Fases

Descricao

Taxa de crescimento

Fase Lag

Fase
Exponencial

E devida a adaptacdo fisiologica da
célula as condi¢cbes de cultura. Isso
pode envolver um requisito de tempo
para inducdo de  mensageiro
especifico e sintese de proteinas para
atender aos requisitos da nova cultura.
Geralmente dura de minutos a varias
horas.

E caracterizada por um periodo de
crescimento exponencial, o mais
rapido crescimento possivel sob as
condicBes presentes no sistema de
cultura.

Essencialmente zero

Descrita pelas equacdes
1), @, 3) e (4. O
ndmero de células
aumenta na progressao
geomeétrica até que, apos
n divisdes, o numero de
células seja 2". Se o
numero inicial da célula
for X,, 0 numero de
células apos n
duplicacdes é 2"X,,.

Fase
Estacionaria

Existem varias razfes pelas quais uma
cultura pode alcancar fase
estacionaria. Uma razdo comum € que
a fonte de energia ou um nutriente
essencial torna-se completamente
usado. Quando uma fonte de carbono
é usada, nao significa
necessariamente que todo o0
crescimento para, pois as células
mortas podem lisar e fornecer uma
fonte de nutrientes. Assim, em muitas
curvas de crescimento, a fase
estacionaria realmente mostra uma
pequena quantidade de crescimento.
Uma segunda razéo pela qual a fase
estacionaria pode ser observada é que
os residuos se acumulam até o ponto
em que comecam a inibir o
crescimento celular ou sdo téxicos
para as células.

As concentracfes de carboidratos e
lipidios, por célula de microalga, sédo
menos abundantes na fase
exponencial de crescimento (onde a

Descrita pela equacao
(5). Estado de
crescimento liquido.
Apesar de ndo haver um
crescimento liquido em

fase estacionaria, as
células ainda crescem e
se dividem.

O crescimento e

simplesmente equilibrado
por um numero igual de
células morrendo.




Fase
Morte
celular

de

demanda por energia é alta) e
aumentam na fase estacionaria.
Mesmo na fase de morte, pode haver
células individuais que estdo se
metabolizando e se dividindo, mas
células mais viaveis sédo perdidas do
gue as obtidas.

Em cultivos comerciais, evita-se a fase
de declinio, geralmente a colheita da
biomassa é feita quando a densidade
celular atinge seu valor maximo, que
ocorre ao final da fase exponencial.
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Perda liquida de células
cultivaveis.

Fonte: Adaptado de (EMDADI; BERLAND, 1989; REIREZ et al.; 1989; LOURENCO, 2006;

MAIER, 2009).

Pode-se matematicamente descrever o crescimento celular durante a fase

exponencial usando a seguinte equacao:

X

2
ac M

(1)

Em que, X é a concentracao celular, t € o tempo e u € a constante de taxa de

crescimento especifica. A Equacéo 1 pode ainda ser rearranjada, gerando a Equacao

4:

ax gt

X _M

—_—= ,uf dt
Xo X 0

X =Xoe#t

(2)

3)

(4)

A fase estacionéria pode ser expressa pela Equacéo 5:

ax _ .
dt

(5)
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3.10.Separacédo da biomassa e extracdo de lipidios

O Quadro 3 mostra uma descricado detalhada dos processos de separacao da

biomassa e extracao de lipidios. Estas etapas sao de suma importancia para viabilizar

a producdo de biocombustiveis, uma vez que, representam um alto custo para o

processo de obtencao de lipidios.

Quadro 3 - Etapas para obtencéo de lipidios.

Etapas

Descricao

Floculacéo

Filtracdo

Rompimento

celular

Extracdo de
lipidios

As microalgas levam, em suas células, cargas negativas que
impedem a acumulacdo de células em suspensdo e, para
neutralizar ou reduzir estas cargas, sao adicionados floculantes,
para que se juntem as células das microalgas e, assim,
aumentarem o tamanho efetivo das particulas, facilitando a
sedimentacdo e filtracdo. A sedimentacdo com floculantes
(Ecotan e Tanfloc), ndo acarreta nenhum impacto negativo na
producdo de biocombustiveis.

A filtracdo é um processo eficaz, que consiste em passar as
microalgas, cultivadas em meio liquido, por um meio formado de
material poroso, no qual ocorre a retencéo das células. Pode ser
feita de diferentes formas, dentre elas: microfiltracao, filtracdo de
pressao e filtracao a vacuo.

Antes da extracdo de lipidio, as células devem ser rompidas por
meio de processos mecanicos, tais como moinhos, ultrassom, e
processos ndo mecanicos, como choque osmotico, autoclave,
hidrélise enzimatica acida e alcalina.

Existem diversos métodos para extracdo do lipidio, tais como
prensagem e extracdo por solventes quimicos. A composicéo do
lipidio extraido da microalga depende, em parte, do solvente
utilizado na sua extracao. Diversos tipos de solventes podem ser
utilizados na extracdo, devido a alta polaridade dos lipidios
encontrados em microalgas. Os mais utilizados sao etanol,
hexano e cloroférmio.

Fonte: Adaptado de (GRIMA et al., 1994; GRIMA et al., 2002; LOURENCO, 2006; D’OCA et al., 2011;

RAWAT et al.,2012; FRANCO et al., 2013; ANDRADE et al., 2014; GUTIERREZ et al., 2015).
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4. METODOLOGIA

4.1. Analise Bibliométrica

A base de dados utilizada foi a plataforma Web of Science, que possui periddicos
de grande relevancia para o meio académico e cientifico. Primeiramente, foi

selecionado todo o periodo disponivel pela base, de 1945 até 2018.

4.1.1. Modelagem de crescimento de microalgas

Figura 7 - Fluxograma do processo de selegéo, refino e analise de materiais cientificos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tendo em vista o potencial das microalgas na geracdo de biocombustiveis,
assim como a aplicacdo de modelos matematicos que potencialize a sua producéao,
observou-se uma oportunidade para a execucdo de uma analise bibliométrica que
gere um portfélio de estudos de exceléncia académica sobre este assunto.

Como neste trabalho buscou-se predizer por “Modelagem” o crescimento de
microalgas durante o cultivo, as palavras—chave (tags) foram definidas de modo que
representasse 0 principio da pesquisa, da seguinte maneira: “modeling growth
microalgae” or “modeling growth microalgae Nannochloropsis Oculata”. Apos
pesquisa na Web of Science WoS (plataforma dos periddicos Capes), foram aplicados
diversos refinos e informacdes adicionais foram complementadas pelos softwares
CiteSpace® e Google Earth®, gerando uma quantidade aceitavel de referéncias
(Figura 7).

Para a definicdo do ponto de corte do niumero de citacdes, foi aplicado o método
descrito por Lacerda (2012), que se baseia em um valor de corte para os artigos mais
citados. Os artigos foram dispostos na ordem decrescente em relacdo ao numero de
citacdes, até que representassem um valor proximo de 80% do total de obtido.

4.1.2. Utilizacéo de estruvita como nutriente para cultivo de microalgas

Nesta pesquisa, buscou-se pelo uso de estruvita como provavel fonte nutriente
substitutiva no cultivo de microalgas. Desta forma, utilizou-se a tag (“estruvite
microalgae”) na pesquisa da base de dados resultando um conjunto de referéncias.
Deste modo, deu-se inicio ao refino e selecéo dos resultados gerados.

O software forneceu uma planilha contendo titulos de artigos. Aqueles que nao
apresentaram relagcdes com o tema da pesquisa foram excluidos. Desta forma um
conjunto menor contendo titulos alinhados ao tema compuseram o portifélio de

pesquisa sobre o0 uso de estruvita como nutriente no cultivo de microalgas.

4.2. Meio de cultivo padrao

Para o cultivo de microalgas da espécie Nannochloropsis oculata., foi utilizada a
cepa e agua salgada filtrada fornecidas pela Base Oceanografica da UFES. Os

parametros de cultivo bem como as quantidades de nutrientes utilizadas foram
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adaptados da metodologia de Guillard (1976) e Lourenco (2006) e estdo especificados
na Tabela 2. Para cada 1 L de cultivo foi adotada a proporcéo de 0,001 L de cada
solucgéo (fosfato, nitrato e silicato).

Antes do cultivo, realizou-se o pré-tratamento da dgua salgada adicionando-se
cloro (1 gota para 1 L de agua) para eliminar possiveis microrganismos
contaminantes. Entretanto, antes que esta agua fosse adicionada ao meio de cultivo,
necessitou-se remover o cloro residual adicionando-se 1 g de tiossulfato de sédio para
cada 1 L de 4gua salgada. De modo a garantir que o cloro ndo causasse danos as
microalgas, foi utilizado o reagente DPD (N, N-dietil-p-fenilenediamina) para verificar

a remocao total do cloro (reacao incolor).

Tabela 2 - Concentrac@o dos componentes da solucdo de fosfato, nitrato e silicato.

Solucéao Componente Concentracdo (g L?)
Fosfato Fos.fato.de sodio 16
Vitamina B12 2
Nitrato de sodio 150
Cloreto de ferro 9
Nitrato EDTA 10
Metais tracos 1
Silicato Silicato de sodio 60

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3. Aparato experimental

Os cultivos foram realizados em um sistema desenvolvido por Nascimento
(2018). Este sistema contempla a presenca de até 18 fotobiorreatores com
capacidade para produzir 3 L de cultivo. O fotobiorreator sdo potes de plastico
(Polietileno tereftalato ou PET), abertos, cuja tampa foi revestida por uma tela para
impedir a entrada de poeiras grosseiras e insetos. A escolha por polietileno ocorreu
por este ser transparente, o que facilita a entrada de luz; de baixo custo e facil para
limpar. Todos os fotobiorreatores possuem um medidor de nivel, junto a superficie
lateral.

Os fotobiorreatores foram colocados em uma estante, subdividida em trés
secOes distintas, e igualmente distribuidos, de modo que, a intensidade de luz fosse
transmitida igualitariamente. Para tal, em cada secao, h& fontes de luz compostas por
lampadas de LED de 20 W, que geram uma intensidade luminosa de 4000 + 200 lux

em cada fotobiorreator (medido com luximetro pelo método ponto a ponto). Durante o
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periodo de cultivo o fornecimento de COz foi realizado utilizando-se um compressor
de aeracdo. Cada compressor exigia um consumo de 3,5 W para fornecer uma vazéo
constante de 6 L min'l. Para melhorar a distribuicdo de ar, foram utilizadas pedras
porosas de 150 mm e divisores de ar, composto de trés saidas. Estes divisores de ar
foram conectados aos compressores, através de mangueiras de silicone. Observa-se,

na Figura 8, o sistema operacional em pleno funcionamento.

Figura 8 — Imagem do sistema de cultivo multiplo desenvolvido por nascimento (2018) no 5° dia de
cultivo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4. Contagem celular e padronizagcdo da concentracao inicial

Para fins de padronizagdo da concentragdo inicial de cultivo, realizou-se a
medicéo da densidade celular presente na cepa que seria utilizada. Na contagem das
células utilizou-se uma camara de Neubauer e um microscopio éptico. Aliquotas de
0,001 L foram retiradas da cepa e transferidas para camara de Neubauer. Na Figura
9 pode-se observar como sdo compostos os 9 quadrantes da camara de Neubauer,
em que cada quadrante representa um quadrado de 1 x 1 mm. Como séo trés
quadrantes A, B e C por A, D e G totalizam uma area de 9 mm?2. Um quadrante possui
1 mm?, que se subdivide em 16 quadrados. Um quadrado do quadrante possui uma
area de 1/16 mm?2. A excecdo encontra-se nas laterais (B, D, F e H) e na regido central
(E). A regido central esta dividida em vinte e cinco quadros de 1/25 mm?, sendo cada
um destes subdividindo-se em dezesseis partes resultam em uma area de 1/400 mm?2.
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Portanto, isso totaliza quatrocentos subdivisdes de e 0,1 mm? na area central. Como
a distancia da laminula até a lamina (profundidade) mede cerca de 0,1 mm, isso

permite obter um volume de 0,1 mm? em cada quadrante.

Figura 9 - Quadrantes da Camara de Neubauer.
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Fonte: LOURENCO (2006).

O modo mais adequado, que faciltou a contagem, devido a grande
movimentacao das células das microalgas, foi por captura de imagens. As fotografias
foram analisadas com auxilio do software ImageJ cuja imagem estava devidamente
ajustada para o quadrante E. Esse quadrante foi escolhido para contagem de células
muito pequenas. Todas as células contadas foram as que estiveram dentro dos
quadrados e sobre duas linhas do quadrado. A andlise foi realizada em triplicata.

Para estimar o numero de células utilizou-se a Equacdo 6, levando-se em

consideracao a diluicdo das cepas nos fotobiorreatores para o cultivo.

células n2de células contadas

n2de XFator de diluicaoX 10.000

mL  (n?de quadrantes) (6)


http://aneste.org/xxv-olimpada-brasileira-de-matemtica.html
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4.5. Metodologia experimental e analitica

4.5.1.Cultivo padrao

Apéds a determinagdo da concentragdo inicial de células, as microalgas foram,
inicialmente, cultivadas em batelada. Utilizou-se um sistema composto por
fotobiorreatores, expostas a luz artificial de LED, com aeracdo ascendente e
constante. Os cultivos foram realizados com temperatura de sala fixa em 22 °C. A
duracdao do cultivo foi determinada até que alcancasse a regido da fase morte da curva
de crescimento. Parametros como temperatura, pH, luminosidade e concentracéo
foram medidos e controlados.

Para a obtencdo de uma curva de calibracdo confidvel, os cultivos foram
realizados em triplicata, ou seja, trés fotobiorreatores com um volume individual e
inicial de 3 L de cultura.

A analise do crescimento do cultivo de microalgas foi realizada por contagem

celular, coletando-se aliquotas periddicas em dias intercalados.

4.5.2.Determinacéo do crescimento celular por espectroscopia UV-vis.

As amostras analisadas quanto ao crescimento do cultivo foram transferidas
para cubetas de quartzo e analisadas em espectrofotdmetro UV-Vis para a obtencao
dos espectros de absorbancia. Foi realizada uma varredura entre os comprimentos de
onda 500 a 800 nm.

Para a obtencéo da curva de calibracéo, correlacionou-se a concentracéo celular
e absorbancia no comprimento de onda que obedecesse a Lei de Beer. De posse de

todos os dados, realizou-se uma regressao linear no software Origin®.

4.5.3.Determinacéo do teor de bio-6leo por infravermelho

Realizou-se uma analise qualitativa e quantitativa de percentual de bio-6leo do
cultivo, em que, se adotou o método de Pepino (2013). Para a analise qualitativa
utilizou-se a relacédo entre as bandas de estiramento simétrico de CH2 (2850 cm™?) e

CHs (2875 cm™) para verificar ramificagcbes em cadeias alifaticas. Essas relagées
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permitem averiguar a qualidade do bio-6leo para uso como combustivel. Para a
analise gquantitativa, realizou-se uma comparacao da razdo entre intensidades das
bandas de 2930 cm™ (estiramento assimétrico de CH: de lipidios) com um padréo
interno da biomassa em 1550 cm™! (relativo ao teor de proteinas na amostra).

Pepino (2013) obteve éxito na correlacdo linear entre teor de bio-6leo via método
gravimétrico, e a razdo da intensidade dos sinais em 2930 cm-1/1550 cm*. Verificou
ainda que a extracdo de lipidios totais pelo método de Bligh e Dyer (1959) néo se
mostrou eficiente, devido a dificuldade de rompimento da parede celular dos
microrganismos e formacao de emulséo, inferindo maior erro ao método.

Para a obtencéo da correlacao linear do teor de bio-6leo e a razéo da intensidade
dos sinais em 2930/1550, foi utilizado 6leo vegetal da microalga Schizochytrium sp.
puro, da marca Myralis Pharma, com a elaboracdo e medicdo em duplicata de
amostras com teores de 6leo variando de 0 a 40 % (a cada 5 %), utilizando-se como
solvente a composicdo do meio de cultivo de microalgas. Verificou-se que os
nutrientes presentes nos meios de cultivo ndo interferem nos numeros de onda
referentes aos lipidios.

Preparou-se pastilhas com 50 mg de amostra de biomassa Umida e 600 mg de
KBr, seco em estufa a 105 °C. Esta analise foi realizada por meio de um
espectrofotometro no infravermelho com transformada de Fourier, modelo Cary 630
FTIR, Agilent Techologies. Este equipamento, operando na faixa espectral de 400 a
4000 cm™ com 100 scans e 2 cm™ de precisdo. A andlise dos picos foi realizada de

forma comparativa com os valores de bandas absorcao citadas por Barbosa (2008).

4.6. Determinacao dos parametros de crescimento celular

4.6.1. Taxa de Crescimento Especifico (u). Esta taxa foi estimada, para cada
experimento, conforme Equacédo 7 (LOURENCO, 2006). O conhecimento desta
variavel possibilitou prever a evolugcédo da concentracdo das microalgas ao longo do
crescimento exponencial e como foi o comportamento celular frente as diversas

condicbes ambientais e meios de cultura.

_ In(X — Xo) )
hE =
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4.6.2. Velocidade de crescimento (k): Este parametro foi determinado e comparado
entre os diferentes cultivos. A Equacdo 8 foi empregada para estimar niumero de
divisdes no tempo (DERNER, 2006).

(3322 X 8)
k=5 e

Cabe ressaltar que a densidade celular méxima (DCM) é o ponto da maxima
concentracdo de células obtida em todo o tempo de cultivo. Para determinacdo dos
calculos de p e k, foram considerados a regido que envolve apenas a fase

exponencial, na curva de crescimento.
4.7. Andlise das condi¢8es de luminosidade no crescimento microalgal
4.7.1. Abordagem experimental

Conforme descritos, a seguir trés diferentes condi¢cbes de luminosidade foram
investigadas mantendo-se fixos o0 meio de cultivo, temperatura (22°C) e a aeracao do
sistema. Os cultivos foram conduzidos até que se chegasse ao inicio da fase
estacionéria, estabelecida experimentalmente no tempo de 21 dias de cultivo, e

realizados em triplicata.

e Condicéao 1: intensidade de luz programada para atuar de forma constante
representada por 24_h luz: 00_h escuro;

e Condicéo 2: intensidade de luz programada para atuar em dias
intercalados, representada na forma de 24 _h luz: 24_h escuro;

e Condicédo 3: intensidade de luz programada para atuar na metade do dia,
representada na forma de 12_h luz:12_h escuro.

Em cada condi¢do de luminosidade, os parametros de crescimento celular foram
calculados e teor de bio-6leo foi determinado. Os dados experimentais serviram de

base para o ajuste dos modelos de luminosidade.
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4.7.2.Modelagem matematica

O modelo néo linear de Gompertz (Equacéo 9) € um modelo matemético relativo
a séries temporais. Este modelo descreve o comportamento sigmoidal do crescimento
de microalgas e revela a predicdo e otimizacdo da producdo de biomassa sob

diferentes condicBes ambientais.

y(t) = W(C).exp {— exp l(%) Lt (O)—t) + 1]} ®)

Em que, y corresponde a concentracdo de biomassa microalgal (células.mL™?),
W e U sado parametros da equacao em funcao da condicdo de luminosidade, t,, € 0
tempo morto (dias), t € tempo (dias) e C é a condi¢do de luminosidade.

Celekli e coladoradores (2008) proporam uma modificacdo da Equacéo 9. Esta
modificacdo representa uma analise de regressdo nao linear onde considera-se tanto
o tempo de cultivo como a concentracdo de fosfato no meio de cultivo, sendo

representada pela Equacgéo 10.

(c(C) +d(C).F).exp(1)
(a(C) + b(C).F)

(10)

y(t) = (a(C) + b(C).F).exp {— exp K >.((e(C)

+F(C).F)—t) + 1]}

Em que: y corresponde a concentracdo de biomassa microalgal (células.mL™?),
a,b,c,d,e e f sdo parametros da equacao em funcéo da condi¢do de luminosidade, F
é a concentracdo de fosfato (mg.L'), t é tempo (dias) e C é a condicdo de
luminosidade.

Baseado em Stephanopoulos (1984), o ajuste da curva de crescimento da
biomassa pode apresentar um comportamento de uma curva sigmoidal, similar a um
modelo dindmico de um sistema de 22 ordem com caracteristica criticamente
amortecido. Neste contexto, o autor prop6s uma curva de ajuste para o crescimento

da biomassa conforme descrita pela Equacédo 11. Os limites deste modelo s&o:
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Parat < t,,(C) y(t) = o
_ _t=tm(C)
Parat > t,(C) y(t) =y, + A(C). [1 _ (1 + %mc()c))_e B(C) ] (11)

Em que, y corresponde a concentracdo de biomassa microalgal (células.mL™?),
A e B sao parametros da equacdo em funcédo da condicdo de luminosidade, t,, € o
tempo morto (dias) que representa o tempo referente fase lag ou fase de adaptacao,
t é tempo (dias), yo corresponde a concentracdo de biomassa inicial (células.mL?) e
C é a condicao de luminosidade.

Os parametros de cada modelo foram estimados para as condicdes de
luminosidade propostas, utilizando-se o software Origin®. O tempo morto foi pré-
fixado diretamente dos dados experimentais e a concentracdo de fosfato foi de 16
mg.L?. A partir da obtencdo dos parametros, seguiu-se para a modelagem em
Matlab®, onde variou-se o tempo de 0 a 21 dias, com intervalos de 0,1 dia.

Neste trabalho, para avaliar se os dados preditos pelos modelos preveem de
forma satisfatoria os dados reais, estes foram comparados com os experimentais. Os
modelos utilizados tém por objetivo predizer a condi¢cdo de luminosidade adequada
para otimizar os parametros de crescimento celular, sobretudo a densidade celular

maxima.

4.8. Metodologia estatistica para andlise do uso de estruvita como nutriente

Neste trabalho, utilizou-se uma matriz de planejamento experimentos de dois
niveis a trés fatores (2%) com um ponto central. O planejamento foi realizado em
duplicata. Foram escolhidas como fatores de estudo as variaveis estruvita (rica em
fésforo), fosfato e nitrato. A estruvita utilizada no cultivo de microalgas, € um composto
obtido pela precipitacdo de solugdo sintética, rica em ion amdnio, juntamente com as
solucdes de fosfato de potassio e cloreto de magnésio, em meio basico (pH=8). A
concentracdo da solucdo de estruvita utilizada no cultivo de microalgas, foi
determinada por analise estequiométrica baseando-se nas concentracdes Otimas das
solugdes de fosfato do meio de cultivo padréo, conforme mencionadas por Lourenco
e Guillard (apresentadas na Tabela 2).

Os cultivos foram conduzidos com temperatura de sala (22 °C), aeracao fixada

e luminosidade constante na condicdo de 12 _h luz: 12_h escuro. As variaveis
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respostas foram densidade celular maxima e teor de bio-6leo. O controle do
crescimento celular foi realizado até alcancar a fase estacionaria, em dias
intercalados, juntamente com a medi¢éo do pH.

Cabe destacar que os demais componentes do meio de cultivo foram mantidos
constantes. Os limites dos fatores e a distribuicdo dos ensaios podem ser visualizadas

pelas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3 - Fatores do planejamento fatorial 23.
Fatores Limite inferior (-1) Ponto central (0) Limite superior (+1)

E: Estruvita 0 0,5 mL.L? cultivo 1 mL.L? cultivo
F: Fosfato 0 0,5 mL.L? cultivo 1 mL.L? cultivo
N: Nitrato 0 0,5 mL.L? cultivo 1 mL.L? cultivo

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 4 - Planejamento fatorial 23.

Ensaios E F N
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 0 0 0

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.9. Separacdo da biomassa e extracdo do bio-6leo via Sohxlet

A separacdo de biomassa foi realizada no inicio da fase estacionaria,
determinada experimentalmente no 21° dia de cultivo. Neste trabalho, a extracdo do
bio-6leo foi realizada para as melhores condi¢cdes experimentais envolvendo
luminosidade e concentragdo de estruvita. Adotou-se a metodologia de Lima (2018)
para a extracdo do bio-6leo, levando-se em conta a rota de menor gasto energético
avaliada, via base Umida e utilizando-se hexano como solvente. As etapas

experimentais adotadas estao detalhadas no Quadro 4.
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Quadro 4 - Etapas experimentais para obtencéo do bio-dleo.

Rompimento
celular

Extracdo de
lipidios

Etapas Descricao
Floculacao Ao final da etapa de cultivo, foi realizada a floculacdo das
microalgas utilizando o Tanfloc SG, seguindo a proporc¢éo de 7,5
mL de solucéo (50 g.L ) para cada 1,5 L de cultivo. O periodo de
decantacéo foi de 24 h.
Filtragao Foi realizada filtracdo a vacuo obtendo-se a biomassa umida.

Para cada 5 g de biomassa algal adicionou-se 25 mL de solvente,
gue posteriormente foi levado para um banho ultrassénico com
frequéncia de 25 kHz. O tempo de exposicéo ao ultrassom foi de
60 min.

Apoés a ultrassonificacdo, a biomassa foi colocada em um filtro
faixa branca e inserida no extrator Soxhlet. Quanto ao balao, ele
foi previamente pesado e sua massa anotada, apdés pesado
adicionou-se 200 mL de solvente. Posteriormente o0 conjunto
extrator e baldo foram acoplados a um condensador e aquecidos
para a ebulicdo do solvente. O tempo de extracéo foi de 4 h (= 15
ciclos).

O bal&o foi retirado do extrator e 0 solvente foi evaporado em um
rotaevaporador, por 4 h. Apés a utilizacdo do rotaevaporador o
baldo foi levado a secagem em estufa a 373 K (100 °C) até o peso

constante e resfriado em dessecador a vacuo (ASTM 1984).

Fonte: Elaborado pelo autor.

O rendimento foi estimado pelo percentual da massa de bio-6leo em relacédo a

massa de biomassa utilizada, conforme Equacéo 12.

massa do 6leo (12)

Rendimento: x 100

massa da biomassa utilizada
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Analise Bibliométrica (Modelagem e Crescimento microalgal)

5.1.1. Relatério de citacbes

As palavras-chave “modeling growth microalgae” ou “modeling growth
microalgae Nannochloropsis Oculata” pesquisadas na base de dados Web of Science
retornou um total de 1360 publicacBes. Devido a grande quantidade de material
encontrado, foi feito uma selecéo escolhendo-se apenas artigos cientificos de lingua
inglesa publicados nos ultimos 15 anos (2003 a 2018). Apds este primeiro refino, o
namero obtido reduziu para 909 artigos. Esses dados foram exportados para uma
planilha Microsoft Excel® para a realizacdo das demais etapas presentes no
fluxograma (Figura 7).

Passada esta etapa, foi checado visualmente na planilha, cada um dos 909
titulos dos artigos, excluindo-se aqueles ndo estavam relacionados ao tema de
pesquisa. Esta selecao reduziu 82,07% do total de artigos obtidos, ou seja dos 909,
163 artigos possuiam titulos alinhados com a proposta da pesquisa.

Aplicando-se 0 método de Lacerda (2012) nos 163 artigos verificou-se que
apenas 27% do total de artigos detinham 80% das citacfes, restando, portanto, 44
artigos. Por fim, apoés leitura de cada um dos resumos, de forma criteriosa, restaram
13 manuscritos, que atendiam aos critérios mencionados no fluxograma apresentado
na Figura 7. Esses 13 artigos compuseram o portifélio de pesquisa sobre modelagem
de crescimento de microalgas.

A Tabela 5 especifica o titulo dos artigos, o periédico no qual foi publicado, o ano

de publicacéo, e o total de citagdes.



Tabela 5 - Relacéo dos artigos com ndmero de citacdes por ano.
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Titulo Fonte A_no _Total Citagdo
Publicagdo  Citacdes Ano
Effects of different nitrogen and
phosphorus concentrations on
the groyvth, nutrient _uptake, Bioresource 2010 350 38,89
and lipid accumulation of a Technology
freshwater microalga
scenedesmus sp.
Hurdles and challenges for
modelling and control of Journal of
. . Process 2011 125 15,63
microalgae for CO, mitigation
: : Control
and biofuel production
Microalgae bulk growth model Bioresource
with application to industrial 2011 90 11,25
Technology
scale systems
Growth and neutral lipid .
synthesis in green microalgae: _B}lorﬁzorrce 2011 80 10
a mathematical model echnology
Kinetic characteristics and
modeling of microalgae
chlorella vulgaris growth and Bioresource
co2 biofixation considering the Technology 2016 26 8,67
coupled effects of light
intensity and dissolved
inorganic carbon
A screening model to predict Biotechnolo
mlcroa_lgae biomass growth in 9y a.nd . 2013 43 717
photobioreactors and raceway | Bioengineeri
ponds ng
Comprehensive modeling and
investigation of the effect of
Jiron on the grqvvth rate and Bioresource 2014 33 6.60
lipid accumulation of chlorella | Technology
vulgaris cultured in batch
photobioreactors
Mathematical model of
chlorella minutissima utex2341 Bioresource
growth and lipid production Technolo 2011 51 6,38
under photoheterotrophic gy
fermentation conditions
Kinetic modelling of growth and
storage molecule production in | Bioresource
: : . 2014 30 6
microalgae under mixotrophic | Technology
and autotrophic conditions
Enhancement of microalgal
biomass and lipid Bioresource
productivities by a model of 2012 29 4,14

photoautotrophic culture with
heterotrophic cells as seed

Technology
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Experimental analysis and
mc_)del—based optimization of Bl_omass & 2012 28 4
microalgae growth in photo- Bioenergy

bioreactors using flue gas

Photobiotreatment model

(phbt): a kinetic model for Environmen
microalgae biomass growth tal 2013 23 3,83
and nutrient removal in Technology
wastewater

Modeling of biomass
production by spirulina
platensis as function of

phosphate concentrations and
ph regimes

Bioresource

Technology 2009 23 2,30

Fonte: Adaptado de Web of Science.

A andlise dos dados da Tabela 5 demonstra que os 13 artigos selecionados
possuem 931 cita¢cdes, com uma média de 71,62 citacbes por item. Além disso, os
artigos sdo datados de 2009 até 2016, no qual resultam 93,10 citagdes por ano. E
possivel avaliar na Figura 10 o comportamento de publicacdo dos autores no tema de

pesquisa, em relacéo a quantidade de publicacdes por ano.

Figura 10 - Quantidade de publica¢des por ano.
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Fonte: Adaptado de Web of Science.

A peguena amostra de artigos selecionados causou uma falta de uniformidade
no crescimento do nimero de publicacdes, visto na Figura 10. Desta maneira, fez-se
necessario também elaborar uma anélise quanto ao numero de citagdes gerados por

estas publicacdes no decorrer dos anos, como demonstrado pela Figura 11. Observa-
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se 0 aumento do numero de citacbes por parte dos artigos selecionados para o

portfélio no decorrer dos anos, tendo seu maximo no ano de 2016

Figura 11 - Namero de citagBes por ano.
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Fonte: Adaptado de Web of Science.

O periodico no qual um artigo é publicado mostra sua relevancia para a
sociedade académica. O tema proposto neste estudo possui artigos publicados nas
mais diversas revistas cientificas, com distintas avaliacées, e diferentes temas de

pesquisa. As revistas relacionadas aos 13 artigos selecionados para o portfélio séo
mostradas na Figura 12.

Figura 12 - Periédicos com suas respectivas quantidades de artigos publicados.
JOURNAL OF PROCESS CONTROL |l
ENVIRONMENTAL TECHNOLOGY [l
BIOTECHNOLOGY AND BIOENGINEERING [l

BIOMASS BIOENERGY Il

sloresource TechnoLocy I

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Fonte: Adaptado de Web of Science.

De acordo com Barata (2016) o Qualis Periédicos € um dos instrumentos
fundamentais para a avaliacdo do quesito producéo intelectual, agregando o aspecto

guantitativo ao qualitativo. A revista com a maior quantidade de publicacdo entre os
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artigos selecionados para o portfélio possui 0 maior conceito Qualis Capes, Al, de
acordo com pesquisa feita na plataforma Sucupira. Este fato mostra a grande
relevancia que os artigos selecionados possuem para a sociedade académica.

De modo a ver a relagdo de paises que estdo realizando pesquisas sobre a
modelagem do crescimento de microalgas, elaborou-se o grafico da Figura 13.

Nesse sentido, os Estados Unidos aparecem como lider em termos de
publicacdes neste tema, fato justificado por ser um pais pioneiro em pesquisas
cientificas, mantendo-se como uma poténcia. Também ¢é importante destacar a
participacdo da China em pesquisas cientificas, fato corroborado por Jabbour (2008)
ao mostrar que a China se mostra voltada a grandes investimentos em Ciéncia e
Tecnologia, em resposta a iminéncia de problemas gerados pela escassez de
recursos energéticos, degradacdo do meio ambiente e principalmente emissao de
COo..

Figura 13 - Relacdo de paises por publicacées.
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Fonte: Adaptado de Web of Science.

Para se avaliar o relacionamento entre 0s autores e coautores no mundo, fez-se
0 uso do software CiteSpace para projecao das redes de parcerias de grupo de
pesquisa, e através de sua funcédo geographical gerou-se os graficos por intermédio
do software Google Earth (Figuras 14 e 15).

Na Figura 14 nota-se os relacionamentos intercontinentais entre grupos de
pesquisa dando destaque para a conexao dos Estados Unidos com a Noruega e

China. A direta vé-se a parceria entre a Universidade do Arizona (EUA) com a
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Universidade de Oslo (Noruega), ja a esquerda a parceria entre a Universidade da
California (EUA) e a Universidade de Pequim (China).

Analisando a Figura 15 da-se destaque para a conexao entre grupos de pesquisa
da Itdlia, mais precisamente localizados em Génova e Cagliari. Nota-se também a
existéncia de grupos de pesquisa isolados, localizados na Espanha, Franca, Reino

Unido e Paises Baixos.

A

Fonte: Elaborado pelo autor.

gerado

Figura 15 - Mapa do Google Earth pelo CiteSpace.

P i

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Trabalhos em coautoria hos anos mais recentes estdo ligados por linhas em
vermelho, enquanto que as colaboracfes mais antigas sdo mostradas em linhas
verde. Deste modo, as relagdes dos grupos de pesquisa de Estados Unidos, Noruega
e China sdo mais antigas do que aquelas entre os grupos de pesquisa na Italia.

5.1.2. Andlise Qualitativa do portfélio (Estado da arte)

Esta secdo apresenta uma sintese dos artigos selecionados, escolhendo-se os
8 artigos mais citados por ano, por terem uma maior importancia para a comunidade
académica.

Xin et al. (2010) afirmam que as microalgas tém alto potencial para remover
nutrientes inorganicos das aguas residuais e produzir biodiesel. Eles estudaram os
efeitos das concentracdes de nitrogénio e fésforo no crescimento, na absorcéo de
nutrientes e no acumulo de lipidios de uma microalga de dgua doce Scenedesmus sp.
LX1. O crescimento da LX1 estava de acordo com o modelo Monod, porém a
produtividade lipidica / volume unitario de cultura, ndo foi melhorada.

Bernard (2011) apontou que as microalgas oleaginosas sdo consideradas
potenciais produtoras de biocombustivel no futuro, uma vez que, sob condicdes de
privacao de nitrogénio, elas sdo capazes de conter grandes quantidades de lipidios,
enquanto consomem CO: industrial. Segundo ele a previsdo do comportamento dos
processos baseados em microalgas é delicada devido a forte interacdo entre biologia
(desenvolvimento de microalgas e respiracdo) e fisica (atenuacdo de luz e
hidrodindmica), deste modo, ele revisou 0os modelos existentes e, em particular, o
modelo Droop, que tem sido amplamente utilizado para prever o comportamento de
microalgas sob limitacdo de nutrientes.

Quinn, Winter e Bradley (2011) explicam que a escalabilidade dos sistemas de
crescimento de microalgas € um tépico de pesquisa primario em antecipacdo a
comercializacado de biocombustiveis baseados em microalgas. Eles apresentaram a
construcdo e validacdo de um modelo de biomassa de microalgas e acumulo de
lipidios em um fotobiorreator de escala industrial em ambiente externo.

Packer et al. (2011) reforcaram que devido ao grande potencial de producao
lipidica, as microalgas tém sido sugeridas como fontes promissoras para a producao
de biocombustiveis. No entanto, ndo foram desenvolvidos modelos para a sintese de

lipidios de algas com relacdo a nutrientes e luz para prever a producéo de lipidios e
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ajudar a melhorar o processo de producédo, assim, eles propuseram um modelo
matematico descrevendo a dindmica de crescimento e a producéo de lipidios neutros
de microalgas verdes cultivadas em culturas de lotes. Para meios de crescimento com
baixa concentracdo de nitrogénio, o modelo concordou com os dados experimentais;
no entanto, com alta concentracao de nitrogénio, o modelo superestimou a biomassa.

Yang et al. (2011) desenvolveram um modelo matematico para descrever o
crescimento de microalgas, producdo de lipidios e consumo de glicerina sob
condi¢cdes fotoheterotroficas baseadas em equacdes logisticas. Os resultados
mostraram que a concentracao inicial de glicerina, foi o fator mais significativo para o
crescimento de microalgas e producéo de lipidios.

Huesemann et al. (2013) desenvolveram um modelo de crescimento de
biomassa de microalgas para o rastreio de novas estirpes quanto ao seu potencial
para exibir elevadas produtividades de biomassa sob condi¢des repletas de nutrientes
em fotobiorreatores ou lagos ao ar livre. O modelo foi bem-sucedido em prever a taxa
de crescimento de biomassa nestas culturas em lotes de garrafas Roux durante a fase
linear limitada a luz a diferentes intensidades de luz incidente.

Concas et al. (2014) afirmaram que trabalhos recentes indicam que cepas
especificas de microalgas sdo capazes de aumentar, simultaneamente, sua taxa de
crescimento e conteldo lipidico quando cultivadas sob concentracdes adequadas de
ferro. Desta forma, eles propuseram um modelo matematico abrangente descrevendo
o efeito do ferro na sintese de clorofila, assimilacédo de nitrogénio, taxa de crescimento
e acumulo de lipidios em uma cepa de agua doce de C. vulgaris. Os resultados do
modelo foram comparados com sucesso com dados experimentais que confirmam o
efeito positivo das concentragfes crescentes de ferro na produtividade lipidica de C.
vulgaris.

Chang et al. (2016) afirmaram que otimizar o processo de crescimento de
microalgas é um pré-requisito essencial para a captura efetiva de CO2 usando
microalgas em fotobiorreatores. Eles investigaram as caracteristicas cinéticas do
crescimento da microalga Chlorella vulgaris em resposta a intensidade de luz e
concentracdo de carbono inorganico dissolvido. Os modelos foram capazes de
predizer a evolugéo temporal do crescimento de C. vulgaris e as taxas de biofixagao

de CO:2 das fases lag até estacionaria, comprovadas por experimentos de verificacao.
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De acordo com as informacdes coletadas nos artigos selecionados, foi elaborada
uma Matriz SWOT, de modo a avaliar os pontos negativos e positivos em relagéo ao
uso de microalgas no ambito mundial (Tabela 6).

Segundo Lima et al. (2018), na matriz SWOT, as for¢cas sao fatores internos
positivos, como vantagens; por outro lado, as fraquezas sdo condi¢cdes internas
desfavoraveis, trazendo limitacdes e desvantagens. Lima (2018) ainda destaca que
os fatores externos sao divididos entre oportunidades e ameacas, sendo que as
oportunidades sao tendéncias externas que podem contribuir para a concretizagao
dos objetivos, enquanto as ameacas sao as condi¢cdes externas que ndo podem ser

controladas, e se caracterizam como prejudiciais a execucao dos objetivos.

Tabela 6 - Matriz SWOT.
Positivo Negativo
Forcas Fraquezas

- Custo elevado quando utilizado em
pequena escala;

- Grande geracao de lipidios;

- Diminuig&o dos gases de efeito
estufa COz;
-Modelagem pode prever o
crescimento e geracéo de lipidios;

- Forte dependéncia da luminosidade;

Oportunidades Ameacas
-Potencial produtora de - Caréncia de estudos de modelagem
biocombustiveis do futuro; para varias espécies de microalgas;
- Potencial para remover nutrientes - Pode afetar zonas litoraneas.

inorganicos de aguas residuais;
Fonte: Elaborado pelo autor.

Dessa maneira é possivel afirmar que o estudo do tema “Modelagem do
crescimento de microalgas” é extremamente importante, tendo em vista a previsdo do
crescimento e geracdo de lipidios proveniente de microalgas, mas também para a
geracdo de novos modelos de predicdo para espécies de microalgas até o momento
nao avaliadas, como é o caso da Nannochloropsis Oculata.

Com o exposto pode-se aferir entdo que as microalgas sdo sugeridas como
fontes promissoras para a producéo de biocombustiveis, por serem capazes de conter
grandes quantidades de lipidios. O desenvolvimento de modelos de crescimento de

microalgas para a sintese de lipidios com relag&o a nutrientes e luz sdo extremamente
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importantes para prever a producéo de lipidios e ajudar a melhorar o processo de
producao.

Por meio da pesquisa bibliométrica, foi constatado que dentro da plataforma Web
of Science, o tema “Modelagem de crescimento de microalgas” se mostra relevante,
devido ao notavel aumento das quantidades de publicacdes e cita¢cdes ao longo dos
altimos anos por varios paises, dando destaque aos Estados Unidos que lideram as
publicacdes no tema analisado.

Foram selecionados 13 artigos para compor o portfélio, seus resultados servem
de base para compor o referencial bibliografico de pesquisas futuras. Uma anélise de
todos os artigos que compdem o portfélio mostrou que ndo foram analisados ainda
modelos para crescimento de microalgas da espécie Nannochloropsis Oculata,
gerando uma grande oportunidade de pesquisa sobre este tema inovador.

5.2. Andlise Bibliométrica (Estruvita como nutriente)

5.2.1.Relatério de citagcédo

Este topico visa mapear o desenvolvimento da atividade cientifica do tema
“Utilizacdo de estruvita como nutriente para cultivo de microalgas”, através da
ferramenta de pesquisa académica Web of Science — WoS (plataforma dos periédicos
Capes). A base de dados retornou 16 referéncias, dentre essas, apenas 9 artigos
estavam alinhados ao tema de pesquisa. Com base nessa pequena quantidade de
material gerado, é possivel observar como este estudo é recente e pertinente.

Os artigos selecionados estéo dispostos na Tabela 7, em ordem decrescente de
citacdes por ano, assim como a listagem do ano de publicacdo, titulo do artigo,

periodicos e total de citagdes.



Tabela 7 - Relacéo dos artigos com ndmero de citacdes por ano.

61

Titulo Fonte Ano Total Citagdo
Publicagdo  Citacdes Ano
Simultaneous nutrient removal Applied
and lipid _productlon from | microbiology 2013 52 867
pretreated piggery wastewater and
by chlorella vulgaris ysw-04 biotechnology
Cultivation of the marine
macroalgae chaetomorpha | Environmenta
linum in municipal wastewater | | science & 2017 10 5
for nutrient recovery and | technology
biomass production
Removal of nitrogen and
phosphorus from  piggery Journal of
wastewater effluent using the | environmental 2013 28 4,67
green microalga scenedesmus | engineering
obliquus
Biodiesel  production  from
oleaginous  yeasts  using
livestock  wastewater  as Fuel 2016 7 2,33
nutrient source after phosphate
struvite recovery
Growth of mono- and mixed
cultures of nannochloropsis Bioresource
salina and phaeodactylum 2015 9 2,25
; . Technology
tricornutum on struvite as a
nutrient source
Struvite as alternative nutrient | Journal of the
source for cultivation of taiwan
microalgae chlorella vulgaris institute of 2015 8 2
chemical
engineers
Cultivation of lipid-producing
microalgae in struvite- | Biotechnology 2018 1 1
precipitated liquid digestate for | for biofuels
biodiesel production
Enhanced microalgae | International
cultivation  using digested journal of
kitchen waste sewage treated | agricultural 2017 1 0,5
with struvite precipitation and biological
engineering
The optimization of microalgal = £nvironmenta
culturing in liquid digestate | science and
after struvite precipitation using pollution 2018 0 0
gray relational analysis research

Fonte: Adaptado de Web of Science.

Os 9 artigos selecionados possuem 116 citacfes no total, com uma média de

12,89 citacdes por item. Além disso, os artigos sao datados de 2013 até 2018. A Figura

16 relaciona a quantidade de publicagbes por ano.
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Figura 16 - Quantidade de publicacdes por ano.
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Fonte: Adaptado de Web of Science.

Devido a falta de uniformidade no crescimento do numero de publicacdes
ocasionada pela pequena amostra de artigos selecionados, foi necessario realizar
uma analise quanto ao numero de citacdes gerados pelas publicacées ao longo dos

anos, conforme a Figura 17.

Figura 17 - Namero de cita¢Bes por ano.
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Fonte: Adaptado de Web of Science.

Observa-se 0 aumento do numero de cita¢des por parte dos artigos selecionados
para o portfélio no decorrer dos anos, tendo seu maximo no ano de 2018. Isso mostra
como o tema de pesquisa é recente e valido, tendo aumentado o niumero de citacdes

nos ultimos anos.
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A Figura 18 mostra a relacao de paises que estao realizando pesquisas sobre a

utilizacdo de estruvita como nutriente de cultivo de microalgas.

Figura 18 - Relacdo de paises por publicacdes.
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Fonte: Adaptado de Web of Science.

Tem-se os Estados Unidos como lider em termos de publicacdes neste tema.
Também é importante destacar a participacdo da China em pesquisas cientificas,

como visto em secdes anteriores.

5.2.2.Andlise Qualitativa do portfélio (Estado da arte)

Davis et al. (2015) estudaram a adequabilidade da estruvita bruta e purificada
(MgNH4PO4), um importante precipitado em correntes de aguas residuarias. Ela foi
investigada para a substituicdo renovavel de recursos convencionais de nitrogénio e
fosfato para o cultivo de microalgas. A agua residual de efluente bovino, fonte da
estruvita bruta, foi caracterizada por N / P sollvel, metais traco e componentes
bioquimicos e comparada com o mineral purificado. Ensaios de cultivo usando
estruvita como uma fonte principal de nutrientes foram conduzidos usando duas
linhagens de producdo de microalgas, Nannochloropsis salina e Phaeodactylum
tricornutum, em pistas de laboratorio e ao ar livre em escala piloto em uma variedade
de condic¢des sazonais. Verificou-se que tanto os meios a base de estruvita em bruto
como os purificados resultaram em produtividades de biomassa comparaveis com as
formulacdes de meios estabelecidas (rendimento de co-cultura exterior maximo de 20

+ 4 g de AFDW / m?/ dia). A andlise da absorcdo de nutrientes pela alga sugere que
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a estruvita fornece maior eficiéncia de utilizacdo de nutrientes, e que a estruvita bruta
satisfaz as exigéncias de metais traco e resulta em aumento da produtividade do
pigmento para ambas as cepas de microalgas.

Moed, Lee e Chang (2015) afirmaram que cultivar microalgas para
biocombustiveis e derivados pode gerar altos custos com nutrientes. Dessa forma, o
uso de estruvita como um nutriente alternativo para o cultivo de microalgas (Chlorella
vulgaris) foi testado. As receitas foram projetadas e adotadas para suplementar a
estruvita, usando a Bold’s Basal Media (BBM) como fonte de nutrientes de referéncia
e gas CO:2 enriquecido (10% v / v) ou ar como fonte de gas. As células de C. vulgaris
apresentaram um crescimento celular satisfatério com a maioria das receitas testadas.
Os conteudos de lipidios (C15-C18) para microalgas cultivadas variaram de 1,01 a
3,98 g / L. Os autores concluiram que a estruvita é uma fonte nutritiva viavel para o
crescimento C. vulgaris, além de possuir menor custo se comparada a BBM.

Jiang et al. (2018) pontuaram que a utilizacédo de digerido liquido da industria do
biogas como meio para cultura de microalgas produtoras de lipidios é considerada
mutuamente benéfica para a valorizacdo do digerido e para a reducdo do custo do
cultivo de microalgas. No entanto, os baixos niveis de transmitancia e altos niveis de
amonio no liquido digerido influenciam negativamente o crescimento das microalgas.
A precipitacdo de estruvita foi usada para pré-digerir o liquido digerido. Para obter
sobrenadante precipitado de estruvita com uma transmitancia ideal. Este estudo
descreveu uma nova maneira de combinar o tratamento com digestores liquidos e a
producdo de biodiesel de microalgas. O digerido liquido pré-tratado com estruvita
pode ser usado para a cultura de D. ehrenbergianum para producéo de biodiesel.

Por meio da pesquisa bibliométrica, foi constatado que dentro da plataforma Web
of Science, o tema “Utilizacédo de estruvita como nutriente de cultivo de microalgas” se

mostra relevante e recente.

5.3. Concentracdao celular inicial

Primeiramente foi obtida a densidade celular inicial padrdo (Xo) utilizada em

todos os cultivos. O valor desta densidade é mostrado na Equacéo 13:

Xo = 23,33 x10* células/mL (13)
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5.4. Cultivo padréo

Com a concentracéo celular inicial determinada, seguiu-se para a execu¢ao do
cultivo em triplicata, com medi¢cdes em dias intercalados da densidade celular
utilizando-se a camara de Neubauer (Figura 19) e retirada de pequenas amostras para
medicao da absorbancia em espectrofotdmetro UV-vis.

Para a confeccao da curva padréao de crescimento da microalga Nannochloropsis
oculata, foi realizada uma varredura entre os comprimentos de onda de 500 — 800 nm
do espectro da regido do UV-vis (Figura 20). Desta forma, o comprimento de onda de
maior intensidade foi registrado em 681 nm, entdo, este comprimento de onda foi

utilizado para as analises do crescimento da microalga estudada.

Figura 19 - Fotografia de amostra no 21° dia de cultivo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

7z

O valor de comprimento de onda encontrado no presente trabalho é muito
préximo ao da literatura, e de acordo com Hersh e Crumpton (1987) e Fargasova
(1996), estao associados a concentracdes de pigmentos clorofilados, que possuem
valor de leitura em torno de 664 nm. Pepino (2013) em seu estudo do crescimento da
microalga Scenedesmus MJ13, encontrou um comprimento de onda 6timo de 681 nm

na varredura no espectro da regido do UV-vis.
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Figura 20 - Varredura de comprimento de onda realizada no experimento 03, dias 0 a 25.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na Figura 21 é possivel visualizar o comportamento da curva de crescimento de
Nannochloropsis oculata em relacédo a densidade celular medida em microscépio, ao
passo que a Figura 22 mostra este comportamento em relacéo a absorbancia em 681
nm obtidas no espectrofotdbmetro UV-vis.

Figura 21 - Curva de crescimento de Nannochloropsis oculata em relacéo a densidade celular.

200

i 1 (exp 1) N\,
%0 —un—2 (exp 3) ./

160 ~ 3 (exp 5) /

140 -

120 ~ /

100

- - \
/

60

40 /-/ . \
/l

20 4

Densidade celular (células/ml x 10%)

0

rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrri
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Tempo de cultivo (Dias)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 22 - Curva de crescimento de Nannochloropsis oculata em relacéo a absorbancia.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota-se a presenca de fases de crescimento celular bem definidas. A densidade
maxima celular ocorre entre os dias 21 a 27. Observa-se também, uma grande
semelhanca entre as curvas de crescimento em fungéo da densidade celular com as
curvas em funcao da absorbancia.

Por meio da Figura 23 é possivel visualizar a relacdo do tempo de cultivo em

funcao do pH.
Figura 23 - Tempo de cultivo em fun¢éo do pH.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Nota-se que os valores de pH obtidos experimentalmente durante todo o cultivo
estdo na faixa de 8,0 - 8,5, dentro da faixa ideal, uma vez que se sabe que 0 meio
alcalino (pH 7 — 9) é benéfico para o crescimento de algas verdes de dgua salgada
(RAZZAK et al., 2013).

Através da Tabela 8, observam-se os valores médios encontrados para 0s

parametros de crescimento.

Tabela 8 - Valores médios dos parametros de crescimento.

Parametros de crescimento Média Desvio

u (dia?) 0,671 0,007

K (dia?) 0,137 0,009

Densidade maxima (células.mL* x 10%) 173,333 20,817

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os parametros de crescimento obtidos foram considerados como os valores
correspondentes da condi¢céao de controle (ou padréo) e servem como referéncia para
comparacao com outras condi¢des de cultivo.

Os valores dos parametros de crescimento obtidos foram satisfatorios, levando-
se em conta os valores citados na literatura:

e |ssarapayup et al. (2009), propuseram um sistema alternativo para cultivo
de Haematococcus pluvialis que foi um fotobiorreator airlift tipo placa
plana. Neste trabalho, foram analisados alguns parametros, obtendo-se
uma densidade celular maxima de 4,1x10° células.mL! e uma taxa
especifica de crescimento de 0,52 dia™®.

e Arriada (2014) obteve taxa de crescimento da microalga N. oculata

aclimatada maiores que a microalga néo aclimatada, atingindo 0,22 dia™.

5.5. Determinacao do crescimento celular por espectroscopia UV-vis.

Apés a obtencdo dos dados pelo cultivo padrdo, tracou-se os pontos da
densidade celular em fungéo da absorbancia, envolvendo seus valores médios. Em
seguida realizou-se 0 ajuste linear, obtendo-se a curva de calibracdo (equacao da
reta), conforme a Figura 24.
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Figura 24 - Curva de calibracao (padréao) de crescimento de Nannochloropsis oculata.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A partir do ajuste linear da curva (absorbancia x concentracdo), obteve-se um
R? = 0,997, indicando que os dados estdo bem ajustados a linearizacdo e de acordo
com a lei de Beer-Lambert, que afirma que a absorbéancia é diretamente proporcional
a concentracdo de uma espécie (ALMEIDA; SILVA, 2018).

Geis et al. (2000), em seus experimentos com determinacdo do crescimento
algal, concluiram que a fluorescéncia e a absorbéancia apresentam menor coeficiente
de variacéo do que resultados determinados por contagem celular em microscopio.

Nota-se que é possivel utilizar a curva de calibracéo para estimar rapidamente o
crescimento celular da espécie de microalga Nannochloropsis oculata, conforme a

Equacao 14.
ABS = 0,00392(X) + 0,18679 (14)

Em que, ABS=Absorbancia e X= densidade celular (células.mL* x 104).

5.6. Determinacé&o do teor de bio-6leo por infravermelho

Com o objetivo de se verificar a ndo interferéncia do KBr e do solvente (meio de
cultivo) nos picos referentes ao teor de bio-Oleo, foi elaborada a Figura 25. Para
facilitar a comparacédo, foram tracadas linhas de base em todos 0s espectros

analisados.
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Figura 25 - Espectros no infravermelho do KBr puro e teores de bio-6leo (0%, 45% e 50%).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O resultado do espectro infravermelho contém uma variedade de bandas que
podem indicar diferentes grupos funcionais presentes no material em estudo, deste
modo, foi elaborado o Quadro 5 (STEVENSON, 1994; SILVERSTEIN et. al., 1994).

Quadro 5 - Identificacéo de grupos funcionais por FTIR

Picos (cm™) Identificacdo
LU EISUe Correspondem ao alongamento O-H.
2930 22858 Correspondem a CH2 e CHs de lipidios.
1745 Estiramento vibracional C=0 de grupo funcional éster de
lipidios.
1300 a 1550 Absorgao de CH2 e CHs de vibragdo angular de lipidios e
proteinas.

Fonte: Adaptado de (NAUMANN, 2000; BARBOSA, 2008; BALOYI, 2012).

Nota-se que ndo ha interferéncia do KBr e do meio de cultivo (representado pelo
teor de bio-6leo 0%) nos picos correspondentes aos lipidios, uma vez que nao
apresentam picos definidos na regido de 2930 a 2858 cm™, 1745 e 1550 cm™. A
diferenca entre o espectro do KBr puro em relagédo ao KBr com o meio de cultivo puro
(0%), pode estar relacionada a absor¢do de agua. O aumento do pico de 3500 a 3000
cm?, reforca essa evidéncia, por ser o principal componente do meio de cultivo.

Observou-se também picos em 2930 © 1745 cm maiores para a solugdo com

teor de bio-6leo de 50 % em relacdo a de 45 %. Tal fato, evidencia a grande
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sensibilidade dos picos com a porcentagem de bio-6leo presente. Diante disso, foi
realizada a correlacéo linear entre os teores de bio-6leo e a razdo das intensidades
dos sinais de FTIR em 2930 cm/1550 cm (Figura 26).

Figura 26 - Correlacéo linear do teor de bhio-6leo com sinais FTIR (2930 cm-1/1550 cm-?).

: [ ]
94 m  Experimental e
Regressao linear s
/
e
_ 8 ///
‘E e
G 7 ’,/
o
0 e
[Ts) 1 e
= s
= 64
< //
: ~
o 541 //
[52) ‘/
8 / Equation y=a+bx
4 // Adj. R-Square 0,9944
Pl Value  Standard Error
A Intercept  3,08223 0,10749
3 B Slope 0,15369 0,00471
T T T T T T T
0 10 20 30 40

Teor de oleo (%)

Fonte: Elaborado pelo autor.

O ajuste linear da curva apresentou um R? = 0,994, indicando que a linearizacédo
é satisfatoria. Assim, é possivel utilizar a curva de calibracdo para estimar o teor de
bio-6leo (%) de cultivos da espécie de microalga Nannochloropsis oculata, conforme
a Equacao 15.

SFTIR = 0,1536(T) + 3,0822 (15)

Em que, SFTIR = Sinal em FTIR e T= teor de bio-6leo (%).
A técnica de FTIR mostra-se versdtil, pratica, utiliza-se pouca quantidade de
amostra, com maior rapidez na obtencdo dos resultados em um processo de

prospeccao de microalgas (PEPINO, 2013).
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5.7. Analise das condic¢Ges de luminosidade no crescimento microalgal.

5.7.1. Abordagem Experimental

Os cultivos para cada condi¢cdo de luminosidade, foram conduzidos até o inicio
da fase estacionaria, determinada como sendo 21 dias de cultivo.

Na Figura 27 visualiza-se o comportamento da relacdo do tempo de cultivo em
funcdo do pH para cada condi¢cao de luminosidade estudada. Nota-se que os valores
de pH medidos durante o cultivo estavam na faixa de 7,6 - 8,3, dentro da faixa ideal
de operacdo. Observa-se, também, que o comportamento entre as condicbes de

luminosidade estudadas foi similar.

Figura 27 - Tempo de cultivo em fun¢éo do pH para cada condi¢do de luminosidade.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 28 e a Tabela 9 apresentam o comportamento das curvas de
crescimento experimentais de Nannochloropsis oculata e o0s parametros de

crescimento experimentais para as condi¢des de luminosidade 01, 02 e 03.
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Figura 28 - Curva de crescimento experimental para cada condicdo de luminosidade estudada.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 9 - Pardmetros de crescimento experimentais para condicdes de luminosidade.
Condicao 01 Condicao 02 Condicao 03

Parametros de
crescimento

u (diat) 0,678 0,003 0,661 0,008 0,695 0,007
K (dia?) 0,139 0,003 0,118 0,009 0,160 0,010

Densidade maxima 177 113 g430 130,666 7,228 241,527 14,128
(células.mL x 10%)
Fonte: Elaborado pelo autor.

Média Desvio Média Desvio Média Desvio

A condicdo 03 (12_h luz: 12_h escuro) apresenta-se como a melhor condicdo de
luminosidade, para cultivo de microalgas Nannochloropsis oculata, com maior
densidade celular ao inicio da fase estacionaria. Este resultado pode ser explicado
devido as mudancas na fisiologia celular. Uma maior exposic¢éo a luz pode gerar uma
guantidade menor de biomassa, devido a producdo de substancias toxicas pela
clorofila em seu estado excitado e a tendéncia das células de produzir novos
pigmentos, o que retarda o crescimento (GALVAO, 2011).

Destaca-se ainda que a condicdo 03 apresentou valores dos parametros de
crescimento superiores a condicdo de controle (Tabela 8), que é semelhante a
condi¢éo 01 (24_h luz: 00_h escuro).

Zhang et. al. (2009) observaram que, se a alta exposicao a luz fosse imposta
imediatamente apds a inoculagdo, o cultivo torna-se amarelado e a taxa de

crescimento reduzia consideravelmente, resultando numa reducao total da biomassa.
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Para resolver este problema foi fornecida pouca luz no inicio do cultivo e, entéao
aumentou-se gradualmente a intensidade da luz de acordo com o aumento da
densidade celular. Os resultados mostraram que a elevacao gradual da intensidade
de luz foi benéfica tanto para o crescimento de células vegetativas méveis, quanto
para a acumulacéo de astaxantina.

Resultados descritos por Boussiba e Vonshak (1991) e Zhang et. al. (2009)
atestaram que ocorre um aumento no acumulo de astaxantina em altas exposicoes
de luminosidade, causado por mudancas do metabolismo celular. De fato, a alta
exposicdo a luminosidade gera uma tendéncia das células a produzirem novos
pigmentos, com o intuito de capturar a luminosidade excedente, como € o0 caso da
astaxantina. Isto implica em uma alteracao no crescimento das microalgas diminuindo
a producéo de biomassa final.

Dominguez-Bocanegra et. al. (2007) observaram que quando a baixa exposi¢cao
a luz é mantida constante, geralmente, ndo € suficiente para o acumulo da
astaxantina. E compreensivel a utilizacdo de uma menor exposi¢ido luminosa para
priorizar tanto células vegetativas em crescimento, quanto o acumulo gradual de

astaxantina no interior das células.

5.7.2.Modelagem matematica

As Figuras 45 a 53, do APENDICE, apresentam os dados experimentais e o
ajuste para obtencao dos parametros de cada modelo nas condi¢cdes de luminosidade
estudadas. O tempo morto foi considerado como aproximadamente zero (dias), uma
vez que se constatou um tempo morto experimental de poucas horas.

Apds a obtencdo dos parametros, seguiu-se para a modelagem em Matlab®. As
Figuras 29, 30 e 31 apresentam os dados experimentais e modelados, em cada
condicdo de luminosidade estudada. Foram também calculados os desvios entre a

densidade celular modelada e a experimental.



Figura 29 - Curvas de crescimento modeladas, Condicao 01.
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Figura 30 - Curvas de crescimento modeladas, Condi¢&o 02.
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Figura 31 - Curvas de crescimento modeladas, Condicao 03.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na Tabela 10 € possivel visualizar os valores dos parametros, coeficientes de

correlacéo e desvios obtidos pelos modelos estudados.

Tabela 10 - Valores obtidos através do ajuste e modelagem.
Condicdo 01 Condicdo 02 Condicdo 03

w 1,875 x 108 1,038 x 10° 2,268 x 10°
Modelo de U 1,269 x 10° 1,255 x 10° 1,840 x 10°
Gompertz tm (dias) ~ 0 ~0 ~0
R? 0,999 0,946 0,996
Desvio (%) 7,085 17,879 6,163

Condicdao 01 Condicdo 02 Condicdo 03

a 9,486 x 10° 5,797 x 10° 1,156 x 108
b 5,929 x 104 3,623 x 10% 7,225 x 104
c 6,391 x 104 -7,906 x 104 8,832 x 104
Modelo de d 3,666 x 103 1,103 x 104 5,451 x 10°
Celekli e -0,104 -0,500 -0,143
f -0,006 -0,031 -0,009
F (mg.L?) 16 16 16
R? 0,999 0,929 0,991
Desvio (%) 5,616 12,522 4,237
Condicdo 01 Condicdo 02 Condicao 03
A 1,833 x 108 9,942 x 10° 2,100 x 108
Modelo de B 5,757 4,121 4,232
Stephanopoulos tm (dias) ~ 0 ~ 0 ~ 0
R? 0,997 0,972 0,997
Desvio (%) 2,297 8,735 2,059

Fonte: Elaborado pelo autor.



77

Nota-se que os modelos estudados descrevem de forma satisfatéria o
crescimento da biomassa para as condicbes de luminosidade 01 e 03, com
coeficientes de correlagéo de 0,999 a 0,991. Porém, o modelo de Stephanopoulos foi
0 que apresentou menores desvios em relagdo aos dados experimentais.

Para prever o crescimento da biomassa na condicdo de luminosidade 02, os
modelos estudados apresentaram desvios elevados e coeficientes de correlacdo
inferiores a 0,972.

Por meio das curvas dos modelos foi possivel calcular os parametros de
crescimento modelados e predizer qual condi¢do de luminosidade otimiza a producéo

de biomassa, conforme evidenciadas na Figura 32 e na Tabela 11.

Figura 32 - Curvas de crescimento modeladas para C.01, C.02 e C.03.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 11 - ParAmetros de crescimento modelados para condi¢cdes de luminosidade.

Parametros de Condicao Condicao Condicao
crescimento 01 02 03
Modelo de u (dia?) 0,682 0,656 0,692
Gompertz K (dia?) 0,183 0,187 0,185
E:Z?jf:_?if?i"fgg 177,090 103,510 220,870
Parametros de Condicao Condicao Condicao
crescimento 01 02 03
Modelo de u (dia?) 0,681 0,658 0,692
Celekli K (dia?) 0,176 0,147 0,174
Densidade méaxima
(células.mL x 104) 177,680 113,890 223,550
Parametros de Condicao Condicao Condicao
Modelo de crescimento 01 02 03
Stephanopo U (dl_a'l) 0,681 0,656 0,691
ulos K (dla'l), . 0,142 0,112 0,156
Densidade maxima g, 44 119,040 224,600

(células.mL? x 10%)
Fonte: Elaborado pelo autor.

Dentre as condi¢cfes de luminosidade preditas, percebe-se que a condi¢cdo 03
(12_h luz: 12_h escuro) foi a que apresentou a maior producdo de biomassa,
corroborando com os resultados obtidos experimentalmente. O modelo de
Stephanopoulos prediz que a densidade maxima foi de 224,600 x 10* células.mL™.

Galvdo (2011) em seu estudo de modelagem da biomassa da microalga
Haematococcus Pluvialis em meio de cultura Rudic, encontrou uma producédo de
biomassa de 110 x 108 células.mL* no 21° dia de cultivo, em uma intensidade
luminosa de 4000 lux. O autor constatou que ocorre uma reducdo da producdo de

biomassa final para as intensidades de luz de 3000 a 5000 lux.

5.7.3.Teores de bio-6leo

A Tabela 12 especifica os valores obtidos das razGes dos picos em FTIR para a
analise qualitativa e o teor de bio-6leo estimado para cada condi¢do de luminosidade
estudada, utilizando-se a curva de calibragéo.

Sabe-se que os acidos graxos tém formula CHs-(CH2)r-C=0OR. Deste modo,
infere-se que se a razdo CH2/CHs apresenta valores mais altos, a medida que cadeias

alifaticas se tornem maiores ou menos ramificadas (PEPINO, 2013).
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Comparando-se as intensidades da razdo lzsso (CHz)/l2s7s (CHs), para as
condi¢cbes de luminosidade apresentadas na Tabela 12, observa-se que a condicéo
03 apresenta um aumento da cadeia carbdnica e diminuicdo dos numeros de

ramificagdes, quando comparada com as condi¢gdes estudadas.

Tabela 12 - Teores de bio-6leo e razdo obtidos por FTIR.

Teor de Bio-6leo (%) 2850 cm1/2875 cm™

Condicao de

luminosidade Média Desvio Razao Izg5|:3CHz/Izg75
01 15,297 2,157 0,808
02 6,690 1,722 0,462
03 20,019 0,079 1,081

Fonte: Elaborado pelo autor.

Este tipo de andlise € interessante para estimar o grau de saturacdo das cadeias
carbdnicas, relacionadas ao estudo da producédo lipidica de microalgas. Assim, &
possivel obter um método de comparacao das respostas fisiologicas apresentadas
pelas microalgas na biossintese de lipidios para cada tratamento estudado. Oleos com
alta concentracdo de acidos graxos poli-insaturados sé@o indesejaveis para uso como
combustivel, devido a sua baixa estabilidade quimica, em relacdo aos acidos graxos
monoinsaturados ou saturados (PEPINO, 2013).

O numero de cetanos também aumenta com o comprimento da cadeia carbbnica
nao ramificada. Ele é indicativo do tempo de atraso na ignicdo de combustiveis para
motores do ciclo diesel, logo, reflete a qualidade da ignicdo do combustivel. Quanto
maior o nimero de cetanos mais curto sera o tempo de ignicdo (LOBO; FERREIRA;
CRUZ, 2009).

Lin e Ritz (1993) demonstraram através do FTIR na propor¢cdo CH2/CHs,
analisando suas intensidades, o efeito da mudanca do comprimento da cadeia
carbdnica usando uma série de n-alcanos conhecidos.

Em relacdo a analise quantitativa do teor de bio-6leo, nota-se a relagédo direta
entre a densidade celular e o teor de bio-6leo obtido. Consequentemente, dentre as
condi¢cbes estudadas, a condicdo de luminosidade 03 foi a condicdo que apresentou
0 maior valor para o teor de bio-6leo percentual, aproximadamente 20%.

Os resultados confirmam que as condi¢des de cultivo podem alterar a quantidade
de bio-0leo produzido, mas também a qualidade deste bio-6leo, uma vez que, parte

da biossintese das moléculas de microalgas esta associada as condi¢cdes ambientais,
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principalmente aquelas relacionadas ao estresse que alterem a citocinese do
organismo (SATO et. al., 2000; HU, 2008).

5.7.4.Reducdo de gastos energéticos com luminosidade no cultivo microalgal

A Tabela 13 detalha os gastos de luminosidade para os cultivos estudados, em

comparacao com a condicéo de controle (24_h luz: 00_h escuro).

Tabela 13 - Comparacdo de gastos entre cultivos estudados e condicdo de controle.

Controle (C. 1) Condicao 2 Condicao 3
(24_hluz:00_h (24 hluz:24 h (12_hluz:12 h
escuro) escuro) escuro)
DMC 177,113 130,666 241,527
(cel.mlt x 10%) ’ ’ ’
Teor de Bio-0leo (%) 15,297 6,690 20,019
CEHD LIMTINEBEEE g s 30,24 KWh 30,24 KWh
(por cultivo)
Gasto Luminosidade 1,12 KWh/ (Lde 0,56 KWh/ (L de 0,56 KWh/ (L de
(por litro) cultivo) cultivo) cultivo)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota-se que o cultivo nas condi¢cfes de 12_h luz: 12_h escuro é mais vantajoso.
Uma vez que este apresenta uma reducgao de 0,56 KWh para cada litro de cultivo, com
valores de DMC e teor de bio-6leo superiores a condi¢céo de controle. A condicdo 24_h
luz: 24 _h escuro, apesar de gerar uma economia de 0,56 KWh por litro de cultivo, ndo
se mostra vantajosa, devido ao baixo teor de bio-6leo e DMC encontrados. Este
resultado também é promissor para o cultivo de microalgas em sistemas abertos, em

que a iluminacéo solar ocorre aproximadamente na faixa de 12_h luz: 12_h escuro.

5.8. Anélise do uso de estruvita como nutriente

A condicdo 12_hluz: 12_h escuro foi fixada, devido ao possivel alcance do maior
potencial biomassico encontrado na etapa de crescimento celular. Dessa forma
preparou-se uma solugdo de estruvita com concentracéo de 18,312 g.L%, respeitando-
se o célculo estequiométrico em relacéo ao fosforo, para utilizagcdo na proporcao de 1
mL de solugdo para cada 1 L de cultivo, conforme tabela de planejamento

experimental.
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5.8.1.Curva de crescimento, parametros e teores de bio-6leo

Na Figura 33 €é possivel visualizar a relacdo do tempo de cultivo em fun¢éo do
pH. Nota-se que os valores de pH obtidos experimentalmente durante os cultivos

estdo na faixa de 7,25 - 8,50, ou seja, dentro da faixa ideal de operacéo.

Figura 33 - Tempo de cultivo em fun¢éo do pH para os ensaios do planejamento experimental.

Tempo de cultivo (dias)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na Figura 34 visualizam-se os comportamentos das curvas de crescimento
experimentais de Nannochloropsis oculata. Verificou-se que os cultivos, de modo
geral, apresentaram uma fase lag bem definida, caracterizada pela adaptacao celular
frente a adicdo de uma nova fonte de nutriente, a estruvita. A excecéo ficou acerca do
ensaio 7, que foi alimentado com os nutrientes que ja vinham sendo utilizados nas

cepas.
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Figura 34 - Curva de crescimento experimental para cada ensaio.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na Tabela 14 encontram-se os valores dos parametros de crescimento

experimentais, teores de bio-0leo e a razdo CH2/CHs para cada ensaio realizado.

Nota-se que 0s ensaios 1, ao 4 ndo apresentaram crescimento celular significativo,

consequentemente ndo se produziu valores consideraveis para os teores de bio-6leo.

Tabela 14 - ParAGmetros de crescimento experimentais, teores de bio-6leo e razdo por FTIR.

Ensaios

p (dia™)

DMC Teor de Bio-

a1
K (dia”) (cel.mL x 10%) 6leo (%) lzas0/ 12675

Média Desvio Média Desvio Meédia Desvio Média Desvio Razao

01
02
03
04
05
06
07

08
Ponto

Central

0

0

0

0
0,578
0,686

0,695
0,671

0,643

0

0

0

0
0,004
0,007

0,007
0,007

0,013

0 0 23,330 0 0 0 -
0 0 23,869 0,762 0 0 =
0 0 23,330 0 0 0 -
0 0 25947 3,700 0 0 =

0,041 0,002 57,874 0,482 0,970 0,241 0,474
0,149 0,009 203,437 16,575 16,433 2,262 1,163
0,160 0,010 241,527 14,128 20,019 0,079 1,081
0,130 0,008 155,539 19,056 7,544 1,067 0,368

0,098 0,014 97,772 10,198 4,405 1,837 0,290

Fonte: Elaborado pelo autor.

Este fato pode ter ocorrido pela caréncia de nutrientes como fonte de fésforo e

nitrogénio no ensaio 1, e de fontes de nitrogénio nos ensaios 2, 3 e 4. Estes cultivos
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adquiriram uma coloracdo amarelada, que esta relacionada a morte celular, e pode

ser visualizada pela Figura 35.

Figura 35 - Cultivos do planejamento experimental, 19° dia de cultivo. Numerag&o conforme Tabela 4.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Percebe-se no ensaio 5 a importancia da fonte de nitrogénio, que mesmo com a
caréncia total de fontes de fosforo, gerou um leve crescimento celular. Porém, os
resultados estimados para as variaveis respostas foram baixissimos.

Os ensaios 6, 7, 8 e do ponto central geraram um crescimento celular mais
acentuado. Nota-se que o0 ensaio 6 (estruvita com nitrato) possui valores dos
parametros de crescimento e variaveis respostas proximos as do ensaio 7 (fosfato e
nitrato), destacando-se a densidade maxima celular de 203,437x10* células.mL? e
teor de bio-6leo de 16,433%. Isso sugere a eficacia do uso de estruvita como nutriente
em um cultivo microalgal, sobretudo como fonte de fosforo, em substituigdo as fontes
convencionais.

Os resultados obtidos pelo ensaio 8, mostram que o excesso de nutrientes como
fontes de fosforo (estruvita e fosfato), torna-se prejudicial ao cultivo, gerando valores
dos parametros de crescimento e variaveis respostas inferiores as dos ensaios 6 e 7.

Os resultados do ponto central, evidenciam a importancia do nitrogénio como
nutriente, pois mesmo sem o excesso de fonte de fésforo, a caréncia de nitrogénio
gerou valores dos parametros de crescimento e variaveis respostas inferiores ao

ensaio 8.
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Comparando-se as intensidades da raz&o lzsso (CH2)/l2s7s (CH3), dos ensaios
apresentados na Tabela 14, observa-se que 0s ensaios 6 e 7 apresentaram um
aumento da cadeia carbbnica e diminuicdo dos numeros de ramifica¢cdes, quando
comparados com as demais condicbes estudadas, que possuem situacdes de

estresse nutricional acentuadas.
5.8.2.Andlise do Planejamento experimental

Na Tabela 15, estdo registrados na tabela de planejamento de experimentos 23,
os valores das variaveis respostas densidade celular maxima (DMC) e teor de bio-

6leo (%), com réplicas.

Tabela 15 - Planejamento de experimental 23.

Estruvita Fosfato Nitrato
Ensaios (mLI_L de (mL/_L de (mL/_L de DMC Tepr de Bio-
cultivo) cultivo) cultivo) (cel.mLtx 10%) 6leo (%)
01 0 0 0 23,333 0
02 1 0 0 23,333 0
03 0 1 0 23,333 0
04 1 1 0 23,333 0
05 0 0 1 58,216 0,8
06 1 0 1 222,228 18,032
07 0 1 1 265,659 20,075
08 1 1 1 169,014 8,299
09 0,5 0,5 0,5 112,055 5,704
O1R 0 0 0 23,333 0
02R 1 0 0 24,407 0
O3 R 0 1 0 23,333 0
04 R 1 1 0 28,563 0
O5R 0 0 1 57,533 1,141
06 R 1 0 1 184,646 14,833
07R 0 1 1 217,395 19,963
08 R 1 1 1 142,064 6,79
09 R 0,5 0,5 0,5 83,491 3,106

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A analise estatistica do planejamento experimental foi elaborada mediante
emprego do teste de hipotese, utilizando-se a distribuicdo t-student com nivel de
significancia de 5%. Optou-se pela ANOVA three-way interactions para estudar a
relacdo entre os 3 fatores. Observa-se na Tabela 16 os efeitos encontrados pelas

variaveis respostas estudadas.

Tabela 16 - Tabela de Efeitos.

Variavel Fator Efeito {(7) p-valor
Resposta
Média 96,707 32,660 0,000
Curvatura 2,133 0,132 0,898
N 145,171 24,514 0,000
DMC F 29,760 5,025 0,002
E 20,379 3,441 0,011
R=0.991 N 28,721 4,850 0,002
NXE 18,803 3,175 0,016
FxE -62,066 -10,480 0,000
NXxFxE -63,105 -10,656 0,000
Variavel Fator Efeito t(7) p-valor
Resposta
Média 5,821 25,769 0,000
Curvatura -2,832 -2,304 0,055
N 11,642 25,769 0,000
T.eor, de F 2,140 4,738 0,002
Bio-Oleo E 1,147 2,538 0,039
R2=0,993 NxF 2,140 4,738 0,002
NXE 1,147 2,538 0,039
FXE -7,384 -16,345 0,000
NXFXE -7,384 -16,345 0,000

Fonte: Elaborado pelo autor.

Verifica-se que a curvatura néo foi significativa e os demais termos foram
significativos para o modelo (p-valor inferior a 0,05). Os efeitos de interacao de FXE e
NXFXE apresentaram uma influéncia negativa nas variaveis respostas estudadas,
ocasionado devido ao excesso de fontes de fosforo como nutriente. O efeito linear do

nutriente nitrato foi o que apresentou maior influéncia positiva nas variaveis respostas
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estudadas. Esse resultado indica que o nitrogénio € o nutriente limitante a producéo
de biomassa microalgal. De fato, alguns estudos tém mostrado que a limitacdo de
nitrogénio reduz o crescimento microalgal. Fortier e Sturm (2012), citam que a
biomassa microalgacea tem composi¢do tipica de CiosH181045N16P, portanto,
exigéncia com relacdo 16N:1P, contudo a relacdo N:P na biomassa algacea pode
variar de 4:1 para quase 40:1, dependendo da espécie e da disponibilidade de
nutrientes (CHISTI, 2007).

Foram obtidos os coeficientes de regressdo do modelo matemético para cada
variavel resposta. Deste modo, gerou-se as equacdes dos modelos estatisticos

codificados, que podem ser visualizadas pela Tabela 17.

Tabela 17 - Equacdo do modelo matematico.

Variavel

Resposta Equacéao Validade

DMC 96,707 +72,586N +14,880F +10,190E -1<N<+1

+14,361NF +9,402NE -31,033FE eren
R2=0,991 -31,552NFE
1201 0€ 5,821 +5,821N +1,070F +0,573E BPLDIy
+1,070NF +0,573NE -3,692FE
-3,692NFE -<Berd
R2=0,993 ’

Fonte: Elaborado pelo autor.

Observa-se que os valores dos coeficientes de correlacdo (R2) indicam que
99,1% e 99,3% dos dados experimentais ajustam-se as equacbes dos modelos
estatisticos de DMC e teor de bio-0leo, respectivamente.

Nas Figuras 36 e 37, verifica-se as andlises de residuos dos modelos quanto a
probabilidade normal e distribuicdo dos residuos em relacdo aos valores preditos, para
as variaveis respostas DMC e teor de bio-0leo, respectivamente. Observa-se a
normalidade dos residuos, através da proximidade dos pontos experimentais com a
linha continua, e independéncia dos residuos, visto que 0s pontos se encontram

aleatérios em torno da reta de residuo nulo.
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Figura 36 — Variavel resposta DMC. Probabilidade normal dos residuos a esquerda e distribuicdo dos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 37 - Variavel resposta Teor de bio-6leo. Probabilidade normal dos residuos a esquerda e
distribuicao dos residuos a direita.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Verifica-se nas Figuras 38, 39 e 40 o comportamento das superficies de

respostas correlacionando os fatores ndo codificados estudados, para variavel

resposta teor de bio-6leo. As superficies obtidas pela variavel resposta DMC podem

ser visualizadas no APENDICE (Figuras 54, 55 e 56). Observou-se uma grande

semelhanca entre as superficies das variaveis respostas, o que evidéncia a relacéo

entre a densidade celular e o teor de bio-6leo obtido.



Figura 38 - Superficie de resposta: Estruvita x Nitrato para Teor de Bio-6leo
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Figura 39 - Superficie de resposta: Estruvita x Fosfato para Teor de Bio-6leo
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Figura 40 - Superficie de resposta; Fosfato x Nitrato para Teor de Bio-6éleo.
DV: Teor de Bio-0leo (%)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A relacdo entre os fatores estruvita e fosfato (Figura 39) geraram valores de
maximo para as variaveis respostas, quando se tem alta concentracdo de fosfato
(valores préximos aos indicados pela literatura) associado a baixa concentracdo de
estruvita e vice-versa. Uma vez que, a concentracao de estruvita utilizada foi definida
através da estequiometria de fosforo, o resultado obtido mostra que altas
concentracfes de estruvita somada a altas concentracdo de fosfato geram um
excesso de fésforo, o que é prejudicial ao cultivo de microalgas. Deste modo, deve-se
optar pelo fosfato ou estruvita como fonte de fésforo, para que o cultivo possua
resultados satisfatorios.

A relacdo entre os fatores estruvita e nitrato (Figura 38) geraram valores de
mMAaximo para as variaveis respostas em altas concentracdes de nitrato e estruvita,
dentro do intervalo estudado. Um comportamento bem similar a este, foi obtido pela
superficie de resposta de fosfato e nitrato (Figura 40).

A andlise das superficies de resposta mostra que a estruvita tem um potencial
de substituir o nutriente fosfato como fonte de fésforo em cultivo de microalgas,
gerando valores de densidade celular maxima e teores de bio-6leo muito proximos ao
do nutriente convencional indicado pela literatura. Este resultado € um indicativo de

que efluentes (ricos em nitrogénio e fésforo) tem um potencial para serem utilizados
como nutrientes em cultivos de microalgas.
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5.8.3.Reducéao de gastos com nutrientes no cultivo microalgal

Este trabalho traz uma nova abordagem para o cultivo de microalgas, utilizando-
se estruvita como nutriente. Deste modo, pode-se acoplar um cultivo microalgal ao
processo de precipitacdo de efluentes industriais ou domésticos, consumindo assim
parte do residuo gerado, gerando beneficios ambientais aliados a redu¢éo de custos

com cultivo. Esta abordagem pode ser visualizada conforme fluxograma da Figura 41.

Figura 41 - Fluxograma de utilizagéo de estruvita.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.9. Separacédo da biomassa e extracdo do bio-6leo via Sohxlet

O cultivo na condicdo de luminosidade 12 _h luz: 12_h escuro e utilizando-se
estruvita como nutriente em substituicdo as fontes de fosfato foi conduzido em 21 dias,
levando a uma producao de biomassa de 141,112 g em 54 L de cultivo, gerando assim
uma taxa de 0,124 g.Lt.dia™.

Essa producdo de biomassa foi superior a de Millan-Oropeza & Fernandez-
Linares (2017), no qual cultivaram a espécie Nannochloropsis oculata em lagoas
abertas durante o inverno e primavera alcangando uma concentragcéo de biomassa de
0,05 g.Lt.dia?. Isso mostra que o controle de parametros como luminosidade,
nutrientes, entre outras sdo fundamentais no crescimento algal.

A Figura 42 mostra a biomassa obtida e a extragdo via Soxhlet. Nota-se a
coloracdo caracteristica da biomassa (verde) e também do lipidio extraido

(amarelada).

Fonte: Elaborado pelo autor.

O espectro ATR-FTIR do bio-6leo obtido, apds todos os processos de extracao,
pode ser visualizado pela Figura 43.
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Figura 43 - Espectro ATR-FTIR da amostra de bio-6leo obtido. Cultivo utilizando-se estruvita.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Percebe-se que as bandas de absorcéo estédo situadas nos nimeros de onda
caracteristicos dos grupos funcionais de Oleos. Pode-se ainda comparar este
espectro, com o espectro de bio-6leo obtido através do cultivo de Nannochloropsis
oculata, proveniente de nutrientes convencionais (meio de cultivo padréo), nas

mesmas condi¢cdes de extracao (Figura 44).

Figura 44 - Espectro FTIR das amostras do bio-6leo via base umida (vermelho) e seca (preto)
extraido via Soxhlet com hexano. Cultivo utilizando-se fosfato.
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Fonte: (LIMA, 2018)

Nota-se uma grande semelhanca entre 0os espectros via base umida do cultivo

proveniente de nutrientes convencionais, com o proveniente de estruvita. Deste modo,
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pode-se dizer que o uso de estruvita como nutriente em cultivo microalgal ndo interfere
nas caracteristicas de infravermelho do bio-6leo gerado. As diferencas nas
intensidades dos picos de absorcdo podem ter sido geradas por outros fatores, como,
por exemplo, eficiéncia da extracao.

A Tabela 18 apresenta o teor de bio-0leo obtido pela extracdo no método
gravimétrico, através do rendimento experimental, em comparacdo com o teor de bio-

Oleo obtido pelo método de espectroscopia de FTIR.

Tabela 18 - Teor de bio-6leo. Comparacéo entre extracdo e FTIR.
Teor de Bio-6leo (%)

Método _ :
Média Desvio

Extracéo 11,934 2,305

FTIR 16,433 2,262

Fonte: Elaborado pelo autor.

Borges (2011) observou, no cultivo de microalgas Nannochloropsis oculata, com
meio de cultivo Guilard /2, um rendimento de 16,20%, muito proximo ao valor
encontrado pelo método de espectroscopia de FTIR.

O menor valor de teor de bio-6leo obtido pela extragdo, pode ser explicado,
devido a grande dificuldade no rompimento da parede celular destes organismos,
dentre demais fatores, que dificultam o processo de recuperacdo de lipidios,
provocando perdas no método gravimétrico. Em virtude disso, a técnica de FTIR
mostrou-se muito versatil, sendo mais préatica, consumindo menor quantidade de
amostra e gerando maior rapidez na obtencédo de resultados mais precisos (PEPINO,
2013).
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6. CONCLUSAO

As microalgas sdo sugeridas como fontes promissoras para a producdo de
biocombustiveis, por serem capazes de conter grandes quantidades de lipidios. Por
meio das pesquisas bibliométricas, foi constatado que dentro da plataforma Web of
Science, os temas “Modelagem de crescimento de microalgas” e “Utilizacdo de
estruvita como nutriente de cultivo de microalgas” se mostraram relevantes, devido ao
notavel aumento das quantidades de publicagcbes e citacdes ao longo dos ultimos
anos.

As técnicas de UV-vis e FTIR se mostraram muito versateis, consumindo menor
guantidade de amostra e gerando maior rapidez na obtencdo de resultados mais
precisos.

Os modelos matematicos estudados se mostraram adequados para predizer a
producdo da biomassa para as condicdes de luminosidade 01 e 03. Os menores
desvios em relacdo aos dados experimentais foram obtidos pelo modelo de
Stephanopoulos.

A andlise da modelagem matematica e de dados experimentais mostraram que
a condicao de luminosidade 12_h luz: 12_h escuro, dentre as estudadas para cultivo
de microalgas Nannochloropsis oculata, como a condi¢do que otimiza os valores de
densidade celular e teor de bio-6leo, gerando-se ainda uma reducdo de 0,56 KWh
para cada litro de cultivo.

O planejamento experimental mostrou que o nitrato é o nutriente que apresenta
maior efeito positivo nas variaveis respostas DMC e teor de bio-6leo. Foram gerados
0os modelos matematicos estatisticos, obtendo-se um R? de 0,991 para DMC e 0,993
para teor de bio-6leo.

A estruvita apresentou um potencial de utilizacdo como fonte de fosforo em
cultivo de microalgas, em substituicdo ao nutriente fosfato, podendo gerar uma
reducdo de gastos com nutrientes convencionais. O bio-0leo obtido do cultivo de
estruvita como nutriente possui caracteristicas similares ao obtido por nutrientes

convencionais.
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7. SUGESTOES FUTURAS

Como sugestdes para trabalhos futuros visando dar continuidade aos avancos obtidos

nessa pesquisa tem-se:

e Estudar o impacto da variagcdo da intensidade luminosa e outras condi¢des de
luminosidade ndo abordadas neste estudo, no cultivo de microalgas;

e Utilizar os parametros e modelos indicados neste trabalho para simular curvas
de crescimento microalgal em diversas outras condi¢cdes de luminosidade;

e Estudar a utilizacdo de estruvita também como fonte de nitrogénio para
microalgas, atuando concomitantemente em substituicdo as fontes de nitrato e
fosfato.

¢ Investigar mais a fundo os desafios econdmicos do uso de estruvita para
reducdo de custos com cultivo de microalgas, aplicando calculos mais
detalhados.
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Figura 45 - Ajuste para obtencao de parametros do modelo de Gompertz, Condicé&o 01.

Figura 46 -

Densidade celular (células/mL)

Ajuste para obtencdo de pardmetros do modelo de Gompertz, Condi¢éo 02.

Densidade celular (células/mL)

2,0x10°
1,8x10°
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2,0x10°

1,4x10°

1,2x10°

1,0x10°

8,0x10°

6,0x10°

4,0x10°

2,0x10°

0,0

APENDICE

1 ®  Experimental C.01 //,%
1 | — Regressao C.01 _—
. /
__ Equation y = (W)*exp(-exp((((U)*(-x)"exp(1))(W))+1));
i Adj. R-Squar 0,99894
n Value Standard Erro
] w w 1,8749E6 58528,63872
u u 126902,9218  2670,40288
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Tempo de cultivo (dias)

Fonte: Elaborado pelo autor.

—— Regressao C.02

® Experimental C.02 } %

Equation ¥ = (W)exp(-exp((((U)"(-x)"exp(1))(W))+1));

Adj. R-Squar 0,94634

Value Standard Erro
W W 1,03789E6  101766,9691
U u 125552,0959 10022,81286

—r - 1 T 1 T - T T T 1T
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Tempo de cultivo (dias)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 47 - Ajuste para obtencado de parametros do modelo de Gompertz, Condic&o 03.

Figura 48

Densidade celular (células/mL)

2,8x10° 7

2,4x10°

2,0x10°

1,6x10° -

1,2x10°
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A Experimental C.03 i
—— Regressao C.03 1

Equation ¥ = (W)rexp(-exp((((U)*(-x)"exp(1))/(W))+1));

Adj. R-Squar 0,99623
Value Standard Erro
-~ w w 2,26797E6 57834,02774
V] V] 184034,2862  2740,20718

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Tempo de cultivo (dias)

Fonte: Elaborado pelo autor.

- Ajuste para obtenc¢&o de parametros do modelo de Celekli, Condicdo 01.

Densidade celular (células/mL)
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Tempo de cultivo (dias)

N
g
[«

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 49 - Ajuste para obtencéo de parametros do modelo de Celekli, Condi¢édo 02.

Figura 50 -
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Ajuste para obtencdo de pardmetros do modelo de Celekli, Condicdo 03.
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' —— Regressao C.03 I ol

~ - -

E  20x10° i 1

a

2 5

‘Q 1,6x10°

K

5 Equation y= (A+B"16)"6xp(-exp((((C+D"16)"(E+F~1€

QL +));

2 1,2x10° '

o ,

5]

g o Adj. R-Square 0,99139

© 8,0x10° Value

o A A 1,15595E6

o B B 72046,85651

o) 5 c c 88325,23912

o 4,0x10° = D D 5451,03696
E E -0,14328
F F -0,00895

O’O T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Tempo de cultivo (dias)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 51 - Ajuste para obtencéo de parametros do modelo de Stephanopoulos, Condicéo 01.

Densidade celular (células/mL)

Figura 52 - Ajuste para obtencéo de pardmetros do modelo de Stephanopoulos, Condi¢éo 02.

Densidade celular (células/mL)
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 53 - Ajuste para obtencao de parametros do modelo de Stephanopoulos, Condigdo 03.

Densidade celular (células/mL)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 54 - Superficie de resposta: Estruvita x Nitrato para DMC.
Dv: DMC

(cel./ml x 10%)

Lt ] Y

A

J = 200
H < 200
I < 150
O < 100
I <50
W=0

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 55 - Superficie de resposta: Estruvita x Fosfato para DMC.
DV:DMC
(cel./ml x 10%)

g > 100
O < 60
B <10

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 56 - Superficie de resposta: Fosfato x Nitrato para DMC.

DV: DMC
(cel./ml x 10%)

B> 200
H<190
[]<140
[]<90
<40
B<-10

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 19 - Célculo do rendimento do bio-6leo obtido pela extracéo.

Baldo + bio- Baldo Bio-6leo Biomassa Rendime
dleo (9) (9) (9) (9) nto (%)
Extracéo 1 97,388 95,509 1,880 19,086 9,848
Extracéo 2 158,607 156,133 2,474 19,174 12,903

Fonte: Elaborado pelo autor.
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