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RESUMO

Atualmente, a preocupacdo com 0 meio ambiente aumentou muito devido as
variacOes climdticas que ocorreram no planeta, por isso é importante que novas
tecnologias atentem a diminui¢cdo da emissdo de gases poluentes na atmosfera. As
microalgas sdo excelentes receptoras de CO, e uma boa alternativa como fonte de
biodiesel. O presente trabalho tem como objetivo avaliar o crescimento das espécies
Chlorella minutissima e Dunaliella tertiolecta em fotobiorreator do tipo air-lift com a
variacdo da vazdo de entrada de ar. Os experimentos foram realizados em duplicata,
com quatro vazdes diferentes para a D. tertiolecta (0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 L/min) e trés para
a C. minutissima (0,5; 1,25 e 2,0 L/min), com temperaturas de 30°C e 28°C
respectivamente, e salinidades de 34 g/L . As medidas de crescimento foram realizadas
por absorbancia utilizando um espectrofotometro no comprimento de onda de 570 nm,
cuja correlacdo com a biomassa € conhecida. Os resultados mostraram que o aumento
da vazdo de ar ndo tem influéncia significativa no crescimento para a C. minutissima, e,
para a D. tertiolecta, faz e a biomassa flotar, dificultando a circulacdo e mistura
homogénea no fotobiorreator. Houve evaporacdo significativa do meio de cultivo nas
vazdes mais elevadas. Pode-se concluir que ndo é necessdria uma vazao maior do que
0,5 L/min, visto que este fator nao € limitante no crescimento para estas duas espécies
de microalgas.

Palavras-chave: microalga, fotobiorreator, air-lift, Chlorella minutissima,

Dunaliella tertiolecta.
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1. Introducao

Um dos principais marcos na histéria da humanidade foi a revolucdo industrial,
que transformou a vida de praticamente todos os seres humanos. Tal desenvolvimento,
exigiu que novas formas de energia fossem utilizadas para suprir o crescimento
industrial. Mas com a alta demanda de energia, combustiveis fosseis foram amplamente
utilizados nas recém criadas maquinas a vapor. A partir dai, a maioria dos equipamentos
produzidos utilizava os mesmos combustiveis para seu funcionamento, nao havendo
preocupacdo com os futuros danos ao meio ambiente. Hoje em dia, o efeito desse
crescimento industrial € sentido em varias partes do mundo.

No entanto, novas fontes de energia jia estdo sendo pesquisadas, a fim de
diminuir tais efeitos e buscar uma nova forma de convivio com o meio ambiente, sem
que a exploracdo deste seja tdo excessiva ao ponto de ser irrepardvel. Uma das
propostas é a utilizacdo do biodiesel, que € um O6leo para queima proveniente de
biomassa, como diversas sementes oleaginosas, microalgas entre outros (HUANG, et
al., 2009).

O cultivo de microalgas tem sido usado hé alguns anos para diversas finalidades,
incluindo: racdo animal, complemento alimentar e producdo de carotendides de alto
valor agregado. Mais recentemente, elas t€ém sido alvo de pesquisas visando a produgdo
de 6leos que podem ser utilizados como fonte de energia. Porém, de acordo com as
condicdes de crescimento, tais como, salinidade do meio de cultivo, temperatura, pH e
aeracdo, as microalgas podem variar os produtos do seu metabolismo, além de
crescerem mais ou menos rapidamente.

A limitag¢ao do crescimento devido aos fatores citados é um aspecto importante a
ser analisado. A aeracdo influencia no coeficiente de transferéncia de massa da fase
liquida (kza), sendo esta uma das possiveis condi¢cdes Imitantes dos cultivos.

O presente trabalho tem como objetivo caracterizar o crescimento das
microalgas Chlorella minutisima e Dunaliella tertiolecta de acordo com a vazdo de
entrada de ar e, consequentemente, com o parametro kza em um fotobiorreator do tipo
air-lift, reator que possui agitacdo ascendente, produzida pela introducdo de corrente

gasosa no fundo, com recirculagao.



2. Revisao bibliografica

2.1 Microalgas

Microalgas sdo microrganismos fotossintetizantes, eucariontes ou procariontes
(MATA, et al., 2010) que possuem alta capacidade de absorcdo de CO,, sendo as
principais responsaveis por esta atividade nos oceanos, uma vez que estao presentes em
grande numero na coluna de 4gua (FAKOWSKI, 1997 apud BORGES et al, 2007).

As microalgas que compde o fitoplancton realizam seus diversos papéis
ecologicos e processos Dbioldgicos fundamentais com eficiéncias distintas
(LOURENCO, 2006).

Estes microrganismos possuem crescimento rdpido devido a sua estrutura
unicelular ou multicelular e podem ser cultivadas em 4gua salobra e/ou salgada, ndo
necessitando do uso de dgua doce, destinada ao consumo humano e a agricultura. Além
disso, possuem alta capacidade de adaptacdo e tolerancia em condi¢des ambientais
consideradas extremas, podendo ser cultivados em espacos pequenos e regioes
improprias para atividades agricolas, como por exemplo, desertos (KURANO et al,
1995 apud BORGES et al, 2007).

As microalgas estdo presentes em todos os ecossistemas da Terra, ndo apenas
aqudticos, mas também terrestres, representando uma enorme variedade de espécies
vivendo em uma ampla gama de condi¢Ges ambientais (MATA, et al., 2010).

Muitas cole¢des de microalgas foram criadas nos dltimos anos, uma das maiores
¢ a da Universidade de Coimbra, em Portugal, contendo mais de 4000 cepas e 1000
espécies. Esta colecdo confere uma larga variedade de diferentes microalgas disponiveis
a serem selecionadas para diversos usos, como aumentar ou acrescentar algum valor a
produtos farmacéuticos, alimenticios para o consumo humano e fontes de energia
(MATA, et al., 2010).

Existem diversas aplicacdes para as microalgas, tais como:

e Remocdo de CO; de efluentes gasosos industriais pela biofixagcao, reduzindo a
emissdo dos gases causadores do efeito estufa liberados na queima de
combustiveis (WANG et al., 2008 apud MATA et al , 2010);

e Tratamento de dgua residudria, utilizando os contaminantes NH;*, NO; e PO4'3

como nutrientes (WANG et al., 2008 apud MATA et al , 2010);



® Apoés a extracdo do dleo, a biomassa restante pode ser processada em etanol
metano, alimentag¢do na pecudria, fertilizante, devido ao seu alto teor de N:P, ou
simplesmente queimada para cogeracdo de energia (WANG, et al., 2008);

e A habilidade de crescer em condi¢cdes adversas e a necessidade reduzida de
nutrientes fazem com que as dreas ndo cultivdveis, independente da mudanca
climdtica, possam ser utilizadas para o cultivo de microalgas, ndo concorrendo
com a agricultura, além de poderem aproveitar dguas residudrias (MATA, et al.,

2010);

2.1.1 Uso de microalgas para o biodiesel

O biodiesel € feito de 6leos derivados de biomassa, na maioria das vezes, O0leo
vegetal. Ele parece ser uma fonte de energia atrativa por diversas razdes: € uma fonte
renovdvel que pode ser estabelecida de maneira sustentdvel; aparenta ter diversas
propriedades favoraveis ao meio ambiente, resultando em nenhum aumento da liberacao
de diéxido de carbono e contetido muito baixo de enxofre (SHEEHAN et al, 1998 apud
HUANG et al., 2009)

Com o intuito de buscar outras fontes para compor o biodiesel, materiais
bioldgicos ricos em lipidios tiveram sua pesquisa vista com outros interesses.
Microrganismos oleaginosos sao favoravelmente levados em conta pelo seu curto tempo
de crescimento, alto conteido lipidico e facilidade de modificacdo por meios
biotecnolégicos (HUANG, et al., 2009).

As microalgas tém sido sugeridas como potenciais candidatas para a o biodiesel,
devido a eficiéncia fotossintética, maior produg¢do de biomassa e maior taxa de
crescimento, comparadas a outras fontes (HUANG, et al., 2009). Os teores lipidicos
das microalgas comumente ficam entre valores de 20 a 50%, vide Tabela 2, o que
mostra um enorme potencial para as microalgas se tornarem a principal fonte de
biodiesel.

Porém, é importante ressaltar que o custo de producdo da microalga ainda é
muito alto. Segundo CHISTI (2007), o preco do biodiesel proveniente de microalgas
gira em torno de US$2,80 por litro, enquanto que derivados de petréleo custam
US$0,49 por litro. Assim sendo, o preco almejado para o biodiesel de microalgas é
US$0,48/L, para que seja competitivo no mercado. Uma das alternativas € produzir a
biomassa algal em fotobiorreatores com espécies com teor lipidico de 70%, o que

acarretaria na reducdo do prego para US$0,72/L.



Outra maneira de reduzir o custo é estudando melhores condi¢des de cultivo das

microalgas, direcionando a rota metabdlica para a producdo de lipidios e utilizando

subprodutos de alto valor agregado, como pigmentos, para tornar rentdvel a producdo de

microalgas.

Tabela 1: Comparacao de diferentes fontes de biodiesel (HUANG, ef al., 2009).

Origem do biodiesel

Vantagens

Desvantagens

Composi¢do dos dcidos

graxos similar ao 6leo vegetal

A maioria dos lipidios

possui baixo valor

comum; energético como
Microalga Pode chegar a 85% do peso combustivel;
seco na forma de 6leos sob as O custo do cultivo é mais
circunstancias especificas; alto se comparado com
Crescimento rapido; cultivos de sementes;
Alta taxa de crescimento. A maioria das bactéricas ndao
Bactéria produz lipidios, mas sim,

lip6ides complexos.

Leveduras e mofos

Recursos abundantes na
natureza;

Alto teor de 6leos em
algumas espécies;

Tempo curto de ciclo de
crescimento.

Alta capacidade de
crescimento em diferentes

condicdes de crescimento;

Filtragao e cultivo de
leveduras e mofos com alto
teor de lipidios sdo
necessarios;

A extragdo de dleos a partir
de leveduras e mofos
oleaginosos é complexa e
uma nova tecnologia deveria
ser explorada para lidar com
este problema;

O custo do cultivo é mais
alto se comparado com

cultivos de sementes.

“waste oil”

E mais barato do que os

outros métodos de obtengdo.

Contém alto teor de gordura
saturada, que sdo de dificil
conversao em biodiesel por

catalise.




Tabela 2: Teor lipidico de algumas microalgas (CHISTIL, 2007 ).

Espécie de microalga Teor lipidico(% em peso seco)
Botryococcus braunii 25-75
Chlorella sp. 28-32
Crypthecodinium cohnii 20
Cylindrotheca sp. 16-37
Dunaliella primolecta 23
Isochrysis sp. 25-33
Monallanthus salina >20
Nannochloris sp. 20-35
Nannochloropsis sp. 31-68
Neochloris oleoabundans 35-54
Nitzschia sp. 4547
Phaeodactylum 20-30
tricornutum
Schizochytrium sp. 50-77
Tetraselmis sueica 15-23

Um processo conceitual para a produgdo de 6leo microalgal para o biodiesel é
mostrado na Figura 1. Agua, nutrientes inorganicos, diéxido de carbono e luz sdo
fornecidos para a cultura de microalgas durante a fase de produ¢dao da biomassa. Na fase
de recuperagdo da biomassa, as células em suspensdo no meio sdo separadas da dgua e
dos nutrientes residuais e ambos sao reciclados para o estdgio anterior. A biomassa
recuperada € utilizada para se extrair o 6leo, que serd convertido em biodiesel em um
processo separado.

Parte da biomassa gasta pode ser destinada a racdo animal e para a recuperacao
de outros produtos de alto valor agregado que ainda podem estar presentes. O
restante sofre a digestao anaerdbica, que produz biogds para gerar
eletricidade. Efluentes do digestor anaerdbico sdo usados como fertilizante rico em
nutrientes € como dgua de irrigacdo. A maior parte da energia gerada a partir
do biogés é consumido dentro do processo de produgdo de biomassa e qualquer excesso
de energia é vendido as concessiondrias de energia elétrica. Emissdes de dioxido de
carbono a partir da fase de geracdo de energia sdo alimentados para a producdo de

biomassa (CHISTI, 2008).



Agua + nutrientes F]::} Biodiesel
Agua + nutrientes - X
CoO,—7x"

CcO,

eletricidade para a produgiio

H'

¢ Alimentagio animal

Energia para a rede elétrica Efluente

Figura 1: Esquema conceitual para o processo integrado da producao de biodiesel por microalgas
(CHISTI, 2008)

2.2 Transferéncia de dioxido de carbono

Tendo em vista como principal objetivo do presente trabalho avaliar a variacao
do crescimento da microalga de acordo com a aeragdo, € necessdrio conhecer o modelo
utilizado para a transferéncia do CO, da fase gasosa para o meio de cultivo, e do meio
de cultivo para a célula (SCHMIDELL, et al., 2001).

As resisténcias ao transporte de massa da bolha de ar até a célula pode ser
esquematizada como mostra a Figura 2. A primeira delas é devido a uma pelicula
gasosa estagnada dentro da bolha de ar pela qual a molécula deve se deslocar
(resisténcia 1 — Figura 2), Em seguida, existe uma na interface gas-liquido (resisténcia
2) e outra relacionada a pelicula de liquido estagnada na superficie da bolha (resisténcia
3), que pode ser explicada com a existéncia da camada limite.

Em geral, as resisténcias 1 e 2 sdo desprezadas, uma vez que, dentro da bolha de
ar, as moléculas de gds estdo bastante agitadas e ndo existe nenhuma substancia (ex:
antiespumante) na interface liquido-gas que dificulte a difusdo através desta. Assim, a
Unica resisténcia que serd considerada do lado da bolha de ar, serd aquela devido a
camada limite liquida existente ao redor desta, que € funcdo da difusividade do CO, no

liquido e da espessura da pelicula.



Pelicula de ar

Célula

. 03
Pelicula de liquido -~
—

Interface célula-liquido

Interface gas-liquido

Figura 2: Resisténcias associadas a dissolucio e ao consumo de CO2 (GARCIA-OCHOA, et al., 2010)

Ao considerar o meio de cultivo suficientemente agitado, a resisténcia da
convecgdo (resisténcia 4) também € desconsiderada. Somente se a fase liquida € muito
viscosa essa suposicao nao € valida. Este ndo € o caso aqui estudado.

Quando se analisa o lado do consumo do diéxido de carbono, por analogia, é
possivel imaginar resisténcias devido a uma pelicula de liquido em torno da célula
(resisténcia 5), a difusdo do CO, através da membrana celular (resisténcia 6) e através
do citoplasma (resisténcia 7). Estas resisténcias sdo consideradas pouco significativas
no modelo utilizado, uma vez que a célula possui dimensdes muito pequenas, area
exposta ao meio liquido e o fato de que o transporte do CO, na membrana celular é
dado por simples difusao.

Definidas as resisténcias importantes no transporte do gds, faz-se necessario
equacionar o fluxo de CO; no meio. Como visto, a Gnica que serd considerada é aquela
devido a pelicula de liquido ao redor da bolha de ar, ela € definida como o inverso do
coeficiente de transporte na pelicula liquida (k;). A forca motriz para o transporte € a
diferenca entre de concentracdo de di6xido de carbono na interface (Cs) € no meio de

cultivo (C). Assim:

gradiente

)

n =
coz resisténcia

onde: ncp, = fluxo de diéxido de carbono por unidade de &rea interfacial
(gCO,/m>.h)

resisténcia = inverso do coeficiente de transferéncia



Tendo em vista que esse fluxo de CO, estd definido por unidade de area
interfacial de troca de massa, drea essa de dificil quantificacio quando se tem um

enorme nimero de bolhas suspensas em um liquido, pode-se definir:

area interfacial de transferéncia de massa (m?)

a= 2)

volume total de liquido (m3)

Assim, pode-se escrever:
Neoz = kpa(Cs — C) (3)
onde: n.,, = velocidade de transferéncia de CO, (gCOZ/m3 .h)

k,a = coeficiente volumétrico de transferéncia de CO, (h™)

Caso a vazdo da entrada de ar no sistema aumente, é possivel compreender que
haveria um maior acimulo de bolhas de ar no seio do liquido (aumento de a), a0 mesmo

tempo em que se promove um maior arraste do CO, consumido.

2.3 Reator air-lift
Reatores air-lift (ALR) consistem em um vaso com liquido dividido em duas
zonas distintas, onde em apenas uma ¢ injetado o gds normalmente. Essa injecao de gis
causa uma diferenca de densidades entre as fases onde o gas € injetado e onde ele ndo é,
o que resulta na circulagdo do fluido dentro do reator, fendmeno chamado de air-lift, ou,
“suspensdo de ar”, traduzindo-se literalmente.
Todos os ALR, apesar das diferentes configuracdes e designs, possuem quatro
secoes distintas (MERCHUK, et al., 1999):
® Riser — o gas € injetado no fundo desta se¢do, e o fluxo do gis ¢é
predominantemente ascendente;
® Downcomer — esta sessdo, que € paralela ao riser, € conectada a este no
fundo e no topo. O fluxo do gis e do liquido é predominantemente
descendente. A forca motriz para a circulacdo é a diferenca de densidade
entre as duas secdes, que gera o gradiente de pressdo necessdrio para a
recirculacao do liquido;
® Base — na maioria dos modelos dos ARL, a zona de conec¢do do fundo entre
o riser € o downcomer € bastante simples. Normalmente ndo se acredita que

a base tenha um efeito significante no restante do reator, mas o design desta



secdo pode influenciar no gas holdup, na velocidade do liquido e no fluxo da
fase solida;

e Separador do gds — esta se¢do fica no topo do reator e liga o riser ao
downcomer, permitindo a circulacdo do liquido e facilitando a liberacdo do
gds. Designs que favorecem que o tempo de residéncia do gds no separador
seja maior do que o requerido para as bolhas se desprenderem irdo minimizar
a fracdo de gas recirculando pelo downcomer. A Figura 3 mostra como esta

zona pode ser projetada, dependendo da finalidade do reator.

Separador de gas para ALR com loop interno

T

Figura 3: Diferentes tipos de separador de gas.

A simplicidade no modelo e na construc¢do, os modelos de fluxo bem definidos e
os custo relativamente baixo de mistura fazem desse tipo de reator uma 6tima escolha.
A baixa taxa de cisalhamento, boa mistura e o longo periodo de assepsia de operagao
sdo devido a elimina¢d@o da hélice de agitacdo (CHISTI, 1989).

A taxa de aeragdo € restrita devido a sensibilidade da célula quanto ao
cisalhamento. Existe um limite superior mdximo dentro dos niveis de turbuléncia,
porque as espécies de algas s@o afetadas diferentemente pelo estresse hidrodinamico
(MIRON et al, 2000 apud XU et al, 2009).

Geralmente, aumentando-se a taxa de aeracdo, aumenta-se a mistura, a

circulagdo do liquido e a transferéncia de massa no reator. Enquanto a alta velocidade

superficial do gds aumenta a mistura, também ajuda a evitar o acimulo de oxigénio e da



uma boa transferéncia de massa entre as fases gas e liquido para o uso eficiente do CO,
(MIRON et al, 2000 apud XU et al, 2009). No entanto, algumas espécies de microalgas
podem sofrer efeitos negativos devido a tensdo de cisalhamento causado pela alta
aeracdo (XU, et al., 2009).

Determinou-se que a tensdo de cisalhamento devido ao ar é diferente no reator
de acordo com o raio da coluna e aumenta consideravelmente com a velocidade
superficial do gis no riser, enquanto que, no downcomer, o cisalhamento é mais
uniforme e mais fraco (XU, et al., 2009).

Danos causados pela tensdo de cisalhamento também foram observados nas
regides de topo e fundo, e mudando-se o tamanho destas regides alteram-se também as
linhas de corrente atenuando este efeito (LUO, DAHHAN, 2008 apud XU,
WEATHERS et al, 2009). Estas mudancas podem afetar significativamente o
desempenho do biorreator, particularmente em aplicacdes envolvendo microalgas

sensiveis a tensdo de cisalhamento.

.
-3

o* ol Qe DOWNCOMER ( DOWNFLOW )

"= GAS SPARGED RISERS
(UP FLOW )

—— GAS SPARGER

Figura 4: Esquema de um reator air-lift genérico. O ar € injetado no riser periférico, o fluxo do

liquido € no sentido vertical, em direcdo ao fundo pelo tubo no centro (downcomer). (CHISTI, 1989)
Existe uma larga variedade de configuragdes para o modelo do reator air-lift, as
duas principais classificagdes sdo:

e Air-lift com loop interno — uma varia¢do de um reator do tipo coluna de
bolhas, onde existe uma divisoria entre o riser € o downcomer por uma
parede interna;

e Air-lift com loop externo — neste tipo, o riser € 0 downcomer sdo dois

tubos separados conectados por se¢des horizontais préximas do topo e

do fundo do reator.
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Esses dois tipos ainda podem ser subdivididos dependendo de suas
peculiaridades. Como por exemplo, reatores de loop interno, podem possuir formato
cilindrico dividido ou ter um tubo concéntrico internamente. Os reatores com loop
externo possuem uma menor variedade, mas muitos designs para a ligacdo horizontal
entre o riser € 0 downcomer, mais precisamente na conec¢ao de topo. A Figura 5 mostra

exemplos de tipos de reatores air-lift.

RISER

DRAUGHT TUBE

DOWNCOMER

A5

(e)

Figura 5: Tipo de reatores air-lift: (a) cilindro dividido com loop interno; (b) tubo interno

concéntrico de loop interno; (c) tubo interno com diviséria vertical; (d) loop externo (CHISTI, 1989).

O principal objetivo dos reatores air-lift é facilitar a troca de massa entre as
fases, como por exemplo, possibilitando a dissolucdo do CO2 da fase gasosa para a
liquida, bem como a remocdo do O2 produzido da fotossintese da fase liquida para a
gasosa.

A superioridade dos reatores air-lift sob os mecanicamente agitados em termos
de transferéncia de massa para uma determinada energia inserida no sistema ¢é
demonstrada por Legrys (1978). A comparacdo da eficiéncia da transferéncia de
oxigénio, ou seja, a massa de oxigénio absorvida por unidade de energia investida por

unidade de tempo, mostrou que a eficiéncia do ALR estd entre as mais altas dos sistemas
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agitados. A desvantagem de trabalhar com sistemas de inser¢ao de gas € a facilitacdo da
evaporacdo do liquido do meio de cultivo. Esse fendmeno € bastante freqiiente e causa o
abaixamento do nivel dentro do reator, podendo deixar particulas de biomassa aderida

nas paredes.

2.4 Caracterizacao do fotobiorreator utilizado

O presente trabalho preocupa-se em avaliar a da vazdo de entrada de ar no
fotobiorreator sobre o cultivo, a fim de verificar a condi¢do ideal de crescimento. Outros
parametros deste sistema de cultivo ja foram estudados por Kochem (2010), alguns de
extrema importancia para este trabalho, como tempo de mistura (z,), tempo de
circulagdo (7.) e o coeficiente de transferéncia de massa (k;a) para diferentes vazoes de
ar.

A medida dos tempos de mistura e de circulagdio de um reator air-lift é
importante, porque caracterizam o reator do ponto de vista dindmico e de
homogeneiza¢do. O tempo de circulacdo € o tempo que parte do fluido leva para
completar o movimento em torno da camisa, enquanto que o tempo de mistura € igual a
95 % do tempo necessario para se atingir a homogeneidade do sistema, ou seja, para que
em qualquer ponto do reator se observe a mesma concentracdo de determinada
substancia (CHISTI, 1989).

Os resultados obtidos segundo Kochem (2010) estao representados nas Figura 6,

Figura 7 e Figura 8:

40 -
*® 37,07
35 @ 34

30 7 ® 28,24
25

20 + 20,25
15
10

kLa (h2)

* 8727

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

Vazdo de entrada de ar (L/min)

Figura 6: fator k;a em funcéo da vazao de entrada de ar (KOCHEM, 2010).
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Figura 7: Tempo de mistura em func¢io da vazio de entrada de ar (KOCHEM, 2010).
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Figura 8: Tempo de circulacao em funcao da vazao de entrada de ar (KOCHEM, 2010).

Os dados de kra obtidos mostram que hd uma mudanga grande nos valores
partindo de 0,5 L/min até 2,5 L/min, chegando a ficar quase quatro vezes maior.
Também ¢é possivel prever uma tendéncia dos valores a ficarem constantes em uma
vazdo de ar muito grande. O tempo de mistura também € menor para vazdes altas, o que
¢ esperado. O tempo de circulacdo mantém-se praticamente constante, sendo possivel
atribuir a diferenca entre eles a algum possivel erro experimental.

Analisando os resultados, € impulsivo que se prefira projetar um fotobiorreator
para trabalhar com a maior vazdo, para obter uma transferéncia de massa mais efetiva.
No entanto, € possivel que ndo haja necessidade de utilizar a vazdo maxima, uma vez
que outros fatores podem ser os limitantes do cultivo, e valores menores podem ser mais

adequados.
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3. Materiais e métodos

3.1 Fotobiorreator

Neste trabalho, foram realizados experimentos em fotobiorreatores do tipo air-
lift com loop externo feitos de acrilico, cujo volume titil é de 2,89 L; também possuem
uma camisa interna para a troca de calor com o banho termostitico que mantém o
fotobiorreator a temperatura de 30 °C para a C. minutissima e 30 °C para a D.
tertiolecta. As dimensdes uteis externas do reator sdo as seguintes: altura, 450 mm;
largura, 108 mm; profundidade, 80 mm; como mostra a Figura 9.

A assepsia dos biorreatores foi realizada com uma solucdo de 5 mL/L de solugdo
comercial de hipoclorito de s6dio. Apds quinze minutos, o cloro ativo foi neutralizado
com 2,5 mL/L de solu¢do de tiosulfato de sédio 250 g/L. Essa 4dgua de lavagem foi
descartada e os meios de cultivo foram colocados nos reatores.

Uma corrente de ar comprimido filtrado com membrana de 0,22 pm
Midisarte2000 da Sartorius Stedim Biotech é distribuida e medida por rotametros
individuais para cada reator. Os filtros de ar foram usados para que possiveis sujeiras

presentes na tubulacdo nao contaminassem o cultivo.

21 mm —— 88 mm — 21

4,‘ — N
——80 mm—

1

fa)

& mm

£
7
=
B
og 22 mm
= =y
‘ 30 mm)
) mm —
30 mm
mm /-
g H
R
[ 30 mm

Figura 9: Vista lateral do fotobiorreator utilizado (KOCHEM, 2010).
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A Figura 10 mostra os biorreatores no primeiro dia de cultivo. Ainda bastante
diluidas, com um verde claro, as microalgas encontram-se na fase de adaptacao ao meio

de cultivo.

Figura 10: Foto dos biorreatores em start-up.

3.2 Meio de cultivo

O meio de cultivo utilizado é o meio Guillard - “f1/2” (LOURENCO, 2006)
utilizando dgua do mar artificial contendo (por litro): 34 g de sal marinho (Red Sea), 75
mg de nitrato de sédio, 5 mg de fosfato de s6dio, 30 mg de silicato de s6dio, 1 mL de
solu¢do de metais-traco, 1 mL de solucdo de vitaminas e 1 mL de solugdo-tampao de
pH. A solu¢do de metais-traco contém (por litro): 9,8 mg de CuSO4.5H-0, 22 mg de
ZnS0:.7H20, 1 mg de CoCl..6H:0, 180 mg de MnClL..4H-0, 6,3 mg de NaxMo004.2H-0,
4,36 g de Na2:EDTA e 3,15 g de FeCls.6H:0. A solugdo de vitaminas contém (por litro):
100 mg de tiamina, 0,5 mg de cianocobolamina e 0,5 mg de biotina. A solucdo tampao
de pH serve para manter o pH entre 7,5 e 8,5 e foi feita com 50 g de TRIS,
aproximadamente 30 mL de 4cido cloridrico para ajustar o pH em valor de 7,1 a 7,3 e

agua destilada, sendo o volume total da solucao de 200 mL.

3.3 Microrganismos e metodologia de cultivo

Neste trabalho foram utilizadas as microalgas Chlorella minutissima e
Dunaliella tertiolecta. As microalgas foram pré-inoculadas em frascos Erlenmeyer de
500 mL, sendo utilizados 10 mL de cultura estoque da microalga e 100 mL de meio de
cultivo, e colocadas em estufa rotatéria (Figura 11) com agitacdo de 90 rpm e
temperatura e 30 °C com iluminagao constante por lampadas eletronicas totalizando 64
W (aproximadamente 1000 lux) . Apés 7 dias, foram adicionados mais 100 mL de meio

de cultivo. Para a inoculacido dos biorreatores, o conteddo dos frascos Erlenmeyer foi
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homogeneizado em um recipiente estéril, a fim de erradicar variagdes devido a

diferenga no crescimento entre as microalgas na estufa rotatoria.

Figura 11: Estufa rotatéria com os pré-inéculos das microalgas D. fertiolecta.

O cultivo de D. tertiolecta foi realizado em oito fotobiorreatores, com quatro
diferentes vazdes de entrada de ar em duplicata: 0,5 L/min, 1,0 L/min, 1,5 L/min e 2,0
L/min. A alga C. minutissima foi cultivada em seis reatores, com trés vazoes de entrada
de ar em duplicata: 0,5 L/min, 1,25 L/min e 2,0 L/min. A vazdo de ar foi controlada
através de rotametros (Dwyer). Os ensaios foram feitos em duplicata.

A temperatura dos cultivos foi medida através de termOmetros, e a intensidade
luminosa foi monitorada através de luximetro digital MS6610 da Akso. O pH foi
medido através de fita indicadora de pH Alkalite da marca Merck, que mede na faixa de
7,5 a 14.

O crescimento das algas foi monitorado através de medida de densidade 6tica da
cultura a 570 nm com espectrofotometro Amersham Biosciences modelo Ultrospec
3100 pro e relacionada com biomassa (X) por medida de peso-seco. A curva padrao, da
biomassa relacionada com a densidade 6tica para C. minutissima e D. tertiolecta estao

mostradas nas Figura 12 eFigura 13.

16



y=0,304x%

Biomassa (g.L-1)
o
.
=

0,05 R2=0,9979
0,00
0 0,2 0,4 0,6 0,8
Densidade Otica (570 nm)

Figura 12: Relacio da biomassa em g/L e densidade 6tica a 570 nm para C. minutissima (REDAELLI,

et al., 2010).
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Figura 13: Relacio da biomassa em g/L e densidade ética a 570 nm para D. tertiolecta.

Aliquotas de aproximadamente 2 mL para a medida de crescimento eram
coletadas trés vezes ao dia, com intervalos de aproximadamente 6 horas entre cada uma,
totalizando 12 pontos. O volume total perdido nas coletas pode ser desconsiderado,

visto que representa cerca de 1,0% do volume do reator.

3.4 Analise do teor de lipidios

A fim de determinar se a vazao de entrada de ar influencia na producdo de
lipidios, é necessario analisar o teor deste na microalga. Apds o cultivo, as amostras
foram centrifugadas e a biomassa foi liofilizada. A andlise foi feita pesando-se cerca de
0,1 g da biomassa seca e depois colocada em um aparelho extrator do tipo Soxhlet
Soxtec Avanti Foss. O solvente utilizado na extracdo foi éter de petréleo P.A. da marca
Dinamica, sendo necessarios trés ciclos de recirculacdo e lavagem da amostra, cada um
com 100 mL de solvente para extracdo completa dos lipidios. Este método foi
condicionado previamente em outros experimentos, verificando a extracao final através

da ndo variacdo da massa da amostra final.
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4. Resultados e discussoes

4.1 Cultivo C. minutissima
Para a microalga C. minutissima, a curva de crescimento e a biomassa final estdo

representados nas Figura 14 e Figura 15 respectivamente:
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0,400
0,350
0,300 4k

0,250 =05 L/min
0,200
0,150
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0,050 -
0,000 . . . . .
0 20 40 50 80 100

——1,25L/min
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=gy 0 L/rnin

Tempo (h)

Figura 14: Crescimento de C.minutissima com diferentes vazoes de entrada de ar.
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Figura 15: Biomassa final para C. minutissima em diferentes vazoes de ar.

Observa-se que ndao houve variacdo significativa de crescimento entre os
cultivos, umas vez que todos alcancaram praticamente a mesma biomassa final. A dnica
diferenca entre eles foi a velocidade especifica de crescimento na fase log, sendo maior
para vazoes de ar superiores.

Ao final do experimento, foram medidos os volumes de cada reator e percebeu-

se que, para vazdes de entrada de ar altas, hd uma perda muito grande de dgua por
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evaporacao, chegando a mais de 10% do volume inicial nos reatores com vazao de 2,0
L/min. Os reatores com vazdo de 0,5 L/min quase ndo apresentaram perdas.

A evaporacdo de dgua dos reatores pode explicar a aparente diferenca nos
resultados experimentais: Para uma mesma quantidade de biomassa, se o volume da
solucdo for menor, ela serd mais concentrada. Como o crescimento € acompanhado por
espectrometria, que mede a concentracdo dos reatores indiretamente pela obstru¢do do
feixe de luz, esta causa de erro deve ser considerada.

A tnica forma de confirmar se esta diferenca é verdadeira, seria pesar previa e
posteriormente o biorreator, e comparando com a curva de crescimento da biomassa, ou
utilizar outra técnica para o acompanhamento do crescimento, como contagem de

células.

4.2 Cultivo D. tertiolecta
Para a microalga D. tertiolecta,, a curva de crescimento e a biomassa final estao

representados nas Figuras 16 e 17 respectivamente:
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Figura 16: Crescimento de D. tertiolecta em diferentes vazoes de ar
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Figura 17: Biomassa final para D. fertiolecta em diferentes vazdes de ar.

A D. tertiolecta comporta-se de maneira contrdria ao previsto, pois hd uma
diminui¢do do crescimento quando a vazdo de entrada de ar € aumentada. Mas a
concentracdo de biomassa final foi praticamente a mesma para todas as vazdes.

Foi observado que ha flotacdo da microalga para as vazdes de 1,0 L/min; 1,5
L/min e 2,0 L/min, ocorrendo com mais intensidade para as maiores. Isso pode ter
ocorrido pois, devido a natureza da espécie de microalga, foram estabelecidas condi¢des
para que ocorresse a flotacdo no sistema. Este fato acaba diminuindo a concentragdo e a
circulacdo da biomassa ttil dentro do biorreator, o que leva a um cultivo deficiente e
ineficaz. Isso pode explicar porque houve crescimento diferenciado entre os
biorreatores.

A Figura 18 mostra a flotacdo da biomassa nos biorreatores.

A variag¢do de volume foi considerdvel para os reatores com vazdes superiores a
0,5 L/min, aumentando o erro da medida de concentragdo por espectrofotometria para
mais. Ou seja, os biorreatores com 1,0 L/min; 1,5 L/min e 2,0 L/min tiveram um
crescimento de biomassa muito menor em compara¢ao ao reator com a menor vazao,
demonstrando que estas vazdes, além de desnecessdrias, causam distirbios que levam a

inutiliza¢ao de biomassa.
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Figura 18: Flotacio da D. fertiolecta em diferentes fotobiorreatores

4.3 Extracao de lipidios
Os resultados obtidos para o teor de lipidios para as diferentes vazdes estdo

apresentados nas Figura 19 e 20.
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Figura 19: Teor de lipidios para as microalgas C. minutissima e D. tertiolecta.

E possivel identificar que os maiores niveis de lipidios encontram-se na vazao de
0,5 L/min para a D. tertiolecta, demonstrando que esta espécie de microalga possa ser
sensivel a tensdo de cisalhamento, havendo danos celulares devido a alta velocidade do

g4s € injetado no biorreator.
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Os niveis de teor lipidico da C. minutissima ficaram todos dentro da mesmo

intervalo de valores, mostrando que esta espécie de microalga ndo € afetada pela

variacdo da velocidade das bolhas de ar, sendo aparentemente mais resistente.

5. Conclusoes

O uso de biorreatores air-lift para a producdao de microalgas € bastante
promissor, visto que ela se reproduz muito bem nas condi¢cdes de cultivo estudadas.
Além disso, a injecao de ar possui duas finalidades que se mostraram altamente eficazes
no experimento: a mistura do reator e a introdugdo da fonte de carbono utilizada pelo
microrganismo.

O crescimento da C. minutissima ndo sofreu alteragdes significativas quanto a
rapidez ou concentracdo da biomassa final nas diferentes condi¢des de cultivo,
mostrando-se capaz de crescer sem problemas com tensdes de cisalhamento mais altas.
O teor lipidico ndo sofreu alteragdo devido as mudangas nos parametros de vazdo de ar.

A D. tertiolecta demonstrou ser sensivel a velocidades do ar muito altas, uma
vez que o seu crescimento foi retardado naquelas vazdes mais altas, embora tenha
chegado a uma concentracdo final parecida. O teor lipidico também foi afetado pela
tensdo de cisalhamento, observando-se uma maior concentracgio de 6leos nos cultivos de
0,5 L/min.

Houve perda excessiva de dgua nos fotobiorreatores com causa das altas vazdes
de ar nos cultivos de ambas as espécies de microalgas. A alta velocidade do ar arrastou
o vapor d’dgua para fora do sistema nos experimentos. Esta alta vazdo de ar também foi
responsavel por fazer a biomassa de D. tertiolecta flotar, dificultando o crescimento e
inutilizando biomassa util.

E correto afirmar que a vazdo de 0,5 L/min no biorreator indica ser a melhor
dentre as testadas para o crescimento pleno das microalgas, uma vez que ela ndo
ocasionou evaporagcdo do meio de cultivo e vazdes superiores a esta ndo se mostraram
mais eficientes para o crescimento.

Portanto, o parametro k a ndo € o fator limitante para o cultivo das microalgas,
podendo-se utilizar uma vazao de entrada de ar de 0,5 L/min, que € suficiente para o seu

cultivo pleno, sem danos a biomassa e a sua composicao.
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6. Trabalhos futuros

Avaliar os parametros nutritivos do fotobiorreator, como as fontes de Nitrogénio
e Carbono, por exemplo, para determinar o fator limitante de crescimento das espécies

de microalgas do trabalho.
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