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RESUMO

A busca por fontes energéticas renovaveis foi impulsionada nas ultimas décadas, pois as
fontes de combustiveis ndo renovaveis tendem a se esgotar, surgindo assim a busca pelos
biocombustiveis obtidos através da biomassa de microrganismos, como as microalgas. Essa
forma de producao de biocombustiveis torna se viavel uma vez que pode ser realizado em
terras com baixo potencial agricola. Porém, as produgdes em grande escala, necessarias para a
implementagdo da industria de biocombustiveis algais, possuem varias limitagdes e
demandam estudos e pesquisas para tornarem viaveis. A tecnologia mais difundida para o
cultivo em grande escala de microalgas sao os raceways, sendo que nesses fotobiorreatores,
alguns fatores, como os processos de agitagdo, a defini¢ao dos ciclos de luz e escuros 6timos,
a fotoinibi¢do, a reducdo da sedimentagdao e a maximizacao das produtividades, precisam ser
estudados. O objetivo do trabalho foi o desenvolvimento de uma estratégia de aumento na
escala de produg¢do da microalga Spirulina platensis cultivada em raceways para o
aproveitamento da biomassa e do carboidrato extracelular (soluvel) visando a produgdo de
bioetanol. A realizagdo do experimento foi em mini raceways e em planta piloto. O fluxo do
fluido foi simulado nos mini raceways que foram confeccionados em acrilico com sistema de
agitacdo na forma de pas. A microalga utilizada foi a Spirulina platensis LEB 52, cultivada
em meio Zarrouk em condig¢des apropriadas para o acumulo de carboidratos. Ao final das
fases estacionaria e de declinio do cultivo, a biomassa foi utilizada para determinagdo de
carboidratos, lipidios e proteinas. No liquido resultante do processo de centrifugacdo também
foi determinado o carboidrato extracelular no meio de cultivo. Como resultado € possivel
relatar que a velocidade de agitacdo interferiu na concentragdo celular, pois o cultivo com
menor velocidade (0,10 e 0,15 m.s™!) atingiu uma concentragio menor, isto devido ao maior
volume no raceway de zonas de estagnacdo. A velocidade de agitacdo e a fase de cultivo
influenciaram na concentragio de carboidrato na célula, nas velocidades de 0,10 ¢ 0,15 m.s™ a
quantidade de carboidratos intracelulares foram inferiores as cultivadas com maiores
velocidades em ambas as fases de cultivo. A biomassa cultivada até o inicio da fase de
declinio apresentou maior concentracdo de carboidratos, devido a maior restricdo de
nutrientes, o que pode ter afetado positivamente no acumulo de carboidrato. As concentragdes
de proteina obtiveram relagdo inversa com a concentragao de carboidratos. A concentragao
dos carboidratos extracelulares foi maior na fase de declinio do cultivo, o que configura que
foram mais produzidos na fase estacionaria do cultivo, ou esse carboidrato extracelular nao
seja somente proveniente dos exopolissacarideos, e sim de carboidrato celular que foi liberado
ao meio. O cultivo foi realizado no raceway com volume de 250 L, atingiu a concentragao de
biomassa na fase estacionaria de 1,10£0,004 gL' o desempenho foi inferior quando
comparado como ao mini raceway piloto devido a profundidade do fluido que limitou a luz
recebida pelas células. A concentragdo menor de carboidrato no raceway da planta piloto
quando comparado ao cultivo realizado no mini raceway. A concentracao dos carboidratos
extracelulares se assemelha ao cultivo nos mini raceways, onde na fase de declinio obteve-se
a maior concentragao.

Palavras-Chaves:Algas; Simulacao do fluxo; Exopolissacarideos; Bioetanol.



ABSTRACT

The search for renewable energy sources was boosted in recent decades, as the sources of
non-renewable fuels tend to run out, thus resulting in the search for biofuels made from
biomass of microorganisms such as microalgae. Biofuel production this form becomes viable
as it can be done on land with low agricultural potential. However, the production on a large
scale, necessary for the implementation of the algal biofuel industry, have several limitation.
The most widespread technology for the large scale cultivation of microalgae are the
raceways, and these photobioreactors, some factors, such as the stirring process, the definition
of the cycles of light and fine dark, photoinhibition, the reduction of sedimentation and
maximization productivities, need to be studied. The objective was to develop a strategy
increase in microalgae production scale Spirulina platensis grown in raceways for the use of
biomass and extracellular carbohydrate (soluble) aimed at the production of bioethanol. The
completion of the experiment was carried out in mini raceways and pilot plant. The flow was
simulated in miniature raceways which were made of acrylic with stirring system in the form
of blades. The microalgae Spirulina platensis LEB 52 was used, Zarrouk grown in medium
under conditions appropriate for the accumulation of carbohydrates. At the end of the
stationary phase and decline in cultivation, the biomass was used for determination of
carbohydrates, lipids and proteins. In the resulting liquid centrifuge process it was also
determined in exopolysaccharides carbohydrate or soluble in the culture medium. As a result
it 1s possible to report that the stirring speed affect cell concentration, for cultivation at a
lower rate (0.10 to 0.15 m.s™') had a lower concentration, due to the larger volume in the
raceway stagnant zones. The stirring rate and the growing phase influence the carbohydrate
concentration in the cell, at the speeds of 0.10 and 0.15 m.s™! the amount of intracellular
carbohydrate were lower than those cultured with increasing speeds in both phases of
cultivation. Biomass grown until early decline phase showed a higher concentration of
carbohydrates due to greater restriction of nutrients, which may have impacted positively on
carbohydrate accumulation. Protein concentrations obtained an inverse relationship with the
concentration of carbohydrates. The concentration of extracellular carbohydrates was higher
in all experiments in the decline phase of cultivation, which sets that were more produced in
stationary cultivation phase, or that extracellular carbohydrate is not only from the
exopolysaccharides, but cell carbohydrate that has been released. Cultivation was carried out
in the raceway with volume of 250 L, reached the concentration of biomass in stationary
phase of 1.10+£0.004 g.L"!, the performance was lower as compared to mini raceway because
the depth of the fluid which limited the incoming light by the cells. The lowest concentration
of carbohydrate in the pilot plant compared raceway cultivation performed in mini raceway.
The extracellular concentration of carbohydrates resembling the cultivation in the mini
raceways where the decline phase yielded the highest concentration.

Key Words: Algae; Simulation flow; Exopolysaccharides; Bioethanol.
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1 INTRODUCAO

A tendéncia dos combustiveis fosseis se esgotarem impulsionou a busca por fontes
renovaveis de biocombustiveis liquidos, entre eles o biodiesel e o bioetanol, sendo atualmente
produzidos em grande escala, a partir de matérias-primas como graos de soja € mamona,
cana-de-agucar e milho, respectivamente. Porém, o cultivo destas culturas necessita de terras
agriculturdveis, o que segundo alguns autores, competem com a produgdo de alimentos
(ESCOBAR et al., 2009; SOUZA et al., 2014). Desta forma, pesquisas estdo sendo realizadas,
a fim de buscar novas fontes de biocombustiveis liquidos, viaveis de serem utilizadas em
grande escala, dentre elas destacam-se as microalgas.

A partir da biomassa microalgal podem ser produzidos os dois tipos de
biocombustiveis liquidos: o biodiesel, através dos lipidios presente na biomassa (CHISTI,
2008; GONG; JIANG, 2011) e o bioetanol, obtido através da sacarificacao dos carboidratos
da biomassa (HERNANDEZ et al., 2015; MIRANDA et al., 2012).

A produgdo em escala industrial, necessaria para a implementa¢do da industria de
biocombustiveis algais, possui varios pontos criticos, limitando o desenvolvimento de plantas
de cultivo comerciais. Mas alguns fatores, como o estudo dos processos de agitacdo, a
definicdo dos ciclos de luz e escuros 6timos, a limitagdo da fotossaturagdo e fotoinibicao, a
reducdo da sedimentagdo e a maximizacdo das produtividades, precisam ser estudados
(MOLINA GRIMA et al., 1996; TREDICI, 2010; PRUSSI, et al., 2014; YUSUF, 2007).

A iluminacdo homogénea, frequentemente usada em laboratério para testar novas
espécies ou novos conceitos para o desempenho bioquimico, dificilmente ¢ obtida em escala
industrial (ZHANG, 2013). Em raceways em escala industrial, as microalgas sdo expostas a
luz incidente com intensidade variavel (luz solar) (BOROWITZKA, 1999). O movimento das
microalgas que estdo fluindo no meio de cultura no raceway agitado mecanicamente depende
da velocidade de agitacao.

A velocidade de mistura deve ser suficientemente alta para as células nao se
acumularem nas areas onde o fluxo ¢ baixo. Estas areas sdo conhecidas como "zonas mortas "
ou zonas de estagnagdo nas quais se desenvolvem condi¢gdes anaerdbicas que levam a
propagacdo de bactérias anaerdbicas e, numa extensdo limitada, também reduzem a
quantidade fisica do biorreator, diminuindo assim a eficiéncia de cultura (HADIYANTO,

2013).
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No contexto de melhorar a hidrodinamica em biorreatores, a fluidodinamica
computacional (CFD) ¢ uma ferramenta de baixo custo poderosa que ja provou a sua eficacia
no que diz respeito ao design de fotobiorreatores (BITOG, et al., 2011)

Os cultivos das microalgas como a Spirulina, Chlorella e Haematococcus estdo entre
as microalgas comumente produzidas. Apos a colheita da biomassa seus meios de crescimento
sdo simplesmente descartados, mas uma vasta gama de microalgas ¢ capaz de produzir
grandes quantidades de substancias poliméricas extracelulares (exopolissacarideos -EPS), os
quais sao constituidos principalmente por polissacarideos, proteinas e /ou outros biopolimeros
em propor¢des diferentes (LI et al., 2011). Porém os mesmos possuem potencial de serem
utilizados para a producdo de bioetanol, tornando assim o processo mais sustentavel e inserido
num conceito de biorrefinaria.

O efeito das variaveis de fluxo sobre o crescimento celular associado ao acimulo de
carboidratos intracelulares, ou ainda relacionados a liberagcdo de exopolissacaridios, ainda nao
foi esclarecido pela literatura, embora haja vasta literatura a respeito da influéncia dessas
variaveis sobre a producao de biomassa.

Melhorias e inovagdes para o processo de produgdo de biocombustiveis devem ser
alcancadas incluindo o desenvolvimento da abordagem de biorrefinaria, para a utilizagdo de
todas as fracdes da biomassa de microalgas (SOH et al., 2014).

Dentre essas fragdes, os exopolissacaridios (EPS), metabdlitos secundarios produzidos
durante a fase estaciondria de crescimento do microrganismo, precisam ser considerados (DE
PHILIPPIS; VINCENZINI, 1998; PARIKH; MADAMWAR, 2006). O potencial de produgao
de EPS e a conversao deste substrato para glicose pode permitir uma maior exploracao das
microalgas para a produgdo de bioetanol (GOO et al., 2013; LAMMENS et al., 2012; YEN et
al., 2013).

Além da vantagem das microalgas possuirem potencial para a produgdo de
biocombustiveis, os cultivos podem ser inseridos entre a infraestrutura urbana ou fazer parte
dela, auxiliando na remocdo do CO; atmosférico nos grandes centros urbanos. E até mesmo
utilizando efluentes urbanos e industriais como fonte de nutrientes para os cultivos,
contribuindo para o desenvolvimento sustentavel das cidades (CHISTENSON; SIMS, 2012).

Por essas razdes as microalgas t€m sido indicadas como uma potencial alternativa para
a producao de combustiveis devido a sua capacidade de serem utilizadas como matéria-prima
para a produc¢do de biodiesel e bioetanol.

Este projeto faz parte da linha de pesquisa em Infraestrutura Sustentavel, e ao grupo de

pesquisa em Saneamento Ambiental, uma vez que para a produgdo de biocombustiveis a
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partir de microalgas podem ser consideradas diversas alternativas de composi¢ao de meios de
cultivos, incluindo estratégias de operagao de biorreatores, bem como o uso de efluentes
agroindustriais, buscando uma valoragdo destes. Ainda, faz parte das pesquisas vinculadas ao
Laboratério de Fermentagdes da Universidade de Passo Fundo, como parte do projeto
intitulado “Planta piloto de produc¢dao de microalgas ¢ uso da biomassa em aquicultura, na

produgdo de bioetanol e como antioxidante”, aprovado na chamada 56 linha 2 do CNPq.



13

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral foi o desenvolvimento de uma estratégia de aumento de escala de
produ¢ao da microalga Spirulina platensis cultivada em raceways para o aproveitamento da

biomassa e do carboidrato extracelular (soluvel) visando a producdo de bioetanol.

2.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos foram:

a) Realizar a simulacdo computacional do fluxo a partir da geometria de
raceways visando identificar zonas de estagnagdo de biomassa;

b) A partir das velocidades definidas pela simulacdo de fluxo, realizar ensaios
em raceways de 10 L para avaliar a influéncia da velocidade de agitagao e
da fase de cultivo na producdo de carboidratos intra e extracelulares;

C) Avaliar o aumento de escala da producao (raceways de 250 L) nas melhores

condig¢des de velocidade definidas anteriormente.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Microalgas como matéria-prima para a producio de bioetanol

Estudos recentes tém demonstrado que algumas espécies microbianas, tais como
leveduras, fungos, e microalgas podem ser usadas como matérias-primas potenciais para a
produgdo de biodiesel e bioetanol, devido a capacidade das mesmas de armazenar grandes
quantidades de lipidios e carboidratos na sua biomassa (CHISTI, 2008; DRAGONE et al.,
2011; TSIGIE et al.,, 2013). A maioria dos estudos ¢ em relacdo a producdo de
biocombustiveis de microalgas (CHISTI, 2008; DRAGONE et al., 2011; HO et al., 2013:
YEH; CHANG, 2011). Margarites (2014), em experimentos de producdo de etanol a partir de
biomassa de Spirulina sp., apresentou produtividade de 1,18 g.L.h"! de etanol, utilizando
50% dos carboidratos provindos da sacarificacdo da biomassa e 50% a partir da glicose.

Fatores como a elevada eficiéncia de conversao fotossintética, o rapido crescimento, o
elevado teor de lipidios e carboidratos, o uso de areas com reduzida ou nula produtividade
agricola e a consequentemente a baixa competicdo com as culturas terrestres, fazem das
microalgas uma das matérias-primas mais promissoras para a producdo de biodiesel e
bioetanol (ABREU et al.,, 2012; CHISTI, 2008). As microalgas também possuem a
capacidade de modificagdo da composi¢do bioquimica das células através da variagdo das
condi¢des de crescimento, e a possibilidade de utilizar CO> dos gases de combustdo de
centrais elétricas ou outras fontes industriais para aumentar a taxa de crescimento
(STEPHENSON et al., 2010).

Além dessas vantagens, as microalgas (cianobactérias) sdo capazes de produzir
polissacarideos extracelulares (EPS), e estes podem formar capsulas que sdo estruturas
compactas associadas com a superficie celular ou como massa mucilaginosa amorfa,
fracamente ligada as células e em muitos casos, podem ser liberados para o meio (DE
PHILIPPIS; VINCENZINI, 1998; FAY, 1983).

De Philippis e Vincenzini (1998) relataram que, até¢ 1998, 70 cepas haviam sido
estudadas com relagdo a producdo de EPS sendo a maior parte dos estudos referentes a
determinagdo da composicao em agucares dos polimeros. Os agucares encontrados em EPS de
cianobactérias, no geral, sdo as hexoses, glicose, galactose e manose; as pentoses, ribose,
xilose e arabinose; as desoxihexoses, fucose e ramnose e os acucares acidos, acido glicurdnico
e galacturonico. Esses acucares presentes nos EPS podem ser utilizados para a geragdo do

bioetanol através do processo de fermentagao.
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3.2 Condicoes para producio da biomassa microalgal

As microalgas requerem condigdes de cultivo adequadas para crescer. Com condigdes
otimizadas de cultivo maior ¢ a taxa de crescimento e produtividade (FERNANDEZ et al.,
2012).

O cultivo de microalgas requer condi¢cdes ambientais especificas, que variam de
espécie para espécie. Os parametros principais que influenciam a producdo de biomassa
incluem intensidade da luz e comprimento de onda adequado, a temperatura, a concentragao
de CO», a quantidade de nutrientes, condi¢des de mistura e contaminagdo (SINGH; DHAR,
2011).

Além da agua, um dos fatores mais importantes para o crescimento microbiano ¢ o
carbono, sendo este o esqueleto estrutural da matéria viva, ele ¢ necessario para todos
compostos organicos que constituem uma célula viva.

O CO; esta presente no ar atmosférico em baixas concentragdo o que pode limitar o
crescimento rapido, e como cerca de 45% a 50% da biomassa das microalgas ¢ de carbono,
muitas vezes € necessario suplementar este carbono para que se possa atingir uma taxa de
crescimento maior. Este CO; ¢ geralmente misturado com ar em culturas gaseificadas ou
injetado nas culturas de microalgas através de vasos de troca gasosa em fotobiorreatores ou
tanques abertos (CHAE et al., 2006; DOUCHA et al., 2005)

A fonte de energia para as microalgas fotoautotroficas ¢ disponibilidade e a
intensidade da luz, sendo este um dos principais parametros que afetam o sucesso ou fracasso
de culturas das microalgas. Com o aumento da intensidade de luz, aumenta a fotossintese até
que um ponto ¢ alcangado onde a taxa maxima de crescimento ¢ atingida (ponto de saturacao)
(LEE, 2001; RICHMOND, 2000). O aumento da intensidade da luz para além deste ponto ndo
aumenta a taxa de crescimento e pode levar a foto-oxidagao, danificando os receptores de luz
diminuindo a velocidade de fotossintese e produtividade (fotoinibicdo) (SINGH; DHAR,
2011).

Outro parametro que afeta o crescimento ¢ a temperatura, que se geralmente
aumentada conduz a um aumento exponencial do crescimento das microalgas, até que um
nivel 6timo seja atingido, apds o crescimento diminui. Para culturas ao ar livre e sistemas
abertos, a capacidade de controlar as temperaturas ¢ muitas vezes ¢ limitado, e ¢ determinado

pela temperatura atmosférica, radiagdo solar, e umidade. A flutuagdo na temperatura ambiente
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pode resultar em temperaturas diurnas com diferencas de até 20 °C para as noturnas, o que
pode afetar a produtividade (OLAIZOLA, 2000).

Além do carbono, as microalgas necessitam de outros nutrientes como nitrogénio,
enxofre, fosforo, potdssio, magnésio, célcio e sddio. Além disso, requerem quantidades muito
pequenas de elementos tracos (micronutrientes), como ferro, cobre, cobalto, manganés
molibdénio e zinco. Embora necessarios em pequenissimas quantidades, os elementos tragos
sao fundamentais para o funcionamento celular adequado, algumas microalgas ainda
necessitam baixas concentragdes de vitaminas no meio de cultura. As microalgas de uma
mesma espécie possuem diferentes quantidades de proteinas, carboidratos e lipideos, quando
cultivadas em meios com diferentes quantidades de nutrientes (PROCHAZKOVA et al.,
2014; TORTORA et al., 2012).

A contaminagdo por espécies indesejaveis principalmente no sistema de tanques aberto
¢ outro pardmetro que afeta a taxa de crescimento. Quando um tanque aberto ¢ inoculado com
a cepa desejada de microalgas com o objetivo de iniciar o crescimento ¢ dominar a flora do
biorreator, pode acontecer de que algumas espécies indesejadas sejam inevitavelmente
introduzidas, reduzindo o rendimento e competindo com as espécies inoculadas (SCHENK et
al., 2008). A Spirulina platensis possui a vantagem de ser cultivada em pH alcalino ¢ meio
altamente salino, fatores importantes na prevenc¢ao na contaminacdo do cultivo, pois limita o
crescimento de microrganismos somente nessas condicdes (BOROWITZKA, 1999).

Em concentracdes elevadas de algas, quase toda a luz disponivel ¢ absorvida somente
por uma fina camada superior de células nos reatores, que pode ser evitada por meio de uma
agitacdo adequada. A agitacdo deve ser suficiente para manter as células de algas em
suspensao, proporcionar uma exposi¢ao uniforme de luz em todas as células, aumentar a
transferéncia de massa para reduzir o gradiente de nutriente na cultura e para evitar a
sedimentacdo das células. No entanto, o fornecimento de energia excessiva pode produzir
danos celulares as microalgas que sdo suscetiveis as forgas de cisalhamento, afetando o

desempenho da cultura (MOLINA GRIMA et al., 2001).

3.2.1 Condicdes de agitacido nos raceways

A agitagdo deve ser suficiente para manter as células de algas em suspensdo e para
fornecer exposi¢ao uniforme de luz de todas as células. Em fotobiorreatores a agitacdo evita a

sedimentacdo das células e suporta distribuigdo de COz e O2 (MOLINA GRIMA et al., 1996).
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A maioria dos raceways possuem canais com largura e profundidade constantes e
curvas fechadas. Em tais sistemas, a resisténcia a circulacao da agua tem duas partes distintas:
nas se¢odes retas e nas curvas fechadas (BOROWITZKA, 2005). A maior parte da perda de
energia ocorre nas curvas, por isso € necessario as modificagdes de designs e da velocidade de
agitacdo para minimizar essa perda de energia (ZHANG, 2013). O desempenho da mistura
pode ser determinado pela variagdo das propriedades hidrodindmicas (velocidade de
circulacdo e a presenga de zonas mortas), que sao influenciados pela geometria do
fotobiorreator e pela velocidade de agitagao (PRUVOST et al., 2008).

O rendimento da producdo de microalgas inicialmente aumenta com o aumento da
turbuléncia, provavelmente devido a melhoria do abastecimento de CO; ou a frequéncia do
ciclo escuro-luz, mas ao atingir valor ideal, o rendimento se diminui rapidamente, com
aumento de turbuléncia (HADIYANTO et al., 2013).

O consumo de energia também ¢ importante uma vez que desempenha importante
papel econdmico na produtividade de biomassa. O consumo de energia ¢ em grande parte
determinada pela energia hidraulica necessaria para manter o fluido com velocidade. Um
raceway longo implica em mais energia consumida para movimentar a agua ao longo do
canal, e em adicdo, a forma de curvas também ir4 afetar a energia necessaria para fazer
circular o fluxo de 4gua no canal (HADIYANTO et al., 2013).

As microalgas necessitam de uma agitacdo adequada, a fim de evitar fotoinibicdo e
fotolimitacdo e atingir alta eficiéncia fotossintética, o que poderia ser atendido com diferentes
solugdes para manter as velocidades de fluxo elevadas e, por conseguinte, os niveis de
turbuléncia, mas por outro lado ¢ necessario promover a produtividade celular. Assim, a
otimizacao fluidodinamica nao pode ser realizada sem uma verificacdo experimental paralela
dos efeitos sobre a producdo de microalgas (CHIARAMONTI et al., 2013). Em tanques de
cultivo da microalga Spirulina, Richmond e Vonshak (1978) verificaram que dobrando a

! 0 rendimento em biomassa aumentou em 50%, e isto

velocidade de 15 cm.s™! para 30 cm.s”
foi, provavelmente, devido ao regime de luz mais favoravel possibilitando que a cultura fosse
mais rapidamente misturada dentro do raceway.

O desenho do raceway deve abordar o problema da '"zonas mortas" que se
desenvolvem perto da parede jusante de curvas, uma vez que aumentam a dissipagdo de
energia ¢ reduzem a capacidade do raceway. Além disso, o campo de velocidade nao
uniforme resultante leva a desigualdade no tempo de residéncia das células no reator, o que ¢

prejudicial para a produtividade dos raceways, especialmente se o reator funciona em modo

continuo. Diferentes estratégias t€ém sido propostas para minimizar a extensdo das zonas
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mortas, entre instalagdo de defletores de fluxo, retificadores ou palhetas guias, modificando o
projeto das curvas (HADIYANTO et al., 2013; LIFFMAN et al., 2013).

Mas o alto nivel de mistura, e, subsequentemente, um fluido de alta velocidade, no
raceway ¢ conhecido por apresentar limitagdo sobre o crescimento de células de algas
sensiveis ao estresse hidrodinamico, danificando a estrutura de célula, liberando o material
intracelular para o meio de cultivo (SASTRE et al., 2007). Richmond (1988) mencionou que
alta taxa de mistura na cultura da Spirulina pode resultar em danos celulares causados
mecanicamente pela forca de cisalhamento. Portanto, a investigacdo das caracteristicas
hidrodinamicas ¢ de geometria s3o muito importante na concep¢do de raceway para a
produgdo de microalgas.

Na literatura, a intensidade da agitagdo ¢ normalmente definida pelo nimero de
Reynolds (Re): elevado Re estd associado com nivel elevado de agitacdo e vice-versa
(RICHMOND; HU, 2013).

O ntimero Re ¢ definido como a razdo entre a relacao forgas de inércia para as forgas

viscosas. O fluxo de Re pode ser estimado pela Equacao 1.

Re=V.D.v71 (1)

Em que, D ¢ o diametro hidraulico do canal aberto, V a velocidade de fluxo média e v
a viscosidade cinematica A equagdo (1) representa um parametro adimensional chave na
fluidodinamica: se Re ¢é proporcional a velocidade de fluxo, um alto Re (>3000),
consequentemente, uma elevada velocidade da cultura no tanque.

A turbuléncia também ¢ usada como sinonimo de Re, em muitas obras sobre a
agitacdo de algas. Um elevado Re corresponde a fluxos turbulentos, enquanto um baixo Re
corresponde a fluxos laminares (PRUSSI, et al., 2014). De modo geral, para o crescimento de
algas apenas a agitagdo vertical é considerada como interessante, para descrever a
probabilidade de uma célula de algas para captar a luz, e Re ndo ¢ suficiente para resolver os
problemas da agitacao vertical em um raceway (MENDOZA, et al., 2013; VOLETI, 2012).

No contexto de melhorar a hidrodindmica em biorreatores, a fluidodindmica
computacional (CFD) ¢ uma ferramenta de baixo custo poderosa que ja provou a sua eficacia
no que diz respeito ao design de fotobiorreatores (BITOG, et al., 2011). Os modelos CFD
permitem a caracterizar/estimar diversas variaveis-chave que sdo praticamente inacessiveis
para as medigdes experimentais, como as tensoes de cisalhamento. Recentemente o CFD tem

sido aplicado para avaliar as geometrias dos raceways (HADIYANTO et al, 2013;
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LIFFMAN et al., 2013), no entanto estes trabalhos foram apenas voltados para a avaliagao de
diferentes geometrias em termos de uniformidade de fluxo, mas nenhum dos resultados
numéricos foi confrontado com dados experimentais de producdo de biomassa (HIREIZ, et
al., 2014).

Os trabalhos realizados nesta area abordam a produgao de biomassa microalgal, porém
nenhum deles traz a influéncia da agitacdo no acimulo de carboidrato e na produtividade em

carboidrato, sendo este um fator importante na viabiliza¢ao da producao de bioetanol.

3.2.1.1 Fluidodindmica Computacional

A CFD resolve problemas que envolvem o movimento dos fluidos, utilizando um
modelo computacional que representa um sistema ou dispositivo que pode ser construido, e
aplica o fluxo de fluido utilizando principios fisicos e quimicos para este prototipo virtual, e
uma predicdo da dindmica dos fluidos e os fendmenos fisicos relacionados podem ser
determinados (BITOG, et al., 2011).

O método utilizado pela CFD pode ser o método dos elementos finitos (MEF) que
consiste em diferentes métodos numéricos que aproximam a solu¢ao de problemas de valor de
fronteira descritos, tanto por equacdes diferenciais ordinarias, quanto por equagdes
diferenciais parciais. Através da subdivisdo da geometria do problema em elementos menores,
chamados elementos finitos, nos quais a aproximacao da solugdo exata pode ser obtida por
interpolagdo de uma solugdo aproximada (KANAYAMA; MIYAOKA, 2011).

Para os escoamentos de fluidos, o modelo matematico ¢ estabelecido com base nas
equagoes de conservagdo da quantidade de movimento, da massa ¢ da energia (HIRSCH,
1988). O escoamento turbulento ¢ caracterizado pela formagdo de turbilhdes devido a elevada
velocidade de escoamento do fluido e engloba maior parte dos estudos de fluido em
movimento. Como ha grande variacao das caracteristicas fisicas do fluido em um pequeno
intervalo de tempo, o dominio deve apresentar malha fina de elementos finitos a fim de obter
melhores resultados. Porém, ¢ necessaria elevada capacidade computacional na resolug¢ao das
equacdes de Navier-Stokes que sdo utilizadas para modelar o fluxo (KANAYAMA;
MIYAOKA, 2011).

O modelo de turbuléncia k-¢ (k: energia cinética turbilhonar e €: taxa de dissipacao da
energia cinética turbilhonar) ¢ provavelmente, o modelo mais amplamente utilizado e
validado empregado para a turbuléncia e a dindmica dos fluidos. O modelo ¢ o favorito para

aplicagdes industriais, devido necessitar um baixo esforco computacional e alta estabilidade
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numérica. A formulagdo numérica deste modelo inclui duas equacgdes de transporte para
representar as propriedades de turbuléncia do fluxo de fluido dindmico (HADIYANTO et al.,
2013; LAUNDER; SPALDING, 1974).

A utilizagdo dos softwares de CFD possui pelo menos trés elementos principais: o pré-
processamento, a solugdo e o pds-processamento. O pré-processamento consiste na escolha de
um modelo, dentre os propostos pelo software, que caracterize de forma adequada o problema
estudado, a criacdo da geometria através de um conjunto de ferramentas disponiveis, a
determinagdo das condig¢des de contorno e propriedades fisicas e quimicas relevantes dos
elementos estudados no escoamento e a geragdo de uma malha sobre a geometria estudada
(CUNHA, 2012; SIMOES et al., 2004).

A fase de solugao consiste na escolha de um método numérico, dentre diversos
disponiveis nos softwares, para resolugdo das equacdes envolvidas no problema. Esta solucao
¢ calculada nos nds de cada elemento da malha gerada sobre o dominio, sendo desta maneira a
qualidade da solugdo do problema governada pelo niimero de elementos na malha.
Geralmente, quanto maior o numero de elementos, maior sera a qualidade do resultado, porém
maior serd também o custo computacional em tempo de processamento (CUNHA, 2012;
SIMOES et al., 2004).

No poés-processamento sdo extraidos os mapas das propriedades (fisicas, quimicas,
entre outros), os pardmetros de interesse para serem analisados (CUNHA, 2012; SIMOES,
2004).

A CFD ¢ considerada uma ferramenta eficaz para complementar as limitagdes do
campo e experiéncias laboratoriais (BITOG, et al., 2011). Sompetch et al. (2012) investigaram
o fluxo em raceway com deflectores e concluiram que a proporcao da area zona morta

diminuiu de 14,2% para 0%, em comparagdo com a lagoa controle.

3.3 Potencial de acimulo de carboidrato nas microalgas

O potencial de conversdo de biomassa algal em bioetanol estd primeiramente ligado a
obtencdo de grandes quantidades de biomassa com elevado teor de carboidratos. O
crescimento algal ¢ dependente da realizacdo da fotossintese, que ¢ um processo metabdlico
pelo qual os organismos fotoautotréficos sdo capazes de converter energia luminosa em
energia quimica na forma de carboidratos (CHEN et al., 2013; MIRANDA et al., 2012).

Duas fases distintas podem ser identificadas durante a fotossintese: a fase clara e a fase

escura. Na fase clara ocorre primeiramente a absor¢do da energia luminosa pelos pigmentos
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fotossintetizantes, seguida da transferéncia parcial desta energia para a ligacao pirofosfato. Na
fase escura, o dioxido de carbono ¢ reduzido para carboidratos no ciclo de Calvin, utilizando a
energia derivada do NADPH e ATP (ALBERTS et al., 1997).

No ciclo de Calvin, o primeiro passo ¢ a fixagdo do didxido de carbono, a molécula de
CO:> condensa-se com a ribulose-1,5-bifosfato (RUBP), formando um composto instavel, com
seis carbonos, que ¢ rapidamente hidrolisado a duas moléculas de 3-fosfoglicerato pela
enzima ribulose 1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenasse, uma das moléculas ¢ utilizada como
substrato para a formacao de carboidratos, enquanto a outra ¢ usada para realizar o ciclo
seguinte. Os carboidratos sdo formados dentro do cloroplasto, mas também no citosol

(MARKOU et al., 2012a) (Figura 1).

Figura 1-Ciclo de Calvin
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Fonte: WELLS e TUPY, 1998.

A producio de carboidratos serve a dois objetivos principais para as microalgas: atuam
como componentes estruturais nas paredes celulares e como componentes de armazenamento
no interior da célula. Os carboidratos, como os compostos armazenados, fornecem a energia
necessaria para os processos metabdlicos dos organismos e para permitir, se necessario, a
sobrevivéncia temporaria em ambientes escuros (GEIDER; LA ROCHE, 2002).

Para obter uma maior quantidade de biomassa das microalgas rica em agucar, que ¢
utilizada como matéria-prima para a produgdo de bioetanol, a produtividade de carboidratos
na célula deve ser alta.

A porcentagem de carboidratos na biomassa depende das espécies de microalgas e das
condi¢des de cultivo e ambientais. Varias espécies de microalgas, tais como Porphyridium
cruentum (40% - 57%), Spirogyra sp. (33% - 64%), tém teor elevado de carboidratos
(HARUN et al.,, 2010). As microalgas como Chlorella, Chlamydomonas, Dunaliella,

Scenedesmus, e Tetraselmis apresentaram em estudos a capacidade de acumular grande
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quantidade de carboidratos (> 40% do peso seco) (JOHN et al., 2011; RAZEGHIFARD,
2013). Pesquisadores relataram que o género Chlorella possui elevado teor de carboidratos,
especialmente as espécies de C. vulgaris, com carboidratos de 37% - 55% do seu peso seco
(BRENNAN; OWENDE, 2010; DRAGONE et al., 2011).

No entanto, para a produ¢ao de biocombustiveis ser maximizada, o elevado teor de
carboidrato tem de ser combinado com a capacidade das espécies de microalgas a ter elevada
producao de biomassa. Portanto, as espécies conhecidas de microalgas que possuem taxas
elevadas de crescimento podem ser manipuladas para produzir os maiores valores de
carboidratos (MARKOU et al., 2012a).

O controle do cultivo ou das condi¢des ambientais é a forma comumente utilizada
para a manipulacdo da composicdo da biomassa de microalgas, e maior acimulo de
carboidratos na biomassa. Os cultivos e fatores ambientais mais frequentemente relatados, que
afetam o teor de carboidratos, sdo o tipo e a concentra¢do da fonte de nutrientes, intensidade
de luz e temperatura. Além disso, o modo metabolico (autotréficos, heterotroficos, e
mixotroficos) afeta a composicao da biomassa (MARKOU et al., 2012a).

A estratégia de limitacdo de nutrientes ¢ considerada como sendo uma abordagem
razoavel para a producdo de microalgas rica em carboidratos. Esta técnica ¢ exequivel porque
¢ relativamente facil de controlar os nutrientes no meio de cultura (DRAGONE et al., 2011;
MARKOU et al., 2012a).

Viarios estudos recentes tém demonstrado que o cultivo sob condi¢des deficientes de
nitrogénio eleva o teor de lipidios ou carboidratos, porque o nitrogénio em condi¢do de
esgotamento favorece que lipidos ou carboidratos sejam sintetizados preferencialmente ao
invés de proteinas (DRAGONE et al., 2011; YEH; CHANG, 2011; HO et al., 2013). Estudos
relacionados ao acumulo de carboidratos relataram que com déficit de nitrogénio, culturas de
Chlorella vulgaris acumularam carboidratos de até 38% - 41% (BRANYIKOVA et al., 2011;
DRAGONE et al., 2011), cerca de 35% em Tetraselmis cordiformis (JI et al., 2011),
enquanto que a Spirulina platensis acumulou 55% - 65% de carboidratos (SASSANO et al.,
2010).

O fosforo ¢ um elemento essencial para o ATP e a restricdo deste nutriente afeta a
estratégia global de energia das microalgas, resultando na diminuic¢ao da sintese de proteinas e
acumulo de carboidratos e/ou lipidios. Em cultivos de Spirulina com limitagao de fosforo, foi
obtido aumento nos teores de carboidratos de 9% para 65%, enquanto o teor de proteinas

diminuiu de 46,5% para 25% em cultivos semi-continuos (MARKOU, 2012).
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A concentracdo de dioxido de carbono afeta o acumulo de carboidratos nas
microalgas. Diminui¢des na concentracdo de didxido de carbono causaram aumento do
contetido de carboidratos na biomassa de microalgas (THYSSEN et al., 2001). Conforme
Abreu et al., (2012) a Chlorella acumula mais carboidratos em condi¢des metabodlicas
mixotroficas. Choix et al., (2012) obtiveram maior acimulo de carboidratos no modo
heterotrofico do que sob condigdes fotoautotroficas, utilizando carbono inorganico.

Em geral ¢ conhecido que intensidades luminosas elevadas resultam em aumento no
conteudo de carboidratos (HU, 2004). Em culturas de espécies Porphyridium, foi observado
aumento de 3 vezes de carboidratos, quando a intensidade da luz aumentou cerca de 4 vezes
(FRIEDMAN et al., 1991). Conforme Ho et al. (2012), a Scenedesmus obliquus obteve a
maior produ¢do de biomassa e carboidratos com o aumento da intensidade da luz, até atingir
420 umol m™ s7!, apods essa intensidade ocorreu o fendmeno da fotoinibigdo, diminuindo a
producdo e o acumulo de carboidratos.

Embora seja certo que a temperatura afeta a composicdo da biomassa, resultados
contraditorios sdo relatados em diferentes espécies de microalgas. Em culturas de Spirulina
sp. o aumento da temperatura de 25°C para 40°C resultou em ligeiro aumento dos
carboidratos na biomassa onde passou de 14% para 21% (OGBONDA et al., 2007), enquanto
que no Chaetoceros cf. wighamii o acimulo de carboidratos foram maiores nas temperaturas

mais baixas testadas (DE CASTRO ARAUJO; GARCIA, 2005).

3.3.1 Utilizagao dos exopolissacarideos na producio de bioetanol

Muitos exopolissacarideos (EPS) microbianos sdo atualmente utilizados, pois além de
apresentarem propriedades fisicas e quimicas para sua utilizagdo industrial na forma
convencional, como gelificantes, emulsificantes, floculantes e hidratantes, a natureza anidnica
dos EPS os faz interessantes para aplicagdes biomédicas, bem como para aplicagdes no campo
da biorremediagdo para a remocdo de metais toxicos de aguas poluidas (MAJDOUB et al.,
2009; SINGH et al., 1999; YANG et al., 2009).

Os EPS de microalgas podem ter uma variedade de fungdes diferentes dependendo da
cepa, das caracteristicas fisico-quimicas e do seu habitat natural. O aclcar mais
frequentemente encontrado ¢ a glicose, em mais de 90% dos EPS, seguido por galactose,
manose e ramnose (DE PHILIPPIS; VINCENZINI, 1998).

Segundo Nicolaus et al. (1999) a Spirulina sp. apresenta quantidade de

exopolissacarideo semelhante em condi¢do de crescimento padrao em relagdo ao aumento de
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nitrogénio e também em relagdo ao aumento de fosfato. Ja a auséncia de NaCl e aumento da
temperatura causou pequena diminuicdo na producdo de EPS. Quando o conteudo de
nitrogénio foi diminuido ou estava ausente houve forte aumento na quantidade total de
polissacarideo.

Conforme Rippka e Herdman (1992) a produgdo de EPS pela Spirulina sp. atingiu 55
mg.L! e concentragio celular de 12 g.L"!. E a raziio molar de agticar dos EPS da Spirulina sp.
cultivadas sob condi¢des normais, para galactose, glicose e manose foi 1; 5.8 e 3,6
respectivamente, vale ressaltar que Spirulina sp. ndo contém pentoses como residuos de
acucar, mas apenas hexoses (MORVAN et al., 1997).

Trabelsi et al, (2009a) avaliaram as caracteristicas fisico-quimicas dos
exopolissacarideos (EPS) extracelulares produzidas pela Spirulina platensis, a qual indicou
que os EPS contem carboidratos (13%) e proteinas (55%). E a andlise por cromatografia
gasosa indicou que a porcao de carboidratos dos EPS era composta de sete agtcares: galactose
(14,9%), xilose (14,3%), glicose (13,2%), frucose (13,2%), ramnose (3,7%), arabinose (1%) e
manose (0,3%) e dois acidos urdnicos, acido galacturénico (13,5%) em acido glucurdnico
(0,9%).

Goo et al. (2013) avaliaram a viabilidade de transformar os EPS produzidos por D.
tertiolecta em bioetanol, e evidenciaram que o glucano presente no EPS pode ser convertido

em glicose e em seguida em bioetanol.

3.4 Sistema de cultivo das microalgas

A escolha do sistema de cultivo ¢ um aspecto importante, que afeta significativamente
a eficiéncia e eficacia do custo do processo de produgdo de biocombustiveis de microalgas
(CARVALHO et al., 2006; LEE, 2001).

As microalgas tém sido tradicionalmente cultivadas em fotobiorreatores abertos, como
tanques abertos, devido a simplicidade e baixo custo deste tipo de design. Infelizmente, esses
fotobiorreatores permitem apenas controle limitado das condigdes de operacdo. Além disso, as
culturas podem ser facilmente contaminadas (FERNANDEZ et al., 2012; TREDICI, 2004).
No entanto, para a producao de produtos de alto valor a partir de microalgas que ndo podem
ser mantidas em tanques abertos, ¢ necessario empregar sistemas fechados, tais como
fotobiorreactores tubulares, que permitem o controle das condi¢des de funcionamento,

evitando contaminagdes (FERNANDEZ et al., 2012).
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O cultivo em larga escala de microalgas em sistemas ao ar livre, tanques abertos esta
bem estabelecido (BOROWITZKA, 2005). Os tanques podem ser escavados e revestidos com
materiais impermeaveis ou podem ser construidos com paredes, € normalmente ¢ utilizado um
sistema de pés para realizar a agitacdo. Os tanques abertos sdo adequados para um pequeno
nimero de espécies de algas que podem tolerar as condi¢des ambientais extremas. Tais
espécies de algas incluem crescimento rapido, como a Chlorella, Spirulina ¢ Dunaliella que
prosperam em ambientes altamente alcalinos ou salinos (CHISTI, 2007).

Os problemas associados com os sistemas abertos incluem a contaminagdo, ambientes
ndo controlados, a evaporacdo, a adequagdo limitada das espécies, baixas produtividades
volumétricas, ¢ a necessidade de uma grande area de terra, o que tém estimulado o
desenvolvimento de fotobiorreatores fechados, a fim de superar a ineficiéncia dos sistemas
anteriores (SINGH; DHAR, 2011).

Ha dois tipos principais de fotobiorreatores fechados, sdo os dos tipos tubulares e em
placas. Devido a estrutura fechada e o ambiente relativamente controldvel, os fotobiorreatores
fechados pode atingir alta densidade celular e sdo de facil manutengdo da monocultura (LEE,
2001; UGWU et al., 2008).

Os fotobiorreatores fechados podem ser construidos com vidro ou plastico
transparente, podem ser horizontal, vertical, conico, e inclinados. A mistura pode ser realizada
através do transporte aéreo ou sistema de bomba (UGWU et al., 2008). Os fotobiorreatores
fechados permitem a concentragdo de células muito mais elevadas do que o sistema tanques
abertos, devido a grande area de iluminagdo, ¢ menores problemas de contaminagdo. As
desvantagens sdo gradientes de pH, oxigénio dissolvido e CO; ao longo dos tubos, o
crescimento de incrustagdes nas paredes e estresse hidrodinamico (LEE, 2001; UGWU et al.,
2008)

Existem varios relatos a respeito do design, eficiéncia e eficacia de custo de um
processo de produgdo de microalgas através de tanques abertos (LEE, 2001; CHISTI, 2007).
Mesmo que o sistema de tanques abertos pareca ser favorecido para o cultivo comercial de
microalgas no presente devido aos seus baixos custos de capital, o sistema fechado oferece
melhor controle sobre a contaminacao, a transferéncia de massa e outras condi¢des de cultivo.
A combinagdo do fotobiorreatores fechado e de tanques abertos combinam as vantagens dos

dois e tem demonstrado ser eficaz (HUNTLEY; REDALIJE, 2007) (Figura 2).
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Figura 2 -Fotobiorreatores utilizados no cultivo de microalgas: (a) raceway pond (b) tipo de
placa plana, (c) tipo tubular inclinado e (d) tipo horizontal / continuo.

;::. - — -’—_—g - ‘. —

......

Fonte: BITOG et al., 2011.

3.5 Obtencao de biocombustiveis no contexto de biorrefinarias

Estudos indicaram que a produgdo de biocombustiveis de microalgas esta
relativamente perto de ser economicamente viaveis, dada a evolugdo esperada em relacao as
condi¢des de mercado e tecnologia de producdo (STEPHENS et al.,, 2010). Além dos
carboidratos, considerados matéria prima para a producdo de bioetanol, a biomassa de
microalgas também contém varios outros componentes valiosos, incluindo os lipidios, que
podem ser convertidos em biodiesel; os pigmentos e as proteinas possuem aplicacdes como
alimentos funcionais e para a obten¢do de nutracéuticos e farmacos (LAMMENS et al., 2012;
YEN et al., 2013). Além da biomassa, os EPS gerados por algumas espécies de microalgas
devem ser considerados para obten¢ao de diversos produtos (YANG et al., 2009)

A melhoria da viabilidade economica pode ser alcangada pelo acoplamento de
produ¢do de biocombustiveis com a producdo simultdnea de produtos de alto valor em um
conceito de biorrefinaria. A integracdo do cultivo de microalgas com piscicultura, instalagdes

de processamento de alimentos e estacdes de tratamento de aguas residuais, oferece a
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possibilidade de processamento de residuos através da reciclagem da matéria organica e, ao
mesmo tempo o fornecimento de nutrientes de baixo custo (CARRIQUIRY et al., 2011).

Vérios compostos das microalgas sdo uteis, tais como pigmentos (f-caroteno,
astaxantina, ficobiliproteinas), acidos graxos (4cido y-linolénico, acido eicosapentaendico,
acido araquiddnico), vitaminas e aminoacidos essenciais podem ser aplicados em humanos e
nutricdo de animais, no setor farmacéutico, cosméticos e aquicultura (CARDOZO et al., 2007,
SKJANES et al., 2012).

Portanto, o conceito tecnoldgico de biorrefinarias de microalgas merece maiores
investigacdes. Em particular, a utilizacdo dos EPS na produgdo de bioetanol, pois esse
processo pode auxiliar na viabilidade econdmica e comercial de converter os componentes de

microalgas para biocombustiveis e em outros produtos de valor comercial.
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4 MATERIAL E METODOS

Na Figura 3 ¢ apresentado um fluxograma da metodologia proposta na pesquisa.

Figura 3 - Fluxograma geral proposto para os métodos da pesquisa
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4.1 Planta piloto raceways

Os mini-tanques e tanques em escala piloto estdo instalados em uma planta piloto de
cultivo de microalgas, localizada nas dependéncias do Parque Cientifico e Tecnoldgico da
UPF (UPF Parque). Os recursos para a instalagdo da Planta Piloto foram provenientes do
projeto aprovado na chamada 56 linha 2 do CNPq (2013), intitulado “Planta piloto de
produgdo de microalgas e uso da biomassa em aquicultura, na producao de bioetanol e como
antioxidante”.

A estufa construida em filme pléstico transparente foi adquirida de empresa
especializada, e possui sistema automatico de controle de temperatura, que ¢ necessario para
os cultivos utilizados na pesquisa, pois minimiza os efeitos ambientais na produtividade. A
estufa contém painel evaporativo e exaustores para diminuir a temperatura e um aquecedor de
24.000 W, com isso ¢ possivel manter a temperatura interna em aproximadamente 30° C

(Figura 4). A estufa possui 9 m de comprimento e 6,4 m de largura.
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Os raceways de fibra de vidro foram projetados com volume util de 350 L e 2900 L
com um sistema de pas para realizar a agitagdo do cultivo.

Os mini raceways em acrilico, foram construidos com as mesmas relagdes de didmetro
e comprimento dos raceways da planta piloto, para que as condi¢des de cultivo otimizadas

nos mini raceways, fossem utilizadas na planta piloto.

4.2 Projeto e construcao dos raceways

A geometria dos raceways ¢ um parametro importante por tornar possivel evitar a
deposicao de solidos que ocorre em areas de estagnacdo. Esta deposicdo pode ocasionar
degradagdo de matéria organica com fermentacdes indesejaveis, podendo causar deplecdo da
cultura. A partir destas consideracdes buscou-se na literatura geometrias ja testadas de forma
a minimizar esses efeitos negativos. Duarte Filho (2002) testou quatro diferentes geometrias
de raceways para a microalga Spirulina, tendo observado que a inclusdo de curvas
concéntricas e estreitamentos evitaram a deposicdo de material, quando comparados ao
desenho padrdo. Comparando-se a melhor configuragao testada com a dos tanques de desenho

padrdo, observou aumento de 31,08% de biomassa, obtidas em 600 h de cultivo (Figura 5).
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Figura 5 - Modelo padrao e modificado de raceway utilizados por Duarte Filho (2002) para
cultivos com Spirulina

\ Sentido do Fluxo /

Raceway padrao

Raceway modificado

Fonte: Adaptado de Duarte Filho, 2002.

A partir da geometria modificada foram projetados quatro raceways com capacidade
util de 350 L e capacidade total de 580 L (Apéndice A) e um com capacidade de 1til 2900 L e
capacidade total de 3650 L (Apéndice B). Os raceways foram construidos em Fibra de vidro
manta 450 com resina especial isoftdlica e o acabamento com Gel Isoftalico com UV que
protege os tanques contra a radiacdo ultravioleta. O sistema de agitacao € realizado por pas de

aco inox e eixo movido por motor de corrente alternada (Figura 6).
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Figura 6 — Imagem do raceway de 350 L de fibra de vidro

Mini raceways foram projetados em escala laboratorial possuindo as mesmas relagdes
de didametro e comprimento dos raceways da planta piloto, com a capacidade util de 10 L e
capacidade total de 18,65 L (Apéndice C). Os mini raceways foram construidos em acrilico
com a espessura de 4 mm, o sistema de agitacdo foi através de pas de ago carbono, movidas
por um motor de 12 V de corrente continua e 75 rpm. O sistema de alimentacdo do motor
possui uma fonte com entrada de 220 V e saida de 12 V e 20 A, e um regulador de tensdo
responsavel por alterar a rotacdo do motor. Através do regulador de tensdo foi possivel
estabelecer diferentes rotacdes para o motor e por consequéncia diferentes velocidades de

agitacao do cultivo (Figura 7).
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Figura 7 - Imagem dos mini raceways em acrilico e do sistema de agitacdo

4.3 Simulac¢ao do fluxo nos mini raceways

A simulagdo do fluxo ¢ uma ferramenta que auxiliou na definicdo das velocidades de
agitacdo nos raceways, aferindo assim a melhor velocidade a ser empregada nos raceways de
acordo com sua geometria, corroborando com dados experimentais de produgdo de biomassa
e carboidrato.

O software utilizado para realizar a simulagdo do fluxo foi COMSOL Multiphysics
4.3, sendo que a simulacdo foi dividida em trés etapas: o pré-processamento, a solugdo e pos-

processamento.

4.3.1 Pré-processamento da Simulacio

O fluxo foi simulado nos mini raceways confeccionados de acrilico, com sistema de
agitacdo na forma de pas.

No software para realizar a simulagdo o primeiro passo foi a defini¢ao e criacdo da
geometria da regido do escoamento, exportando arquivos com extensdo compativel de CAD
ou na propria area do software especifica para construgdo da geometria. Também foi
necessario especificar o fluxo do fluido, isto ¢, definir as condi¢des de contorno disponiveis
para a simulagdo, que sdo as paredes do raceway. No escoamento interno, as condi¢des de

entrada (inlet) e de saida (outlet) do fluido foram definidas para estudar o comportamento do
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escoamento no dominio, a condicdo de entrada e saida definidas foram as diferentes
velocidades empregadas pelo sistema de agitagio variando de 0,1 m.s™ a 0,45 m.s™.

O proximo passo foi criar a malha que consiste em subdividir o dominio em pequenas
e inimeras células necessarias a aplicacdo das equagdes. Nesta discretizagdo os valores das
propriedades deste escoamento, como a velocidade do fluido, foram determinados em cada
célula, sendo que o numero de células foi definido pelo software, sendo utilizada a opgao
normal do nimero de células disponiveis.

O ultimo passo antes da solugdo da simulagdo foi definir as propriedades fisicas do
fluido como densidade e viscosidade do fluido, para fins de simplificacdo foram utilizados a
densidade (998,2 kg.m?) e a viscosidade da agua (0,001002 N.s.m?) a 20°C, e as
propriedades do material dos mini raceways (acrilico), densidade (1190 kg.m™), coeficiente
de expansio termal (1420 J.kg'k"'), modulo de elasticidade (3.10° Pa), e condutividade
térmica (0,19 W.m!. k).

4.3.2 A solucao da simulacio

Nas etapas da simulacdo computacional os modelos consideram um meio continuo
ocupando todo o dominio de calculo. Para as condi¢des das simulagdes, o software resolveu a
equagao de Reynolds Médio Navier-Stokes (Reynolds Averaged Navier—Stokes) e o modelo
de turbuléncia k-e, as quais descrevem o escoamento de um fluido e permitem calcular
campos de velocidade e pressdo de um escoamento.

O modelo de turbuléncia para as simulag¢des foi o k-e padrdo, que segundo Launder e
Spalding (1974) ¢ um modelo semi-empirico baseado nas equagdes do modelo de transporte
para a energia cinética turbulenta e sua taxa de dissipagdo. O modelo k-¢ padrdo, tem sido
amplamente usados para modelagem de turbuléncia, e foi adotado para descrever o
comportamento do fluido nos raceways (HUANG et al., 2014; WANG et al., 2014; ZHANG
et al., 2015). Conforme Prussi et al., (2014) que realizaram em um raceway uma comparagao
entre os resultados quantitativos de dados experimentais obtidos através de velocimetro
acustico doppler e os numéricos da simulagdo, onde observaram que os dados numéricos sao
proximos aos dados experimentais para a maior parte dos pontos no dominio, mostrando a

capacidade do modelo para prever os valores dentro de vasta gama de velocidades medidas.
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4.3.3 Poés-processamento da simulacio

Apos as etapas de processamento foi possivel visualizar a solugdo numérica na forma
de gréficos, como de superficie e graficos de vetores, de qualquer variavel envolvida na

simulagdo, o que facilita o entendimento do fluxo nos raceways.

4.3.4 Quantificacdo das zonas de estagnacao

A quantificacdo das “zonas mortas” foi realizada utilizando a seguinte suposi¢do: uma
vez que a velocidade do fluido mais baixa necessaria para evitar a sedimentacdo e manter as
células em suspensdo no tanque ¢ de 0,1 m.s”' (DODD, 1986; WEISSMAN et al.,1988), foi
utilizado esse valor como o limite para a existéncia de zonas mortas, sendo que para

quantificar o volume morto foi utilizada a Equagdo (2) (HADIYANTO et al., 2013).

V|v<o0,1

% Zona Morta =
Vreator

.100% )

Em que V<01 é o volume de liquido com velocidade inferior a 0,1 m.s € Vreator € 0

volume total do reator.

4.4 Ajuste na velocidade de agitacao nos raceways

A velocidade do fluido no mini raceway foi realizada pelas rotagcdes das pas. Foram
utilizadas diferentes rotagdes para atingir uma mistura eficiente do meio de cultura, com uma
transferéncia de massa adequada.

As rotagdes do sistema de agitagdo foram testadas a fim de verificar se ha influéncia
da velocidade de agitagdo na producao da biomassa e na produtividade de carboidratos intra e
extracelulares. As velocidades iniciais estudadas foram 0,1 m.s'; 0,15 m.s™!; 0,20 m.s™'; 0,25
m.s'; 0,30 m.s'; 0,35 m.s; 0,40 m.s' e 0,45 m.s.

Para estimar a velocidade empregada ao fluido pelas pés, foi utilizado a Equagao (3),

na qual a velocidade periférica das pés ¢ a velocidade empregada ao fluido.

Vp — T[X;)OXI‘I (3)
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Em que, D ¢ o diametro do rotor (m), n ¢ a velocidade de rotagdao (rpm) e Vp ¢ a

velocidade periférica ou tangencial (m.s™).

A partir da especificagdo da velocidade, nos ensaios em mini raceways, que
apresentou a maior produtividade em carboidratos intracelulares da microalga, esta foi

aplicada no aumento de escala, em raceways de 350 L.

4.5 Condigoes de cultivo

A microalga Spirulina platensis LEB 52 foi cultivada em meio Zarrouk (ZARROUK,
1966) (Tabela 1) com concentragdes inferiores de nutrientes (Zarrouk 20%) utilizadas para

elevar o acimulo de carboidratos pela microalga.

Tabela 1: Composicdo do meio de Zarrouk

Reagentes Concentracao (g.L™)
NaHCO:s 16,8
K2HPO4 0,5
NaNO3 275

KoSOq4 1,0
NaCl 1,0
MgS04.7H>0 0,2
CaCl; 0,04
FeS04.7H20 0,01
EDTA 0,08
*Solugdo As 1,0 ml
*Solugao Be 1,0 ml

*Solugdo AS5: (g.L-1): H3BO; 2,86; MnCl,.4H,0 1,81; ZnSO4.7H,0 0,222; CuCO4.5H>0 0,079; MnOs3 0,015.
*Solucio B6: (mg.L-1 ): NH4VO;22,86; KCr(SO4).12H,0 192; NiSO4.6H,0 44,8; Na,WO04.2H,O 17,94;
TiS04.H2S04.8H,0 61,1; CO(NO3),.6H,0 43,98.

A concentracdo inicial do indculo de Spirulina platensis LEB 52 foi 0,20 g.L"!, sendo
o cultivo mantido com agitagdao continua por meio de pas. O cultivo foi em estufa de filme
transparente, com luminosidade em condi¢des ambientais ndo controladas, sendo que a

radiacdo solar média dos dias nos quais os ensaios foram realizados estd apresentada na
Tabela 2.
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Os cultivos foram realizados em blocos devido a disponibilidade de apenas dois
conjuntos de mini raceways, com ensaios em duplicata, exceto para os ensaios realizados nas
velocidades de 0,30 m.s™ e 0,25 m.s™!, nos qual um dos conjuntos apresentou falha mecanica
da agitacdo, que acarretou no descarte do experimento. As laterais dos mini raceways foram
fechadas com papel pardo para evitar a entrada de luz, sendo assim o cultivo ficou em contato

com a luz s6 na parte superior dos mini raceways.

Tabela 2: Data e a radiacdo solar média em que os blocos e as réplicas dos experimentos foram realizados

Experimento Data Radiacdo média

(umol.m2.s1)*

0,30 m.s™! 25/05 a 09/06/2015 365,07
0,20 € 0,45 m.s”! 07/07 a 21/07/2015 341,87
0,25 m.s™! 27/08 a 07/09/2015 617,21
0,10 € 0,40 m.s™! 22/09 a 03/10/2015 502,54
0,15¢ 0,35 m.s™ 16/10 a 27/10/2015 670,88
0,35 m.s7! ** 04/01 a 10/02/2016 772,52

*Nos dados de radiacdo foram considerados as transmissividades da tela anti-granizo (82%) e do plastico filme
(80%). ** Experimento realizado em escala de 250 L. Os demais experimentos foram realizados nos mini

raceways de 10 L.
Fonte: EMBRAPA Trigo (2016).

Os cultivos realizados nos raceways em escala piloto (250 L) foram realizados em
duplicata, com as mesmas condigdes de cultivo, aos realizados nos mini raceways com a
velocidade de 0,35 m.™".

Os cultivos foram realizados até as microalgas atingirem a fase estacionaria (FE),
sendo que nessa fase foi retirada parte do cultivo para determinagdo da concentragdo de
carboidratos extra e intracelulares, proteinas, lipidios ¢ umidade da biomassa da microalga. O
restante do cultivo permaneceu até atingir a fase de declinio (FD), onde foram novamente
realizadas estas determinacdes, a fim de avaliar se havia influéncia das fases de crescimento
sobre a composi¢ao bioquimica da microalga.

A separacao da biomassa foi feita por filtragdo em tela de nylon 180 fios com posterior
secagem em estufa a 50 °C por 24 h. O meio livre de células de microalga foi utilizado para a
determinag¢do dos carboidratos extracelulares e a biomassa seca para as determinagdes da

composi¢ao bioquimica da biomassa.
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4.6 Determinacgoes analiticas
4.6.1 Determinacio dos parametros de crescimento

A concentragdo de biomassa das microalgas durante os cultivos foi determinada a cada
24 h através da medida de densidade otica em espectrofotometro a 670 nm (COSTA et al.,
2002), utilizando-se uma relagdo pré-estabelecida entre a massa seca de biomassa e a
absorbancia.

As curvas de crescimento microalgal foram construidas ao longo do tempo, das quais
foram obtidas as concentragcdes finais de biomassa, a velocidade especifica méaxima de
crescimento e o tempo de geracao para cada experimento.

Os parametros avaliados foram concentracdo final de biomassa (Xg g.L™);
produtividade méxima de biomassa (Pmax, g.L!.d"!), obtida segundo a Equagio (4), velocidade
especifica maxima de crescimento (pmax, d™'), obtida por regressdo exponencial aplicada & fase
logaritmica de crescimento, através da Equacdo (5). O tempo de geracao (d) foi calculado a
partir das velocidades especificas maximas de crescimento, o qual ¢ definido como sendo o
tempo necessario para a duplicacdo da biomassa, conforme a Equacdo (6) (SCHMIDELL et

al., 2001).

X—Xo

Produtividade em biomassayx(g. L™.d™) = =
—to

“)

Em que, X é concentracdo de biomassa (g.L™!) no tempo t (d), e Xo¢é a concentracio de

biomassa (g.L™!) no tempo to (d).

. rr - . — 1 X
Velocidade especifica maxima de crescimento, 4 (d™1) = e LnX—2 (%)
1

Em que, X; é concentracdo de biomassa (g.L), e t é tempo (h).

Ln2
umax

Tempo de geragio(d) = (6)

Em que, umax = velocidade especifica maxima de crescimento (d™!).
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4.6.2 Quantificacao dos exopolissacarideos

O preparo da amostra para a quantificacdo dos carboidratos extracelulares liberados
(exopolissacarideos soluveis - EPS) foi realizado conforme Mota et al. (2013). A biomassa foi
separada através de filtragdo em tela de nylon 180 fios e o liquido resultante foi concentrado
em rotaevaporador a 40 °C, com posterior didlise em membrana (12-14 kDa), utilizando-se
um volume minimo de 10 vezes durante 24 h em 4gua corrente ¢ 24 h em agua destilada para
retirada de sais e materiais de baixo peso molecular. A determinagao dos expolissacarideos foi

realizada pelo método fenol-sulfurico, descrito por Dubois et al. (1956).

4.6.3 Caracterizacdao da biomassa de microalga

O preparo da amostra para quantificar o teor de carboidrato e proteinas foi através da
sonicacdo da biomassa seca para rompimento celular. Para tal, 5 mg de biomassa foi
adicionada de 10 mL de agua destilada e entdo sonicada por cinco ciclos de 59 s em
Sonicador de Ponteira Unique - Modelo: DES500.

O teor de carboidratos foi determinado pelo método fenol-sulfurico (Dubois et al.,
1956) (ANEXO I).

A produtividade em carboidratos nos cultivos (g.L™'.d™") foi obtida de acordo com a

Equagdo (7) (MARGARITES, 2014).

XgxCHO

Produtividade em carboidratos (g.L™t.d™ 1) = 100 xt

(7

Em que, Xr ¢ a concentragdo final de biomassa (g.L™!), CHO é a concentragio de

carboidratos (%) e tc € tempo de cultivo (d).

O teor de proteinas na biomassa algal foi determinado conforme metodologia proposta
por Lowry et al. (1951) (ANEXO II). A concentracao de lipidios da biomassa microalgal foi
determinada através do método de Folch et al. (1957) (ANEXO III). A umidade foi
determinada por metodologia oficial da AOAC (2000). Os teores de carboidrato, proteina e

lipidios foram apresentados em base seca.
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4.7 Analise dos dados

As diferencas entre as médias foram avaliadas pela Analise de Variancia no nivel de

95% de confianga e com posterior comparacao entre estas pelo Teste de Tukey.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo da simulac¢ao do fluxo

A geometria 3D do raceway foi importada para o software COMSOL Multiphysics
4.3. O volume que representa o liquido foi discretizado em 162.722 células de malha

tetraédrica, definindo o dominio da simulagao (Figura 8).

Figura 8 - Imagem do raceway em 3D e discretizagdo do volume em células

Para cada condicdo de entrada, que variou de 0,1 m.s a 0,45 m.s™! foi realizada uma
simulacio, para obter o volume do raceway em que velocidades inferiores a 0,1 m.s™
poderiam ser observadas. Com relacdo ao comportamento fluidodindmico (Figura 9) do
escoamento foi possivel observar que ha zonas em que a velocidade aumenta no interior do
raceway, mas também ha zonas onde a velocidade diminui em relagdo a velocidade inicial
empregada. Os pontos mais problematicos sao aqueles onde a velocidade diminui a ponto de
criar zonas com velocidade inferior a 0,1 m.s™!, criando zonas de estagnagdo da biomassa, o
que pode afetar a produtividade (Apéndice D).

As zonas de menor velocidade no raceway (Figura 9), representadas pela cor azul
escuro, estdo presentes nas curvas, onde observa-se a maior perda de carga, ¢ ao lado oposto
do sistema de agitagdo, pois devido a geometria do raceway, ocorre um fendmeno de vortice
no fluxo como pode ser observado na Figura 9D.

As maiores velocidades ocorreram no lado oposto do sistema de agitacdo,
provavelmente ocasionado pela diminuicao da sec¢ao de escoamento no lado do sistema de

agitacdo. Zhang et al. (2015) observaram a mesma influéncia na simulag¢do do fluxo com a
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adicado de deflectores nos raceways, onde foram observadas maiores velocidades no

estrangulamento da sec¢do de escoamento.

Figura 9 - Comportamento fluidodindmico no raceway modificado com velocidade inicial de

0,30 m.s™.
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A mesma simulagdo foi realizada no tanque de modelo padrao com o intuito de
verificar o comportamento do fluxo no interior do raceway, sendo possivel verificar que com
a mesma velocidade inicial (0,30 m.s™!) o raceway padrio apresentou zonas com menores
velocidades quando comparado com o raceway modificado, sendo esse um dos possiveis
motivos para que o tanque modificado e testado por Duarte Filho (2002) para a microalga
Spirulina, tenha possibilitado maior produtividade de biomassa (Figura 10).

Empregando a velocidade inicial de 0,15 m.s™! nos dois raceways, o raceway padrio
apresentou 21,7% do volume com velocidades inferiores a 0,1 m.s”!, enquanto que no
raceway modificado esse volume ¢ de 15,08%, demonstrando-se através da simulacao de
fluxo que o raceway modificado ¢ mais eficiente em relagdo a reducdo das zonas de

estagnacao.
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Figura 10 - Comportamento fluidodinamico no raceway padrao com velocidade inicial de
0,30 m.s™'.
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5.1.1 Quantificacdo das zonas mortas

O diametro das pas responsavel pela agitacao do cultivo foi 0,287 m, obtendo-se assim
as rotacdes necessarias para atingir as velocidades estipuladas. O volume do reator
considerado para os calculos foi 9,35 L, pois foi necessario desconsiderar a area ocupada
pelas pas.

Apo6s a simulagdo do fluxo foram obtidas as velocidades maximas e minimas dentro
do raceway, bem como o volume com a velocidade menor que 0,1 m.s”'. Com isso foi
possivel estimar o percentual do raceway que possui velocidade menor que 0,1 m.s™!, em cada
uma das velocidades estipuladas na simulagdo, ou seja, aquele volume com velocidade igual
ou menor que 0,1 m.s"! que sdo consideradas zonas mortas no reator, afetando a produtividade
da microalga (Tabela 3). Velocidades maiores que 0,1 m.s™ s3o necessarias para que ocorra a
exposicao frequente das células das microalgas a luz, evitando o assentamento de células de
algas para o fundo do reator, além de homogeneizar a distribuicao de nutrientes e aumentar a

utilizacao de CO; no reator (BRUNE et al., 2003).
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Tabela 3: Rotagdo das pas, velocidades iniciais, velocidade maxima, velocidade minima e
volume com a velocidade menor que 0,1 m.s™' no mini raceway.

Velocidade Velocidade Velocidade Volume com Volume < 0,1 m.s
rpm Inicial maxima minima  velocidade < 0,1 1 (%) “zonas
(m.s) (m.s) (m.s) m.s! (m?) mortas”
6,7 0,1 0,2434 0,0000980 0,0036788 39,38
7,3 0,11 0,2803 0,0000696 0,0027659 29,61
8,0 0,12 0,3061 0,0000614 0,0021562 23,08
8,7 0,13 0,3320 0,0000686 0,0017739 18,99
9,3 0,14 0,3579 0,0000125 0,0015590 16,69
10,0 0,15 0,3839 0,0000253 0,0014090 15,08
10,7 0,16 0,4100 0,0001362 0,0012902 13,81
11,3 0,17 0,4362 0,0002016 0,0011947 12,79
12,0 0,18 0,4624 0,0000532 0,0011150 11,94
12,7 0,19 0,4886 0,0001795 0,0010453 11,19
13,3 0,2 0,5149 0,0004170 0,0009860 10,55
14,0 0,21 0,5411 0,0002112 0,0009359 10,02
14,6 0,22 0,5674 0,0001638 0,0008810 9,43
15,3 0,23 0,5937 0,0001417 0,0008460 9,06
16,0 0,24 0,6201 0,0003010 0,0008070 8,64
16,6 0,25 0,6464 0,0001619 0,0007729 8,27
17,3 0,26 0,6728 0,0003163 0,0007416 7,94
18,0 0,27 0,6991 0,0003735 0,0007122 7,62
18,6 0,28 0,7255 0,0001699 0,0006842 7,32
19,3 0,29 0,7518 0,0001350 0,0006582 7,05
20,0 0,3 0,7782 0,0001920 0,0006350 6,80
20,6 0,31 0,8046 0,0002507 0,0006127 6,56
21,3 0,32 0,8310 0,0002285 0,0005921 6,34
22,0 0,33 0,8574 0,0004138 0,0005712 6,12
22,6 0,34 0,8838 0,0005176 0,0005527 5,92
23,3 0,35 0,9103 0,0002965 0,0005350 5,73
24,0 0,36 0,9367 0,0001542 0,0005190 5,56
24,6 0,37 0,9631 0,0002507 0,0005035 5,39
253 0,38 0,9895 0,0003664 0,0004888 5,23
26,0 0,39 1,0160 0,0004377 0,0004749 5,08
26,6 0,4 1,0424 0,0003783 0,0004615 4,94
27,3 0,41 1,0689 0,0002868 0,0004491 4,81
28,0 0,42 1,0953 0,0004136 0,0004377 4,69
28,6 0,43 1,1218 0,0003762 0,0004258 4,56
29,3 0,44 1,1482 0,0004023 0,0004145 4,44
30,0 0,45 1,1747 0,0002023 0,0004042 4,33

O volume no raceway com velocidade menor 0,1 m.s™! nio segue uma relacio linear
com o aumento da velocidade inicial, e pode ser observado que ha uma diferenga significativa

no volume com a velocidade menor 0,1 m.s™' com o aumento da velocidade (Figura 11).



44

Figura 11 — Relagdo entre a velocidade inicial e o volume do raceway com velocidade menor
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45,00

40,00 -

35,00
30,00 *

25,00
S ¢
=~ 20,00

15,00 *.
10,00

0“..
5,00 040040000000

0,00 T T T T 1

Volume com velocidade < 0,1 m.s™!

Velocidade inicial (m.s)

Conforme Becker (1994) e Hireiz et al. (2014) uma velocidade de agitacdo entre 0,1 e
0,4 m.s!' geralmente ¢ necessaria para alcancar uma boa mistura e evitar a sedimentagio das
células de algas, e como no interior no raceway ocorrem gradientes de velocidade, o volume
com velocidade menor que 0,1 m.s™!' ¢ alterado conforme a velocidade inicial.

Por exemplo, no raceway modificado, quando a velocidade inicial ¢ de 0,15 m.s™!, o
volume ocupado por fluido com velocidade menor que 0,1 m.s' é de 15,08%. Quando a
velocidade inicial € multiplicada por dois, esse volume diminui para 6,8%, ou seja o volume
ocupado por fluido com velocidade menor que 0,1 m.s' diminui em 54,90%, contribuindo
assim para uma melhor homogeneizagao dos cultivos algais.

Nas Figuras 12 e 13, podem ser visualizados os volumes de fluido com velocidade
menor que 0,1 m.s™', utilizando-se velocidade inicial de 0,30 m.s!' ¢ 0,15 m.s™', evidenciando
que as zonas de menor velocidade s3o as do lado aposto do sistema de agitagdo e na divisoria
interna do tanque, e que com o aumento da velocidade o volume com velocidade menor que

0,1 m.s”' diminui.
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Figura 12 - Volume no raceway modificado com velocidade <0,1 m.s™!, com a velocidade
inicial de 0,30 m.s™.

Figura 13 - Volume no raceway modificado com velocidade <0,1 m.s™!, com a velocidade
inicial de 0,15 m.s™!

A mistura pode ser melhorada através do aumento da velocidade das pés, e uma
velocidade de mistura maior do que 0,1 m.s' normalmente é necessiria para evitar a
sedimentacdo de células de algas. Contudo, as taxas mais elevadas de mistura podem causar
danos da membrana celular de algas, como no caso Spirulina, que tem uma fraca membrana e
forma espiral (ALI et al., 2015). Portanto, ¢ necessario otimizar a velocidade de rotacdo das

pas, para que as microalgas possam detectar luz solar suficiente sem danificar a estrutura.
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Além da velocidade de rotacdo, a mistura também depende da geometria dos raceway,
sendo que para obter maior eficiéncia na produtividade, a geometria pode ser alterada a fim de
diminuir as zonas mortas, minimizando esse efeito negativo. Liffeman et al (2013) e Sompech
et al. (2012) alteraram a geometria do raceway, adicionando defletores semicirculares
aumentando assim a e eficiéncia energética e minimizando as zonas estagnagao.

Conforme Zhang et al. (2015) que realizaram a simulagdo em raceway utilizando a
velocidade inicial de 0,30 m.s™!, a instalacdo de deflectores aperfei¢oou o fluxo, a drea de zona
morta diminuiu 60,42% em comparacdo com o raceway padrdo, fornecendo assim mais luz
para as células. Ja a concentracdo de biomassa foi 30,11% maior que o do controle, portanto
uma maior agitacdo e modificagdes na geometria beneficiaram a taxa de crescimento

microalgal.

5.2 Cultivo em mini raceways

Nas velocidades de agitacdo mais baixas (0,10 m.s' e 0,15 m.s™") foi possivel observar
que o cultivo atingiu menor concentragao celular (Figuras 14 e 15), corroborando os dados da
simulagdo de fluxo, indicando que a existéncia de zonas de estagnacdo de biomassa
influenciam a eficiéncia dos cultivos.

Esta tendéncia, entretanto, ¢ observada apds os periodos iniciais dos cultivos, uma vez
que durante as fases de adaptagio, em concentracdes celulares de no maximo 0,7 g.L!, todos
os cultivos apresentam a mesma tendéncia de crescimento, independente das velocidades
iniciais. Isto ocorre devido ao fato de que no inicio dos cultivos, as menores concentragdes
celulares permitiam a incidéncia luminosa em maiores profundidades. Conforme Chen et al.
(2011) com o passar do tempo de cultivo e o aumento da concentragdo de células, ocorre o
fendmeno do sombreamento celular, diminuindo a incidéncia da luz nas células no fundo do
tanque.

De acordo com Aikawa et al. (2012), o crescimento da Spirulina platensis cultivada
em intensidade luminosa de 700 umol fétons m2.s™! foi semelhante a cultivada a 270 pmol
fotons m 2 s ! nos primeiros dias de cultivo. Entretanto, apos 2 dias, as microalgas cultivadas
em intensidade luminosa de 270 pmol fotons m 2s ' sofreram diminui¢io da taxa de
crescimento devido ao efeito de sombreamento ocasionado pelo aumento da densidade
celular, que aos 2 dias de cultivo atingiu 0,6 g.L"!. Estes dados estio de acordo com os obtidos

em nosso estudo.
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De acordo com o demonstrado na Figura 11, o volume do tanque com velocidades
inferiores a 0,10 m.s™' é maior nas velocidades entre 0,10 m.s™ a 0,20 m.s™. O resultado da
simulagdo foi comprovado, visto que nas velocidades de 0,10 m.s! e 0,15 m.s"' as menores
concentragdes finais de biomassa foram observadas (Figura 14 e Tabela 4), conforme
mencionado anteriormente, devido ao maior volume ocupado nos tanques pelas zonas de
estagnacdo. Conforme Becker (1994) e Hireiz et al. (2014) a velocidade de agitacdo entre 0,1

ms! e 0,4 m.s’!

¢ geralmente necessaria para alcangar uma boa mistura e evitar a
sedimentacao das células de algas, porém neste estudo, apenas observou-se aumento na
concentragio celular em velocidades acima de 0,20 m.s™.

Os cultivos realizados com as velocidades de 0,35 m.s! e 0,40 m.s™! atingiram a fase
estaciondria de crescimento em menor tempo, sendo esse um fator importante para a obtengao

de maior produtividade em células.

Figura 14 — Curvas de crescimento dos cultivos realizados a 0,10; 0,15; 0,20 e 0,25 m.s™!
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Figura 15 — Curvas de crescimento dos cultivos realizados a 0,30; 0,35; 0,40 ¢ 0,45 m.s™!
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As maiores concentragdes finais de biomassa foram atingidas nos ensaios com
velocidade 0,20; 0,30; 0,35 e 0,45 m.s"! (Figura 15 e Tabela 4), nio havendo diferenca
significativa entre as mesmas (p>0,05), demonstrando que nas maiores agitagoes testadas
(consequentemente menor volume ocupado pelas zonas de estagnacdo), a produtividade em
células foi maior, devido a melhor distribuicdo no fornecimento de luz para as células e a
menor geracdo de gradientes de nutrientes no mini raceway. Porém o cultivo realizado com a
velocidade inicial de 0,35 m.s™! atingiu a concentra¢do final de biomassa em menor tempo de
cultivo.

Segundo Huang et al. (2015) a agitagdo da cultura torna-se muito importante para
otimizar todos os fatores essenciais relacionados a producdo de biomassa de microalgas. A
agitacdo da cultura, em meio liquido, mantém as células em suspensdo evitando que algumas
células fiquem depositadas no fundo do fotobiorreator e outras permanecam na superficie
recebendo luz em excesso.

Conforme Aikawa et al. (2012), a intensidade da luz ¢ positivamente correlacionada
com a producdo de biomassa, sendo que com 700 umol fotons m?2.s!, maior intensidade
luminosa estudada, foi observada a maior concentragio celular (1,6 g.L'!), enquanto que as

cultivadas a 270 pmol fotons m2.s™!

e a 100 umol fotons m2.s™! atingiram 0,7 gL' e 0,5 g.L”
!, respectivamente.
Porém niveis extremos de ilumindncia no cultivo de microalgas podem conduzir a um

processo desfavoravel ao crescimento, a fotoinibicdo, que ocorre quando o fluxo de fotons
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absorvido pelos cloroplastos € tao alto que a concentragao de elétrons de alta energia na célula
¢ excessiva para ser consumida pelo Ciclo de Calvin. Estes elétrons de alta energia reagem
com a agua e formam perdxido de hidrogénio, toxico as células (MOLINA GRIMA et al.,
1996). Ja niveis baixos de iluminancia podem ocasionar o fenomeno de fotolimitacdo devido
ao sombreamento que as células da superficie causam nas células em maiores profundidades
no interior de meio de cultivo (RICHMOND; VONSHAK, 1978), ocasionado pela baixa
agitacao no cultivo.

Os cultivos realizados com as velocidades de 0,20, 0,30 e 0,45 m.s!, foram os que
demoram mais tempo para atingirem a fase de declinio (16, 17, 15 dias, respectivamente), isso
se deve possivelmente a radiagdo média a quais foram submetidos (365 ¢ 341 umol fotons m-
251 que foi menor quando comparada ao demais cultivos realizados (617; 502 e 670 umol
fotons m2.s!). A luminosidade inferior ndo afetou a concentragio celular quando comparados
estes ensaios ao ensaio com velocidade de 0,35 m.s™!, realizado com luminosidade média
superior, porém esta diferenca foi verificada na produtividade em células, que leva em

consideragdo o tempo de cultivo.

Tabela 4: Tempos de cultivo até inicio das fases estacionaria e de declinio celular (d) e
concentragao final de biomassa (g.L'!) obtida nas duas fases de cultivo

Fase estacionaria de crescimento Fase de declinio de crescimento
Experimento Tempode  Concentracio final de Tempo de Concentragio final
cultivo biomassa cultivo de biomassa
d) (gL (d) (gL

0,10 m.s™ 10 1,24 + 0,005 ¢ 13 0,93 £0,090 ©
0,15 m.s™ 10 1,22 +0,001 ¢ 12 1,09 £ 0,007 ©
0,20 m.s™ 14 1,79+0,014° 16 1,63 £0,009 2
0,25 m.s™ 11 1,45+ 0,067 © 13 1,44+ 0,007 ®
0,30 m.s™ 15 1,75+ 0,068 * 17 1,64 £0,052°
0,35 m.s™! 10 1,73 £ 0,005 @ 12 1,65 +£0,048 2
0,40 m.s™! 9 1,59 +0,027 b 12 1,57 £ 0,044
0,45 m.s™! 13 1,70 £ 0,019 @ 15 1,520,010 %

Valores médios de analises realizadas em triplicata + desvio padrao. Letras iguais na mesma coluna indicam que
ndo apresentaram diferencga significativa ao nivel de 95% de confianga (p>0,05).

A produtividade maxima em células foi maior para os cultivos realizados com 0,20
m.s”, 0,30 m.s”' e 0,35 m.s™' (Tabela 5).

Em estudo realizado por Lanlan et al. (2015), a maxima produtividade em células
Spirulina platensis (18 g.m2.d™") foi alcangada com luminosidade de 200 umol fétons m2.s™,
sendo que a utilizacdo de intensidade luminosa superior, ndo elevou a produtividade em

biomassa.
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O tempo de geragdo foi menor nos experimentos realizados com as velocidades
iniciais de 0,10; 0,15; 0,35 e 0,40 m.s™' (p>0,05) variando entre 2,60 d e 3,02 d (Tabela 5).
Valores inferiores deste parametro sdo desejaveis, visto que a duplicagdo celular ocorre em
menor tempo. Porém os realizados com 0,10 m.s! e 0,15 m.s atingiram menores
concentragdes celulares finais, sendo esse um fator importante para viabilizar a producgao de
bioetanol.

O tempo que os cultivos permaneceram na fase log pode ter sido influenciado pela
radiacdo média recebida, influenciando os parametros cinéticos de crescimento. Verificou-se
que os cultivos realizados com menor radiagdo (0,30 m.s' e 0,45 m.s™") permaneceram por

mais tempo na fase log. Apenas o cultivado com 0,20 m.s™! ndo apresentou o mesmo padrio.

Tabela 5: Intervalo da fase exponencial (d), tempo da fase log (d), produtividade maxima em
células (g.L'.d"), velocidade especifica maxima de crescimento (d!') e tempo de geragao (d)

Tempo que os

Intervalo cultivos Produtividade Ve1001’dade ~
. da Fase .. especifica Tempo de geracao
Experimento . permanecerem maxima em L
exponencial na fase log (d)  células (g.L-.d") maxima de (d)
(d) o crescimento (d!)

0,10 m.s™! 3-8 5 0,22+0,010° 0,23+0,010° 2,98 +£0,128 b
0,15 m.s™! 3-8 5 0,23 +0,015° 0,24 +£ 0,001 2,86+ 0,001 b
0,20 m.s™! 6-11 5 0,35+£0,024? 0,18 £ 0,005 ¢ 3,96 £ 0,106 *
0,25 m.s™! 4-9 5 0,26 + 0,003 ® 0,22 + 0,006 ° 3,12+0,078 °
0,30 m.s™! 5-12 7 0,37+ 0,050 * 0,17+ 0,009 © 3,99+0,216*
0,35 m.s™ 3-8 5 0,30 + 0,005 0,27 + 0,003 * 2,60 £+ 0,029 ©
0,40 m.s™ 2-8 6 0,28 + 0,005 ° 0,23 + 0,001 ° 3,02+0,018 b
0,45 m.s! 4-11 7 0,25+ 0,009 ° 0,17 £ 0,009 ¢ 4,13 +£0,213°

Valores médios de andlise realizados em triplicata + desvio padrao. Letras iguais na mesma coluna indicam que
ndo apresentaram diferencga significativa ao nivel de 95% de confianga (p>0,05).

5.2.1 Efeitos das condicoes de cultivo nos carboidratos extracelulares

A concentracdo dos carboidratos extracelulares foi maior em todos os experimentos
mantidos até a fase de declinio celular, o que indica que a microalga mantida em condigdes
insuficientes de nutrientes, caracteristica desta fase de crescimento em cultivos descontinuos,
liberam mais exopolissacaridios. Além disso, podem somar-se aos exopolissacaridios os
carboidratos intracelulares liberados no rompimento celular, pois nessa fase ja ocorreu a
morte celular, como ¢ possivel verificar nas curvas de crescimento com a diminui¢do da

concentragdo de células no cultivo (Figura 16).
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Trabelsi et al. (2009a) mostraram que os EPS foram produzido durante a fase
estaciondria e inicio da morte celular do cultivo e a produgdo méaxima de EPS (210 mg.L™")

foi observada apds 21 dias de cultivo, havendo correlagdo com a concentragao celular.

Figura 16 — Concentragio de carboidratos extracelulares (mg.L™") obtida nas fase estaciondria
(FE) e de declinio (FD) para as diferentes velocidades de agitagdo estudadas nos cultivos de
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Valores médios de analise realizados em triplicata + desvio padrdo. Letras iguais nos ensaios indicam que ndo
apresentaram diferenga significativa ao nivel de 95% de confianga (p>0,05).

As maiores concentracdes de carboidratos extracelulares foram obtidas nos cultivos
realizados nas velocidades 0,10 m.s!' e 0,40 m.s™!, ambos na fase de declinio atingindo 109
mg.L" e 88 mg.L!, respectivamente. Esses cultivos foram realizados no mesmo periodo, no
qual a iluminancia média foi 502,54 pmol fétons m2.s”!. Esta elevada luminosidade, pode ter
contribuido para a maior concentragdo de carboidratos extracelulares, pois as menores
concentracdes foram observadas nos cultivos realizados a 0,20 m.s”' e 0,45 m.s™, ambos
realizados com a menor luminosidade (341,87 pmol fotons m 2.s7).

Trabelsi et al. (2009b) avaliaram a influéncia da temperatura e da luminosidade no
cultivo da Spirulina platensis e observaram pequena diminuigdo do crescimento celular
associado com o aumento significativo na concentracao de EPS a partir do 22° dia de um total
de 25 dias de cultivo, provavelmente causado pelo rompimento celular. A concentracido

maxima foi atingida apds 21 dias de cultivo, no experimento realizado a 35 °C e 180 umol
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fotons m 2.5 'atingindo aproximadamente 297 mg.L™!. Os autores verificaram que a produgio

de EPS teve um efeito linear positivo com o aumento da intensidade da luz.

5.2.2 Efeitos das condicoes de cultivo nos carboidratos intracelulares

As Figuras 17 e 18 apresentam as concentragdes de carboidratos e produtividades,
respectivamente, obtidas nas fases estacionaria (FE) e de declinio (FD) para as diferentes
velocidades de agitagao estudadas nos cultivos de Spirulina.

Nas velocidades de 0,10 m.s' e 0,15 m.s' as concentracdes de carboidratos
intracelulares foram inferiores aquelas obtidas nos cultivos realizados com maiores
velocidades, em ambas as fases de cultivo, influenciados pela velocidade de agitacao ser
inferior. Nestas velocidades, as concentragdes de carboidratos foram estatisticamente iguais
(p>0,05), na fase estacionaria 29% e 37%, respectivamente, ¢ na fase de declinio 50% e 60%
respectivamente.

As maiores concentragdes de carboidratos foram atingidas nas velocidades de 0,20;
0,25; 0,30; 0,35; 0,40 ¢ 0,45 m.s durante a fase de declinio do cultivo. As maiores
concentragdes de carboidratos nessas velocidades deve-se a maior agitagdo nos cultivos, pois
proporcionou as células maior quantidade de luz.

Em geral, é conhecido que altas intensidades de luz (>300 umol fotons m2.s™')
resultam em aumento do teor de carboidratos (HU, 2004). Em culturas de Spirulina um
aumento de cerca de até 58% em carboidratos foi obtido quando a luminosidade foi
aumentada de 24 pumol fotons m2.s™! para 192 umol fotons m2.s' (LEE et al, 2012). Ho et
al. (2012) mencionaram que a microalga Scenedesmus obliquus aumentou a concentragdo de
carboidratos intracelulares com aumento da intensidade e restricdo de nitrogénio passando de
53% de carboidrato cultivando a 60 umol fétons m2.s™! para 73% de carboidrato cultivando a
540 umol fotons m 2.s".

A biomassa cultivada no inicio da fase de declinio apresentou maior concentragao de
carboidratos, devido a maior restricdo de nutrientes que estava disponivel nesta etapa do
cultivo.

A fase de crescimento na qual a colheita ¢ realizada e a velocidade de agitacao alteram
o teor de carboidratos intracelulares, pois a maioria das microalgas ¢ fonte de proteinas
quando cultivadas em condig¢des repletas de nutrientes, porém, quando se realiza a restricao de

alguns nutrientes, estes cultivos podem ser facilmente induzidos para alterar a composicao
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microalgal, e o conteudo de proteina pode ser convertido a compostos de armazenamento de
energia, como carboidratos (DISMUKES et al., 2008).

Markou (2012) observou alteragdes na composi¢do da biomassa de Spirulina em
cultivos com limitacio de fosforo (3 mg.L™!), sendo obtido aumento nos teores de carboidratos
de 9% para 65%, enquanto o teor de proteinas diminuiu de 46,5% para 25%, quando
comparado com o controle ao cultivado com 9 mg.L™'. Moura Junior et al. (2006) e Renaud et
al. (1999) afirmaram que em cultivos o teor de proteinas de microalgas ¢ maior durante a fase
exponencial de crescimento e o teor de carboidratos ¢ maior quando, as células sao mais
velhas.

A maior concentragdo de carboidratos obtida nesse estudo foi 72% com velocidade de
0,35m.s"! mantida até a fase de declinio, com luminosidade de 670,88 pmol fotons m2.s™!, em
estudo semelhante de Aikawa et al.(2012), alcangaram mais de 65% de carboidrato
controlando a intensidade da luz (700 pmol fotons m2.s™!) e o fornecimento de nitrato (3
mM) em cultivo de escala laboratorial.

Porém os estudos citados foram realizados em escala laboratorial, onde o fornecimento

de luz ocorreu de forma artificial e controlada, diferente deste realizado em estufa e luz solar.

Figura 17 — Concentracao de carboidratos intracelulares (%) obtida na fase estacionaria (FE) e
de declinio (FD) para as diferentes velocidades de agitacdao estudadas nos cultivos de
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Valores médios de andlise realizados em triplicata + desvio padrdo. Letras iguais nos ensaios indicam que nao
apresentaram diferenga significativa ao nivel de 95% de confianga (p>0,05).



54

Figura 18 — Produtividade em carboidratos intracelulares (g.L'.d!) obtida nas fase estacionaria
(FE) e de declinio (FD) para as diferentes velocidades de agitacdo estudadas nos cultivos de
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Valores médios de andlise realizados em triplicata + desvio padrdo. Letras iguais nos ensaios indicam que nao
apresentaram diferenga significativa ao nivel de 95% de confianga (p>0,05).

As maiores produtividades foram obtidas nos experimentos realizados a 0,35 m.s" e

0,40 m.s™! e biomassa colhida na fase de declinio (0,100+0,003 g.L!.d"! e 0,089+0,002 g.L'.d"
1

3

estaciondria  (0,098+0,002 g.L'.d"!). Margarites (2014) ao estudar cultivos de Spirulina

respectivamente) e no experimento com velocidade de 0,35 m.s”' colhida na fase

platensis LEB 52 observou maior produtividade em carboidratos (0,116+0,002 g.L'.d})

quando esta foi cultivada com restricdo de NaNOs3 e acréscimo de NaCl.

5.2.3 Efeitos das condicoées de cultivo nas concentragdes de proteinas e lipidios da

biomassa

As concentragdes de proteina apresentaram relagdo inversa com a concentragdo de
carboidratos. Na fase de declinio ha uma maior restricdo da concentragdo de nutrientes o que
induz a microalga a alterar sua composi¢ao bioquimica armazenando mais substancias de
reserva, como carboidratos, fato este observado por Markou (2012b). Sendo assim, a fase do
cultivo na qual se realiza a recuperacdo da biomassa ¢ um importante fator para que esta possa
ser utilizada na producdo de bioetanol, pois o objetivo ¢ armazenar uma quantidade maior de

carboidratos (Figura 19).
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Figura 19 — Concentracao de proteinas (%) obtida na fase estaciondria (FE) e de declinio (FD)
para as diferentes velocidades de agitagcao estudadas.
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Além da restri¢do de nutrientes afetar a concentracdo de proteinas, a agitagdo também
influenciou na disponibilidade de luz dos cultivos. As maiores concentragdes de proteinas
foram obtidas nas velocidades mais baixas de agitagdo, pois a disponibilidade de luz para as
células foi menor, devido ao sombreamento. Conforme Markou, et al., (2012b), em
intensidade de luz (60 umol fotons m2.s!) o teor de proteinas foi inferior ao obtido quando
a microalga foi cultivada a 24 umol fotons m 2.5 '. Resultado semelhante foi verificado por
Olguin et al. (2001) que observaram o mesmo comportamento para a biomassa da Spirulina
cultivada em diferentes intensidades de luz e restricdo de nitrogénio.

A menor concentragdo de lipidios (2,2%) foi obtida no experimento com velocidade de
0,30 m.s"! e mantido até a fase de declinio e a maior concentracio (4,85%) foi no experimento
0,40 m.s!. Conforme Vonshak (2002) ¢ tipico que a Spirulina platensis conter baixas

quantidades de lipidios entre 6% e 13% (Figura 20).
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Figura 20 — Concentracao de lipidios (%) obtida na fase estacionaria (FE) e de declinio (FD)
para as diferentes velocidades de agitagdo estudadas nos cultivos de Spirulina.

6
a a3
5 = bed abc
abcde 2PC
bcdef,
bcdef bedef

4 I I cdefg dfe Cdefg
;\; fg
<~ 8
[72]
S 3
=]
i
=) h

2 p—

1

0 T T T T T

0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,3
Velocidade (m.s™')

Valores médios de andlise realizados em triplicata + desvio padrdo. Letras iguais nos ensaios indicam que nao
apresentaram diferenga significativa ao nivel de 95% de confianca (p>0,05).

No geral, neste estudo, o teor de lipidios ndo foi afetado pela variacdo da velocidade
de agitagdo nem pela fase do cultivo, exceto em alguns experimentos, na qual nenhuma
relagdo clara foi delineada.

Schmitz (2013), modificando as condi¢des de cultivo atingiu o maior percentual de
lipidios com a Spirulina platensis cepa Paracas de 9,51% com a adigdo de ferro (0,10
mmol/L) e glicerol (0,02 mmol/L). Enquanto que conforme Hsieh; Wu (2009), com
modificagcdes no meio de cultivo, restringindo nitrogénio, ocasionaram efeito muito mais

evidente na microalga Chlorella sp, que acumulou 44% de lipidios.

5.3 Cultivo realizado com o aumento de escala

O cultivo foi realizado em raceway de 250 L e com velocidade de 0,35 m.s™!, pois foi
nesta velocidade que foi verificada a maior produtividade em carboidratos nos mini
raceways.

A microalga atingiu a fase estaciondria de crescimento em 22 dias e a fase de declinio
iniciou no tempo de 37 dias, permanecendo 20 dias na fase exponencial de crescimento, sendo

superior quando comparado ao ensaio realizado no mini raceway, o qual atingiu a fase
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estaciondria de crescimento em 10 dias e a fase de declinio iniciou no tempo de 12 dias

(Figura 21).

Figura 21 — Curvas de crescimento do cultivo realizado na planta piloto e a 0,35 m.s™!
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Valores médios de andlise realizados em triplicata + desvio padrdo. Letras iguais (minusculas para carboidratos,
maiusculas para proteinas e minisculo em negrito para lipidios) indicam que ndo apresentaram diferenga
significativa ao nivel de 95% de confianga (p>0,05).

No inicio da fase estacionaria, a concentragio de biomassa obtida foi 1,10+0,004 g.L!,
produtividade maxima em células de 0,87+0,017 g.L'1.d! e tempo de geragdo 8,2+0,12 d,
enquanto que o realizado no mini raceway foi 1,73+0,005 g.L'; 0,30+0,005 g.L'd! e
2,60+0,029 respectivamente, apresentado valores estatisticamente diferentes (p<0,05).

Os raceways siao sistemas amplamente utilizados para cultivos em grande escala de
microalgas e normalmente ¢ utilizado profundidades entre 20 cm e 40 cm (LUNDQUIST, et
al., 2010). O cultivo no raceway da planta piloto possuia a profundidade de 23 cm, porém
quando comparado aos cultivado no mini raceway que possuia 7 cm e a mesma velocidade de
agitacdo, foi verificado um desempenho inferior tanto na produtividade de biomassa e na
concentragdo de carboidratos.

Esse desempenho inferior no crescimento da microalga em raceways de 250 L quando
comparado ao obtido no mini raceway pode ser explicado pela luminosidade limitada devido
a profundidade do fluido, pois o cultivo foi realizado em condi¢des de radiacdo semelhante ao

cultivo no mini raceway (772,52 pmol fétons m 2s'). Essa profundidade limitou a luz
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recebida pelas células, diminuindo o crescimento celular e aumentando o tempo de cultivo,
permanecendo o mesmo mais dias na fase estacionaria devido a essa limitagao.

Alguns autores relataram que a velocidade de agitagdo necessaria para o cultivo das
microalgas deve ser entre 0,10 m.s e 0,40 m.s' (BECKER, 1994; HIREIZ, et al., 2014).
Porém estes autores ndo levam em considera¢do a altura do fluido no raceway, que neste
estudo influenciou no crescimento da microalga.

Conforme Chiaramonti et al (2013), profundidades crescentes no raceways nao
aumentaram significativamente a produtividade de biomassa. Os autores relatam que
Tetraselmis suecica e Nannochloropsis sp. apresentaram produtividade em células 8,37 g.m™
d'e 14,1 gm2.d", respectivamente, quando cultivadas em profundidade de 15 cm, e 8,9 g.m"
2d! e 10,44 gm>.d' quando cultivadas com profundidade de 5 cm, respectivamente.
Segundo Kumar et al. (2015) o uso de baixas profundidades em raceways ¢ considerado mais
eficiente em relacdo a produtividade em biomassa.

A concentracdo de carboidratos intracelular no inicio da fase estacionaria foi
15,6+0,85% e no inicio da fase de declinio 18,38+0,06%, apresentado valores estatisticamente
iguais (p>0,05). A concentragcdo de proteina foi 66,05+0,38% e 56,98+1,86%, a de lipidios
4,26+£0,33 % e 5,12 = 0,16% para os inicios das fases estaciondria e de declinio,
respectivamente.

A concentracdo de carboidratos no mini raceway realizado com velocidade de 0,35
m.s™! foi 3,6 vezes maior na fase estacionaria e 3,95 vezes maior na fase de declinio quando
comparado a obtida no raceway de 250 L. A produtividade em carboidratos foi
0,0069+0,0003 g.L'.d' e 0,0051£0,00007 g.L'.d!, para a fase estacionaria e declinio
respectivamente, sendo menor estatisticamente (p<0,05) quando comparadas as obtidas no
mini raceway.

A concentragdo menor de carboidratos no raceway da planta piloto quando comparado
ao cultivo realizado nos mini raceways, ¢ devido a menor luminosidade recebida pela célula
devido a altura de fluido no tanque. Hu (2004) e Lee et. al. (2012) afirmaram que com o
aumento da luminosidade maior ¢ o acumulo de carboidrato pelas células.

A concentracdo dos carboidratos extracelulares foi diferente estatisticamente (p<0,05)
entre as fases de cultivo, sendo que na fase estaciondria e na fase de declinio obteve-se
concentragdes de 13,85+1,22 pg.ml' e 21,87+1,14 pg.mL!, respectivamente, diferindo
estatisticamente (p<0,05) das obtidas no cultivo realizado no mini raceway. Essa tendéncia
de maiores concentragdes de expolissacarideos presentes no meio quando a microalga foi

cultivada até na fase de declinio também foi verificada nos cultivos em mini raceways.
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5.4 Rendimentos tedricos de bioetanol

A Spirulina platensis ¢ uma microalga considerada com alto potencial para a geragao
de biocombustivel. E o rendimento na producdo de bioetanol estd diretamente vinculado ao
teor de carboidrato presente da biomassa e na produtividade em carboidrato.

Neste estudo a maior concentragao de carboidrato e produtividade em carboidrato foi
de 72% e 0,100+0,003 g.L-'.d"!, respectivamente, na velocidade de agita¢io de 0,35 m.s™'.

O rendimento teérico de bioetanol para esse experimento foi calculado a partir destas
concentragdes, considerando que 90% do carboidrato torna se agticar redutor ap6s a hidrolise,
e que 51% deste acucar redutor se transformam em bioetanol apos a fermentagdo (MARKOU,
et al., 2013). Os rendimentos teéricos obtidos para a biomassa deste experimento que obteve

as maiores concentragdes ¢ de 0,335 g bioetanol/g de biomassa, e 1,38 kg bioetanol.m>.més™".
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Com a simulacao do fluxo no raceway foi possivel observar as zonas de estagnacao da
biomassa, bem como quantificar o volume considerado como “zona morta”. Nas velocidades
de agitagdo mais baixas (0,10 m.s' e 0,15 m.s™!) foi possivel observar que o cultivo atingiu
menor concentragdo celular, corroborando os dados da simulagdo de fluxo, que indicam que
as zonas de estagnacdo de biomassa influenciam a eficiéncia dos cultivos, devido a menor
luminosidade recebida pelas células.

A concentracao dos carboidratos extracelulares foi maior em todos os experimentos
mantidos até a fase de declinio celular, o que indica que a microalga mantida em condigdes
insuficientes de nutrientes liberam mais exopolissacaridios. E, além disso, a estes carboidratos
extracelulares quantificados seja somado os carboidratos intracelulares liberados no
rompimento celular.

Nas velocidades de 0,10 m.s' e 0,15 m.s' a concentragdio de carboidratos
intracelulares foram inferiores as obtidas em cultivos realizados com maiores velocidades em
ambas as fases de cultivo, influenciados pela velocidade de agitagdo ser inferior e
consequentemente menor luminosidade recebida pelas células. As maiores concentracdes de
carboidratos foram atingidas nas velocidades de acimas de 0,20 m.s”'. A biomassa cultivada
até o inicio da fase de declinio apresentou maior concentragao de carboidratos, devido a maior
restri¢do de nutrientes.

As maiores produtividades em carboidratos foram obtidas nos experimentos realizados
a 0,35 m.s! e 0,40 m.s' ambos mantidos até a fase de declinio celular (0,100+0,003 e
0,089+0,002 g.L"'.d"! respectivamente).

O cultivo realizado no raceway com volume de 250 L obteve desempenho inferior na
concentragdo final de células e na concentracdo de carboidrato quando comparado como os
mini raceways devido a profundidade do fluido que limitou a luz recebida pelas células. A
concentracdo dos carboidratos extracelulares se assemelha ao cultivo nos mini raceways, onde
na fase de declinio obteve-se a maior concentracao.

Com os cultivos realizados nos mini raceways foi alcancado concentracdes elevadas
de carboidratos intracelulares (72%), cultivo este realizado a 0,35 m.s™' ¢ mantido até a fase
estaciondria do cultivo, possibilitando a utilizagdo dessa biomassa para a producdo de
bioetanol. Porém com o aumento de escala essa concentragdo nao foi atingida, sendo esse um

fator limitante e podendo inviabilizar a producdo bioetanol em escala comercial.



6.1 Recomendacdes para trabalhos futuros

Ap0s as conclusdes do trabalho, observa-se que podem ser mencionadas algumas

recomendacdes para trabalhos futuros, como:

a)
b)
¢)
d)
e)

Aumentar a velocidade de agitacdo da planta piloto;

Diminuir a concentra¢ao do meio Zarrouk no cultivo;

Diminuir coluna de fluido nos raceways de 250L;

Acompanhar o acimulo de carboidrato durante toda a fase de crescimento;

Realizar os estudos da sacarificagao e producdo do bioetanol a partir da biomassa.
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A

APENDICE A - Projeto raceways planta piloto
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APENDICE B — Projeto raceways planta piloto
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APENDICE C - Projeto dos mini raceways
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APENDICE D — Comportamento fluidodindmico nos mini raceways

Comportamento fluidodindmico no raceway modificado com velocidade inicial de 0,10 m.s
(A), 0,15 m.s™'(B), 0,20 m.s™/(C), 0,25 m.s"'(D),0,30 m.s"'(E), 0,35 m.s”'(F), 0,40 m.s"
1(G)e0,10 m.s™'(H).
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ANEXO1

Determinacio de carboidratos

Inicialmente foi preparada uma solugdo de fenol 5%, que se conservou em frasco
escuro e sob refrigeracdo. Para a realizacdo da andlise foi adicionado 1 mL de amostra,
devidamente diluida, e foi adicionado igual volume da solu¢do de fenol. Aa mistura foi,
posteriormente, homogeneizada em agitador de tubos e apds foi adicionado 5 mL de acido
sulfarico concentrado. A reagdo ocorreu durante 10 min, no fim, colocada num banho de agua
fria durante 20 min. A densidade Optica foi lida em um espectrofotometro a 490 nm contra um
ensaio branco em que a amostra foi substituida por 4gua destilada. Foi construida uma curva

padrdo com concentracdes entre 4 pg.L! e 140 ug.L! de glicose (Dubois et. al., 1956).



86

ANEXO II
Determinacao de lipidios da microalga

A extracdo de lipideos totais da biomassa foi realizado de acordo com o método
descrito por Folch et al. (1957). Foi adicionado 0,5 g de biomassa em 5 ml de uma solugao de
cloroféormio:metanol (2:1 v/v) e essa mistura foi colocada em banho ultrassonico durante 5
min, em seguida, foi realizada a centrifugagcdo a 5500 rpm por 10 minutos. O precipitado foi
descartado e o sobrenadante foi filtrado em papel filtro apds coletado em um funil de
separagdo. O processo de extragdo inteiro foi repetido trés vezes.

Em seguida, foi adicionada a solu¢do de KCl (0,88%) numa propor¢do de 1:4 v/v do
extrato lipidico. O extrato foi vigorosamente agitado por 1 minuto e deixado em repouso para
a separagdo das fases, descartando-se o sobrenadante. Apos, foi adicionado a solucdo de
metanol: dgua (2:1 v/v), numa propor¢ao de 1:4 v/v do extrato lipidico.

O extrato obtido foi filtrado em sulfato de s6dio anidro, e acondicionado em baldes
previamente tarados, apds o extrato foi colocado em rotaevaporador para evaporar o solvente.
Os baldes foram mantidos em estufa a 50 °C peso constante, e os lipideos totais foram

quantificados gravimetricamente.
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ANEXO III
Determinacio de proteinas da microalga

Para a determinacao de proteinas da biomassa da microalga preparou-se, inicialmente,
uma curva de calibragcdo com solu¢do padrao de albumina de soro bovino. A quantificacdo de
proteinas na biomassa foi feita apos a biomassa passar pela sonicagdo em sonda ultrassonica.

Acrescentando-se 0,5mL de NAOH 1N e€0,5mL de amostra em banho termostatizado a
100 °C por 5 min. Transcorrido esse tempo os tubos foram resfriados em banho de dgua fria
por 10 min. Apds adiciona-se 2,5mL de solugdo de tartarato de sddio e potassio em conjunto
com sulfato de cobre, agita-se a amostra com o auxilio de um vortex e aguarda-se 10 minutos.
Em seguida, adiciona-se 0,5mL do reagente folin-ciocalteau diluido em agua (1:1), a amostra
¢ homogeneizada com o auxilio de um vortex e mantida no escuro por 30 minutos. Apos este

periodo a absorbancia da amostra ¢ lida em espectrofotometro a 750 nm.



