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RESUMO

Diante de um cenario energético cada vez mais voltado para as fontes de energias alternativas,
novas fontes de energia limpa motivam a pesquisa realizada. Com o intuito de buscar fontes
diferentes até mesmo das convencionais ao ramo de energia limpa, chegamos as Microalgas,
microrganismos fotossintetizantes onde tém sua biomassa composta em parte por uma cadeia
lipidica rica, que manuseada da forma correta € capaz de gerar biodiesel. Estas microalgas,
além de simplesmente serem apresentados como fonte de energia, possuem uma fixacao de
CO, consideravel, em relacdo a outras fontes, fazendo desta um diferencial em energia limpa,
sem contar também com o aspecto socioeconémico, o0 desenvolvimento da cultura de
microalga, ocupa um espaco fisico bem inferior, quando se comparado com outras fontes
biodiesel, e ndo gera competicdo em outras areas econémicas. Afim de explorar esta fonte, a
pesquisa volta-se para estudar a producdo de biomassa no cultivo de microalga utilizando
energia solar como fonte luminosa. O estudo do cultivo analisa dois fatores essenciais para a
producdo da biomassa de microalga Isochrysis galbana: temperatura e nutrientes. Visando
controlar estas duas varidveis no cultivo, uma configuracdo para o sistema de cultivo foi
montada de modo que se pudesse expor o cultivo a luz solar sem exceder a temperatura
maxima suportada(35°C) pelo microrganismo. Um reator, montado interno ao laboratério de
pesquisas, acondiciona o cultivo de 4 litros de volume e este é bombeado por uma bomba
centrifuga a uma vidraria exposta ao sol, onde ao ser analisado a variacdo de temperatura ao
longo do dia, definimos que esta configuracdo satisfaz a necessidade de ndo desnaturar o
microrganismo pelo excesso de temperatura. Com esta configuracéo o cultivo foi realizado
com técnicas de alimentacdo estudada em literatura, modificado, a qual compreende em nutrir
a cultura com solugdes de nitrato, fosfato, metais e vitaminas. Definido os nutrientes, uma
alimentacdo diferenciada foi realizada em cada cultivo, elevando a concentracdo de um
nutriente em relagdo aos outros, a fim de obter uma dimensdo da influencia de cada nutriente
no crescimento e producdo da biomassa. Os resultados mostram de fato que uns nutrientes
influenciam mais que outros, e alguns chegam a prejudicar o cultivo em grande quantidade,
como 0 excesso de tragcos de metais. Com isto o trabalho possibilita mostrar aquilo que foi
proposto em seu objetivo, avaliar a influencia da alimentacdo e tracar uma curva de

temperatura do cultivo exposto ao sol pela configuracdo adotada.
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1- INTRODUCAO

Com a demanda de petroleo reduzindo com o passar dos anos € indiscutivel o fato de
que esta fonte energética um dia ira se esgotar, o que nos leva a fazer previses sobre a
sobrevivéncia deste recurso, trazendo consigo resultados cada vez mais preocupantes a nossa
realidade. Estima-se que com o presente ritmo de exploracdo do petréleo, todas as reservas
conhecidas serdo esgotadas em 2046.(ANP. 2005). Em vista desse futuro iminente, estudos e
exploracdo de energias renovaveis vem ao longo dos anos cada vez mais sendo incentivados e
aplicados com sucesso no senario nacional e mundial. Motivado por este contexto, pesquisas
foram iniciadas para se obter fontes de energia limpa e renovavel.

Os biocombustiveis surgiram como resultado a essas pesquisas. Derivados de
biomassa renovavel, podem substituir parcialmente ou totalmente os combustiveis fosseis em
motores a combustdo. Dois dos biocombustiveis mais usados no Brasil sdo 0s provenientes da
cana-de-acucar e o biodiesel advindo de 6leos vegetais e gordura animal. Essas fontes de
energia chegam a uma proporc¢do de 45% de energia e 18% dos combustiveis consumidos no
Brasil, enquanto no resto do mundo 86% da energia ainda provem de fontes nao-
renovaveis.(ANP 2012).

O biodiesel adentrou ao senario energético como um 6timo substituinte ao diesel de
petréleo, usado em motores de caminhdes, tratores e maquinas geradoras de energia. Ao final
da década de 1990 o Brasil dirigiu sua atencdo ao biodiesel e deu um grande salto na area ao
criar em 2004 o Programa Nacional de Producdo e Uso de Biodiesel(PNPB).(Ministério de
Minas e Energia). Produzido a partir do 6leo de plantas e animais, o biodiesel também pode
ser produzido a partir de microalgas, pequenos seres fotossintetizantes capazes de converter
diéxido de carbono em lipidio contido em sua biomassa.(Chisti, 2007). O biodiesel de
microalga se mostrou com grande potencial de rendimento de 6leo em comparacdo a outras
fontes de biodiesel.(Chisti 2007).

A producdo de biodiesel de microalga, além do aspecto socioecondmico, tem a
vantagem de ser uma energia de origem de baixo custo em relacdo a outras fontes de
biomassa e alto valor ambiental, onde esta produzem oxigénio e consomem CO, em larga
escala, tornando cada vez mais viavel o incentivo a pesquisa.

Tendo em vista 0 exposto, 0 objetivo da pesquisa baseia-se em estudar faixas de
temperatura 6tima e concentracdo ideal de nutrientes, aos quais irdo fazer parte do cultivo,
onde este serd feito em fotobiorreator solar, ja que na regido em que vivemos temos

abundancia presenca de luz, dispensando luz artificial e assim consequentemente mais um



gasto para a producgdo. Assim, visando uma melhor producdo de biomassa a baixo custo,
proveniente de microalga, com bom rendimento de lipidios resultando na fonte de biodiesel
combustivel.

Portanto, uma fonte de energia limpa, renovavel, de minimo impacto ambiental que se
apresenta como substituinte de um dos derivados do petr6leo passa a ser boa alternativa de
energia a ser explorada, vislumbrando um horizonte onde consumo de energia pode ser feito

sem danos e sem cessar.



2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

A producéo de biodiesel proveniente de microalga ainda ndo faz parte das pesquisas
mais realizadas na comunidade cientifica. No entanto, diversas frentes sao trabalhadas no que
tange espécies e formas de cultivo, catalogando as melhores espéecies para producdo e
rendimento e melhores formas de cultivo com finalidade de se obter um biodiesel mais

rentavel e qualitativo.

2.1 — Trabalhos Desenvolvidos Na Area

Em 2011 Carolino, L.R.V. realizou em Lisboa,estudos para o cultivo de microalgas
usando outras duas espécies diferentes, Ankistrodesmus fusiformis e scenedesmus sp.1,
caracterizando seus crescimentos e analisando o rendimento das mesmas no sequestro de
carbono e producdo de biomassa quanto ao rendimento de lipidios destas. O cultivo permitiu
uma andlise a qual se pOde evidenciar um crescimento de biomassa para as espécies
estudadas, definindo semelhantes potenciais de producdo de biocombustiveis para essas
espécies de microalgas.

Chisti, Yusuf. (2007) Apresentou uma pesquisa que tinha por finalidade dimensionar o
potencial do cultivo de microalgas como fonte de biomassa rica em lipidios para se produzir
biodiesel. Bons resultados foram obtidos e concluiu-se que cultivo de microalga € uma pratica
de baixo custo e 6timo retorno lipidico em relacdo a outras fontes de biodiesel.

Em 2010 Chagas, B.M.E. submeteu a microalga Isochrysis galbana a um estresse
nutricional, condicionando o meio de cultura a fim de se obter um maior sucesso na mitigacao
do CO; e uma maior producdo de biomassa rica em lipidios e acidos graxos. Nao observou
grande diferenga no crescimento mediante estresse nutricional desde que o nitrogenio minimo
necessario seja presente sempre, no cultivo. Porém o acumulo de lipidio teve crescimento
notavel em culturas estressadas.

Da Fré, N.C. et al. (2011) estudou o comportamento da cultura da microalga
Dunaliella tertiolecta sob influencia da temperatura e da salinidade do meio em foto
biorreator airlift. O estudo teve como conclusédo um faixa ideal de temperatura e salinidade
para cultivo e maior producgdo de biomassa, como também maior rendimento de lipidios desta,
para uma fixacdo ideal de carbono(CO5).

Roleda, M.Y. et al. (2013) estudou mais especificamente faixas de temperaturas ideais
para o cultivo da microalga e meios nutricionais que proporcionam uma melhor producéo de

biomassa tanto quantitativamente quanto qualitativamente de seis tipos diferente de



microalgas. Concluiu uma forte correlagdo negativa entre 0s pardmetro com o crescimento e
rendimento de massa e de 6leo no cultivo dos seis tipos de microalga utilizados.

Rukminasari, Nita. (2013) este estudo foi feito de maneira que as condicgdes
nutricionais foram minimas e 0 meio foi submetido a um estresse de temperatura, verificando
assim a producdo de biomassa e quantidade de lipidios dos mesmos nas condicBes
submetidas. Em conclusdo o projeto mostrou que as variagdes dos parametros estudados tem
forte influencia na producdo de biomassa, ndo apenas variando a producdo de lipidios mas
afetando o crescimento das microalgas.

Picardo, M.C. (2012) desempenhou um estudo com finalidade de se fazer cultivo de
microalga para se estudar a producdo de 6leo proveniente dessa biomassa e quantificar o
carbono(CO2) sequestrado, a partir de um fotobiorreator piloto dimensionado para a
operacdo. Tal projeto obteve sucesso nos seus estudos, mostrando que o cultivo teve
satisfatorio rendimento na producdo com o reator utilizado em todos 0s meios estudados, no
que tange a avaliagdo do sequestro de carbono para maior eficiéncia na produgdo, como
também foi notificado variacdes de fatores que nao favoreceram tanto o crescimento. Quanto
a qualidade da biomassa no que se refere a producédo de 6leo combustiveis, também foi notado

6timo rendimento.



2.2 — Fundamentacdo Tedrica

2.2.1 Biodiesel

A Agencia Nacional de Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis(ANP, 2012), define
como Biodiesel um combustivel produzido a partir de dleos vegetais ou de gordura animal.
Inimeras espécies de plantas tem essa funcdo de fornecer éleo para producdo de biodiesel,
muitas delas encontradas no brasil, como, soja, dendé, girassol, babacu. amendoim, mamona
entre outras.

Os biocombustiveis sdo ecologicamente corretos no que compreende 0 processo de
combustdo dos motores e também porque seu processo de producdo tende a ser mais limpo.

Em relacdo ao diesel derivado do petrdleo, o biodiesel leva vantagens no quesito
ambientais. Estudos do National Biodiesel Board (associacdo que representa a industria de
biodiesel nos Estados Unidos) demonstraram que a queima de biodiesel pode emitir em média
48% menos monoxido de carbono; 47% menos danoso a satde; 67% menos hidrocarbonetos.
Como esses percentuais variam de acordo com a quantidade de B100(biodiesel) adicionado ao
diesel de petroleo, no B3(3% de biodiesel na composicdo de diesel) essas reducdes ocorrem
de modo proporcional.(ANP, 2012)

O programa de incentivo a biocombustiveis se confunde com a producéo de biodiesel
e devido a imensa diversidade de fontes naturais e recursos essa evolugdo foi acentuada
permitindo ao pais ter parte de sua energia proveniente do biodiesel, uma diferenca notavel se
comparar com outros paises. O Brasil ostenta 18% dos combustiveis e 45% de energias
renovaveis, enquanto o resto do mundo circula em 86% de combustiveis ndo-
renovaveis.(ANP, 2012).
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Figural: Evolucéo dos Biocombustiveis no Brasil (ANP, 2012)

Abril 2011 - ANP passa a regular e fiscalizar a producao de etanol, agora
considerado um combustivel. Percentual na gasolina pode ir de 18% a 25%
e € determinado pelo govemo.

Janerio 2010 - Vigéncia do BS

Abril 2008 - Consumo do etanol se equipara ao da gasolina

2008 - Inicio da obrigatoriedade do B2

2007 - Terceiro choque do petroleo

2005 - E langado o programa nacional de Biodiesel

2003 - Langamento dos carros bicombustiveis

1990’s - Etanol passa a representar de 20% a 25% da gasolina

1989 - Precos do petroleo caem e gasolina se equipara ao etanol

1985 - Percentual de etanol adicionado a gasolina chega a 22%

1983 - Carros a etanol representam 90% do total de vendas

1980 - Segundo choque do petroleo

1979 - Adigao de 15% de etanol & gasolina

1977 - Adigao de 4.5% de etanol a gasolina

1974 - Brasil cria o Proalcool

1973 - Primeiro choque do petroleo

Porém para se obter este biodiesel ndo se faz pura e simplesmente a extracdo das
oleaginosas, é necessario um processo chamado transesterificacdo, realizados nas instalacdes
produtoras de biodiesel.

O Processo de transesterificagdo, converte os acidos graxos em glicerol e biodiesel
obedecendo a seguinte reacao:

Figura 2: Transesterificacdo de 6leo para biodiesel (Chisti, 2007 modificado)

CH,-OCOR; CH,-OH R;-COOCH;
CH-OCOR, +  3HOCH; &'y  CH-OH + R,.COOCH3
CH,-OCOR; ST CHyOH Rs COOCH,
Triglyceride Methanol Glycerol Methyl esters
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O Processo de transesterificacdo necessita de 3 moles de &lcool para cada mol de
triglicerideos extraido, produzindo assim 3 moles de ester(biodiesel).(Fukuda et al, 2001).

Os processos de producdo de biodiesel ainda focam mais em plantas oleaginosas,
porém estudos ddo uma melhor dimenséo e um futuro promissor para a producdo a partir de

microalgas.

2.2.2 — Microalgas

Microalgas sdo algas microscopicas tal qual as cianobactérias de composicao
bioquimica diversificada(carboidratos, proteinas, lipidios, acidos graxos e etc.), onde a
composicdo estd relacionada a espécie de microalga, também diferem as espécies as
condicdes as quais melhor se reproduzem e sobrevivem.(Miao & WU, 2006). As microalgas
sdo seres fotossintetizantes, onde convertem dioxido de carbono em biomassa, podendo ser
usado para diversos fins onde entre eles temos o biodiesel.
Pesquisas como a de Yusuf Chisti(2007), ddo uma dimensdo de todo o potencial das
microalgas para uso como fonte de biocombustiveis. Grande parte das microalgas ja estudadas
apresentam uma alta porcentagem de lipidios em sua composicdo, girando entre 20% - 80%.
Sem contar que proporcionalmente produzem muito mais 6éleo por hectare do que outras
fontes ja utilizadas.(Chisti, 2007).

Tabela 1: Comparacdo de Recursos de Biodiesel (Chisti 2007)

Table 1

Comparacéo de alguns recursos de biodiesel

Colheita Rendimento Area Porcentagem de
(L/ha) Necessario(M ha)® area plantada®
Milho 172 1540 846

Soja 446 594 326

Canola 1190 223 122

Jatropha 1892 140 77

Coco 2689 99 54

Oleo de palma 5950 45 24
Microalga® 136,900 2 1.1
Microalga® 58,700 45 25

Por 50% dos combustiveis necessario nos EUA
®70% 6leo (por massa) em biomassa
€ 30% 6leo (por massa) em biomassa
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Tabela 2: Composicéo de 6leo de algumas espécies de microalgas. (Chisti. 2007).

Table 2

Oil content of some microalgae

Microalga Oil content (%dry wt)
Botryococcus braunii 25-75
Chlorella sp. 28-32
Crypthecodinium cohnii 20
Cylindrotheca sp. 16-37
Dunaliella primolecta 23
Isochrysis sp. 25-33
Manollanthus salina >20
Nannochloris sp. 20-35
Nannochloropsis sp. 31-68
Neochloris oleoabundans 35-54
Nitzschia sp. 45-47
Phaeodactylum tricornutum 20-30
Scizochytrium sp. 50-77
Tetraselmis sueica 15-23

2.2.3 — Producédo de Biomassa e Cultivo de Microalgas.

O cultivo de microalgas pode ser feito de diversas formas, por processo autotréfico,
heterotrofico, mixotrofico ou fotoheterotrofico. Para o cultivo autotréfico luz e carbono
inorganico sdo as fontes de energia para a fotossintese, diferentemente do heterotréfico que
utiliza carbono orgénico. Ja o cultivo mixotrofico usa compostos organicos para obter o
carbono necessario. Por fim temos o fotoheterotrofico que para obter o carbono dos
compostos organicos necessitam da luz solar. (Brennan & Owende 2010, Chen et al. 2011).

Para o cultivo da microalga o sistema a ser inserido possui varias tecnologias para tal
processo. Respeitando algumas exigéncias para esse cultivo, como salinidade, luminosidade,
tipo da agua(doce ou salgada), acesso a fonte de caborno necessaria pela espécie de microalga
e temperatura de operacdo(geralmente entre 20°C — 35°C) (Chisti 2006).

Os tipos de cultivo feito para microalga sdo produzido mais comumente em lagoas e
fotobiorreatores. Lagoas de cultivo, mais comum a ser usada sdo as “raceways pounds” onde
tanques de circulagdo por canais sdo responsaveis pelo cultivo a ceu aberto da
microalga(Picardo , 2012). Tal método de cultivo é exposto a contaminages e outros
diferentes problemas ao ser comparado com fotobiorreatores(Chisti 2007).



13

Figura3: Modelo “raceways pound” Cultivo aberto.
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Fotobiorreatores tem maiores vantagens devido a uma maior seguran¢do quanto a
contaminagfes, maior controle de volume de &gua, energia e nutrientes para o cultivo,
permitindo melhor manuseio do cultivo, moldando o crescimento da microalga.(Chisti 2007).
No entanto uma desvantagem seria 0 custo com energia para gerar luz a esse reator, que temos
uma opcdo pra contornar este problema. O fotobiorreator solar contornaria este problema,

incrementando assim mais uma vantagem ao fotobiorreator em relagdo aos cultivos abertos.

2.2.4 — Tipos de Fotobiorreatores

2.2.4.1 — Fotobiorreator Tubular.

Fotobiorreatores tubulares, compreendem nos sistemas mais utilizados para cultivo de
microalga, geralmente sendo composto por duas partes: compartimento de cultivo e sistema
de troca gasosa. Onde o primeiro € feito de tubulacdes transparentes, para as células ali
presentes possam ter total acesso a luz para seu crescimento. Ja a troca gasosa pode ser feita

por membrana permeével ou injecao de ar(Chagas, 2010; Sugai, 2012).
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Figura 4: Fotobiorreator tubular com capacidade de 1000L na Universidade de Murdoch,
Austrélia (Chisti, 2007).

2.2.4.2 — Placa plana

Compreende a um sistema de cultivo em forma de placa que oferece grande area de
contato com a superficie, dando acesso a iluminacdo e boa adequacdo a ser instalado ao
cultivo externo com luz solar. Acumula menos oxigénio que os fotobiorreatores tubulares,

mas mesmo assim proporcionam alta eficiéncia no cultivo de microalgas.(Chagas, 2010).

2.2.4.3 — Coluna Vertical
Fotobiorreatores de coluna vertical se destacam pelo baixo custo e por
proporcionarem uma larga escala de cultivo. Utilizam borbulhamento, aumentando as taxas de

crescimento, possuem altas transferéncia de massa, alta eficiéncia e manuseio.(Chagas, 2010).

2.2.5 Desinfeccao do Meio

Para desinfetar o meio de cultivo, devido a mudanca para a utilizacdo de agua do mar
natural, ao invés da sintética, foi feita a filtragem natural para a remoc¢édo de gréos e corpos
indesejados, porém uma desinfeccdo quimica se fazia necessaria, um novo método
introduzido em ProcOpio(2014), se fez possivel para aplicar na pesquisa, onde este se
constituia em adicionar hipoclorito a taxa de 0,01% v/v, gerando resultados satisfatorios e

favoraveis a producéo.
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Somado a desinfec¢do por hipoclorito, em Assemany(2013) foi mostrado que a
desinfeccdo por raios UV elimina bactérias e contaminantes indesejaveis ao cultivo,

favorecendo um cultivo mais limpo, devido ao cultivo ser efetuado em exposicéo de luz solar.
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3-METODOLOGIA

3.1 — Microorganismo

O Microorganismo estudado trata-se da Isochrysis galbana, com base nas pesquisas
em Picardo(2012) e Procopio(2014), por apresentar consideravel potencial na producdo de
6leo e aplicacdo deste como energia e biocombustiveis.
As espécies vinham sendo cultivadas no laboratorio do Nucleo de Petréleo e Gas(Nupeg) da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte, e apresentaram boa adaptacdo ao clima e

crescimento para se desenvolver seu cultivo de maneira a ser manipulado e analisado.

Figura 5: Imagem da microalga Isochrysis galbana sob a 6tica do microscopio.
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3.2 — Sistema de Cultivo

Um primeiro modelo para o reator montado, consistia de um reator vertical alocado no
exterior do laboratério com o cultivo estatico, sendo que este reator necessitara de uma
jaqueta que seria resfriada por um reservatorio de agua interno ao laboratério que circularia
por este, impedindo que o cultivo atingisse temperaturas superiores a desejada para a
sobrevivéncia da espécie utilizada(35°C).

Por motivos de logistica o sistema teve de ser modificado e se iniciou testes com
novas configuragdes onde consequentemente se conseguiu um sistema mais simples,
dispensando resfriar o cultivo.

Para a fase inicial de dimensionamento do reator foi montado um sistema composto de
duas partes, onde uma era composta de um recipiente alocado na parte interna do laborat6rio
ligado por uma tubulacdo a outra parte composta por uma vidraria a ser exposta ao sol, para
possibilitar que o cultivo ao ser bombeado de uma parte a outra tenha contato com o sol para

promover a fotossintese.
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Montado este sistema, foi dado o inicio dos testes do reator quanto a volume a ser
utilizado para melhor manuseio do cultivo e analise de temperatura do meio ao qual o cultivo
seria submetido. Tal estudo foi feito com montagem de curva de temperaturas que
condicionam o meio, a titulo de ter um controle da microalga a ser inserida tenha um meio de
facil adaptacdo e que as temperaturas ndo excedam as suportadas pela espécie cultivada.

A curva de temperatura é montada com medigdes de temperatura do volume do reator
em espacos de 30 minutos pelo periodo em que o sistema eh exposto ao sol(8:00 — 16:00). Os
dados foram colhidos para volumes diferentes de 8 litros e de 4 litros, possibilitando
relacionar o quanto aquele volume de &gua absorve de calor.

Feito isso pode-se escolher o volume adequado a se utilizar no reator para o cultivo

dos padrdes previamente preparados.

3.3 —Ino6culos

Antes de introduzir cultivo no reator solar, as espécies de microalgas sdo inoculadas
em volumes de 300mL de agua do mar, previamente filtrada e autoclavada a 121°C, para
remocao de corpos nocivos ao cultivo, onde estes indculos irdo se aclimatar com o meio para

em seguida serem inseridos em um volume maior(reator solar).

3.4 — Meio de Cultivo

O meio de cultivo dos inéculos foi introduzido no reator, porém o grande volume, ndo
permite autoclavar seu volume para desinfeccdo, assim o método realizado em
Procopio(2014) propicia uma pratica e eficiente desinfeccdo do meio a ser inserido 0s
inoculos.. O sistema de alimentagdo do cultivo continuard o0 mesmo, seguindo 0 método de
Guillard 1975 /2 modificado, sem silicato, composto pelos nutrientes descritos na Tabela 3
abaixo, devidamente filtrados e autoclavado. Ministrando diariamente a alimentacdo do
cultivo com Solugéo de Nitrato(NaNOs), Fosfato(NaH,PO,), Solugédo de Metais(CoCly,
CuSO4, MnNCl,, Na,Mo0O,, 2ZnSQO, FeCl; e EDTA) e Vitaminas(tiamina, biotina e

cianocobalamina), garantindo a nutri¢do para o cultivo crescer.
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Tabela 3: Composicdo do meio F/2 modificado(Guillard 1975) Para Culturas de microalgas
marinhas.(Procépio, 2014)

1. Solucéo de Nitrato
NaNO, 75mg.L*"
(Adicionar 1 ml da solucéo para cada
litro de agua do mar)

2. Solucao de Fosfato
NaH,PO,.H,0 5mg.L™*
(Adicionar 1ml da solucdo para cada
litro de agua do mar)

3. Solucédo Traco de Metais

Na2EDTA 4,36mg.L."
FeCl;.6H,0 3,15mg.L*
CuS0,.5H,0 0,001mg.L™
ZnS0,.7H,0 0,002mg.L™*
CoCl;.6H,0 0,001mg.L™
MnCl,.4H,0 0,18mg.L*

(Adicionar 1 ml da solucéo para cada
litro de 4gua do mar)
4. Solucao de Vitaminas

Tiamina img.L?
Biotina 0,005mg.L™
Vitamina B12 0,005mg.L™

(Adicionar 0,1 ml da solucéo para cada
litro de agua do mar)

3.5 — Anédlise de crescimento

A analise do crescimento e reproducdo do cultivo foi feita a partir da metodologia
encontrada em ROEHE(2013), onde uma amostra do cultivo é colhida, adicionada ao
lugol(composto a se destacar as celular das microalgas) e diluida.

Posteriormente a amostra foi acondicionada a uma camara de Neubauer e analisada a
um microscopio para ser feita uma contagem do numero de células. Com este numero, leva-se
em consideracdo o fator de diluicdo e as dimensGes da camara e obtemos um numero
aproximado de células presente no cultivo. Um cultivo de 7dias nos dard uma ideia do seu

crescimento

X =Nx10.000 x d
(Formula para contagem — ROEHE, 2013)

Onde X = Numero de células por ml

N = numero de células contadas na camara de Neubauer
10.000 = volume corrigido de mm? para ml

d = fator de diluicdo(volume total, amostra + agua destilada)



19

3.6 — Influencia Nutricional

Para se avaliar a influencia individual no crescimento de biomassa, foi definido um
modo de alimentacdo, onde os nutrientes escolhidos seriam aplicados em dosagens diferentes,
proporcional ao estudado e definido na metodologia de cultivo.
Desta forma a aplicagéo seria feita, onde um nutriente teria sua dosagem dobrada, enquanto os
demais seriam reduzidos a metade, ja que todos sdo importantes a nutricdo do cultivo, porém
tera uma influencia maior de um nutriente em especifico, e analisado sua influencia no

crescimento.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 — Volume de Operagéo e Faixa de Temperatura

Para a primeira configuracdo usada o reator solar jaguetado contava com um volume
de 1,5L para se fazer o cultivo e sua camada externa seria preenchida com agua previamente
armazenada em um reservatorio interno ao laboratdrio. O sistema continha um volume de
agua de 18L controlaria a temperatura do cultivo. Os dados da tabela 4 e figura 6 mostram

esse estudo:

Tabela 4: Leituras de temperaturas durante periodo de luz no sistema as condicBes
apresentadas mediante ao clima exposto.

Modelo de Reator Jaquetado

Hora |T. Agua de resfriamento(°C) | T.Cultivo(°C) | Volume de dgua para resfriamento = 18L
09:30 29,2 30,5 Volume do cultivo = 1L

09:30 29,5 30,7 Horario de Inicio de construgdo da curva: 14:30
10:00 30,3 31 Termino de construgéo de curva: 16:00

10:30 30,8 31,5 Intervalo de tempo entre temperaturas = 15min
11:00 31,5 32 Instrumento = Termometro Anal6gico

11:30 32,2 32,8

12:00 32,2 33

12:30 32,2 33 Tempo(09/05/2014) Fonte: Cptec-Inpe

13:00 32,5 33 T.Max: 31°C

13:30 32,5 33,2 T.Min: 24°C

14:00 32,8 33,5 Sensacdo Termica: 34°C

14:30 33 33,5 Umidade Relativa: 57%

14:45 33 33,5 Indice UV: 10(Muito Alto)

15:00 33,2 33,5 Climatologia Mensal = Maio/2014

15:15 33,5 33,7 T.Max: 28°C - 30°C

15:30 33,5 33,7 T.Min: 20°C - 22°C

15:45 33,7 33,8 T.Media: 26°C - 27°C

16:00 33,8 33,8 Umidade Relativa: 75% - 85%
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Figura 6: Gréfico de dispersdao comportamental da temperatura ao longo do tempo
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O grafico mostra que o aumento de temperatura do cultivo é suavizado pela fluxo de
resfriamento, impedindo que o cultivo superaqueca e desnature as células. As curvas de
temperatura crescem em paralelo, com o fluxo de resfriamento abaixo do cultivo.

Este desenvolvimento chega ao equilibro no pico da temperatura alcangada pelo sistema que
compreende a 34°C, mantendo o cultivo a distancia de 1° da temperatura maxima suportada,

dando uma margem confiavel de temperatura.
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Com a alteracdo da configuracdo de reator, reduziu-se o volume de 4gua necessario, ja
que o cultivo foi armazenado no reator, interno ao laboratorio e que foi circulado através da
vidraria exposta ao sol por uma bomba centrifuga. Nessas condi¢es o cultivo ndo ficou
estatico ao sol e sua maior porc¢édo ficou protegida da recepcdo de luz solar de todo o cultivo
em decorréncia do fluxo do mesmo com a protecdo a altas temperaturas. Tal sistema foi
analisado com dois diferentes volumes de trabalho, a titulo de se aliar um controle e

seguranca com a faixa de temperatura e volume razoavel de trabalho.

Figura 7: Sistema adaptado para novo cultivo




Teste para o sistema a 8L de volume obtivemos:

Tabela 5: Comportamento da temperatura do cultivo no reator a um volume de 8L.

Hora Temperatura do Meio | Volume do Reator(Total) = 8L
09:00 22 Volume do Exposto & Luz = 350mL
09:30 22 Instrumento = Termometro Digital
10:00 23 Margem de Erro =+ ou - 1°C
10:30 24 Tempo(31/07/2014) Fonte: Cptec-Inpe
11:00 24 T.Max: 27°C
11:30 26 T.Min: 22°C
12:00 26 Sensacdo Termica: 27°C
12:15 27 Umidade Relativa: 73%

12:30 28 Indice UV: 7(Alto)

12:45 28 Climatologia Mensal = Julho/2014
13:00 28 T.Max: 28°C - 30°C

13:15 29 T.Min: 20°C - 22°C

13:30 29 T.Media: 26°C - 27°C

13:45 30 Umidade Relativa: 75% - 85%
14:00 30

14:15 30

14:30 30

14:45 31

15:00 32

15:15 32

15:30 32

15:45 33

16:00 32
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Figura8: Grafico da evolucdo das temperaturas no meio ao longo do tempo para volume de

8L.
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Para o sistema de 4L os dados se apresentam da seguinte forma:

Tabela 6: Comportamento da temperatura do cultivo no reator a um volume de 4L.

Modelo de Reator De Circulacéo

Hora | Temperatura do Meio | Volume do Reator(Total) =4L
09:00 24 Volume do Exposto a Luz = 350mL
09:30 24 Instrumento = Termometro Digital
10:00 24 Margem de Erro =+ ou - 1°C
10:30 25 Tempo(30/07/2014) Fonte: Cptec-Inpe
11:00 26 T.Max: 27°C

11:30 27 T.Min: 21°C

12:00 28 Sensacdo Termica: 29°C

12:15 28 Umidade Relativa: 69%

12:30 28 Indice UV: 7(Alto)

12:45 29 Climatologia Mensal = Julho/2014
13:00 29 T.Max: 28°C - 30°C

13:15 29 T.Min: 20°C - 22°C

13:30 30 T.Media: 26°C - 27°C

13:45 30 Umidade Relativa: 75% - 85%
14:00 30

14:15 31

14:30 31

14:45 32

15:00 33

15:15 33

15:30 33

15:45 33

16:00 32

24
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Figura 9: Gréfico da evolugdo das temperaturas no meio ao longo do tempo para volume de
4.
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As curvas construidas nos ensaios realizados para a analise de temperatura do reator
demonstraram que para 0s 2 volumes usado para cultivo atendem as necessidades de se dar
seguranca ao cultivo quanto ao sobreaquecimento do mesmo para evitar desnaturacdo e morte
das células de microalgas. Os volumes sdo desejaveis para se trabalhar, principalmente
quando se fala nas necessidades de temperaturas suportadas pelo cultivo, como visto em Da
Fré, 2011. Porém um menor volume (4L) torna a manipulacdo deste e adaptacdo do cultivo
mais favoravel. Com isso também temos uma temperatura um pouco mais elevada, sem

exceder a maxima, para um maior rendimento e crescimento.
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4.2 — Contagem e Crescimento Celular do Cultivo

Definido e testado o sistema de cultivo, foi feito contagens e analise do crescimento
celular no cultivo de microalgas sob o meio natural de agua do mar, devidamente desinfetado,
como proposto em ROEHE(2013) através de uma cadmara de Neubauer analisada em um
microscopio

Inicialmente apds a adaptacdo do cultivo no novo volume uma contagem inicial foi
feita, esta contagem nos gera um numero para em seguida definirmos um novo numero de
células que sera nosso “zero” para a montagem da curva de crescimento em 7 dias.

Para o primeiro ensaio de analise de crescimento da pesquisa temos:

Tabela 7: Contagem por dias de cultivo

Dia Células.mL™*
Adaptacdo |457.000
70.000
378.000
732.000
1.101.000
1.870.000
2.250.000
3.130.000
4.105.000

~N (o (o | B W | (- (O

Figura 10: Curva de crescimento do cultivo
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4.3 — Influencia Nutricional no crescimento.

Em seguida se foram executadas, diferenciacbes na metodologia de alimentacéo, a fim
de se analisar a influencia de cada nutriente no crescimento.

A metodologia consistiu em dobrar o volume da alimentagdo necessaria ao cultivo do
nutriente de interesse e reduzir & metade os outros nutrientes, exceto a quantidade de
vitaminas, por esta representar uma influéncia qualitativa nas células(CHAGAS, 2010).

Ao cultivar as microalgas com alimentacdo diferenciada, analisamos o crescimento

desta e como cada nutriente pode interferir ou contribuir para o crescimento.

Alimentacdo diferenciada de Fosfato:

Tabela 8: Contagem por dias de cultivo(Fosfato)

N1:P4:M1
Dia Células.mL™

Adaptacdo | 4,01E+05

0 7,00E+04
3,15E+05
6,78E+05
9,71E+05
1,57E+06
1,98E+06
2,12E+06
7 2,54E+06

o (O | W |N (-

Figura 11: Curva de crescimento para alimentacdo a base de Fosfato.
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Alimentagao diferenciada de Metais:

Tabela 9: Contagem por dias de cultivo(Metais)

N1:P1:M4

Dia

Células.mL™

Adaptacao

3,17E+05

7,00E+04

3,05E+05

5,62E+05

7,01E+05

8,80E+05

9,70E+05

1,10E+06

~N (o (0| B W (N (kO

1,41E+06

Figura 12: Curva de crescimento para alimentacdo diferenciada de Metais.
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Alimentacdo diferenciada de Nitrato:

Figura 13:

Tabela 10: Contagem por dias de cultivo(Nitrato)

N4:P1:M1

Dia

Células.mL™

Adaptacdo

6,09E+05

7,00E+04

3,78E+05

8,21E+05

1,70E+06

1,97E+06

2,55E+06

3,77E+06

~N (o (0B W (N (kO

4,21E+06

Curva de crescimento para alimentacdo diferenciada de Nitrato.
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O gréfico de crescimento nos proporciona ver que em comparacdo com a alimentacéo

padrdo, adotada a partir do modelo f/2 modificado, o crescimento das microalgas com

alimentacdo diferencia da pra fosfato teve leve decréscimo na producdo de biomassa se

analisarmos numericamente o coeficiente angular da linha de tendéncia sob os pontos da

disperséo.

Através desta mesma andlise, vemos que os metais influenciam de maneira menos

significativa no crescimento, podendo até simbolizar um futuro prejuizo ao cultivo, visto que

a alta concentracdo de metais ndo se mostra benéfica a seres fotossintetizantes.
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Em oposicdo a solugcdo de metais, que tem menor influencia, a solu¢do de nitrato
mostra uma maior influencia no crescimento do cultivo e na producéo de biomassa, tornando
a fase exponencial de crescimento mais vantajosa se for feita uma diferenciacdo de nitrato
para a alimentacéo.

Com isto podemos ver que mesmo com todos os nutrientes sendo importantes para o
crescimento do cultivo, o nitrato tem maior influencia, sendo seguido pelo fosfato e depois a

solucdo de metais.

Abaixo, vemos uma comparacao grafica do crescimento dos métodos de alimentacao

adotados.
Figura 14: Comparacdo gréafica de crescimento
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5 - CONCLUSAO

O Sistema se mostrou satisfatorio no acondicionamento do cultivo e manteve sua
temperatura, confirmando o teste de crescimento, o cultivo se mostrou eficiente para se
reproduzir e crescer.

A atual configuragéo do reator satisfez as necessidade do cultivo quanto ao aspecto de
luminosidade, troca gasosa com o meio, para se obter carbono atmosférico(CO,), e controle
de temperatura com o volume de trabalho de 4 litros, onde ndo permitiu exceder 0 maximo
suportado pela microalga, mas também que se trabalho com uma faixa de temperatura
proxima e com margem de seguranga para um maior rendimento, visto que a melhor faixa de
operacdo para esta microalga compreende entre 20°C e 35°C como revisado anteriormente.

Chegando a gerar quase 5 milhdes de células em um periodo de 7 dias, as estimativas
sdo as melhores possiveis para a configuracdo adotada, frente a um crescimento exponencial
firme e promissor ao cultivo. Fato esse que permitiu ser feita a analise de influencia de cada
nutriente para a o crescimento e producdo de biomassa, onde pudemos ver que uma
alimentacdo rica em nitrato permite uma maior producéo e a alimentacdo rica em solucédo de
metais afeta menos o crescimento.

Com isso pudemos concluir que o cultivo necessita dos nutrientes utilizados para
crescer, porém vimos a influencia de cada um com os experimentos realizados em uma

configuracao satisfatdria para se cultivar microalgas a iluminacdo natural.
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