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Resumo

A busca por energias alternativas como os bicombustiveis cresce a cada ano e tem atraido
atencdo de muitas grupos de pesquisa, ganhando destaque a producdo de microalgas para
obtencdo de biodiesel ou biogas. A utilizacdo de residuos para o cultivo de microalgas pode
ser uma alternativa vantajosa, visto que alguns efluentes contém quantidades de nutrientes
necessarios ao crescimento das microalgas. Nesta pesquisa foram estudadas as condigdes
ideais de cultivo de microalgas utilizando a vinhaca anaerobiamente digerida como meio de
cultivo para servir de base para a operacdo de um fotobiorreator (FBR) de 40 litros. Para isso
foram realizados tanto testes em laboratorio como testes com o FBR disposto ao ar livre Nos
testes em laboratorio, em FBRs de 250 mL, em condigdes controladas (4000 lux; 16/8 horas
claro/escuro e meio de cultivo BBM), foi obtida taxa de crescimento méaximo de 1,93 d*
utilizando vinhaca digerida com concentracdo de 48 % (v/v), admitindo-se crescimento
exponencial. Os resultados demonstraram também que o pH, nas faixas analisadas (6,0 a 7,5),
ndo influenciou no cultivo desse consorcio microalgal, ao contrario da temperatura, onde a
ideal € em torno de 30 °C. J&4 no FBR, em meio BBM puro, a taxa maxima de crescimento
microalgal (Uma) Obtida foi de 0,30 d™ para fluxo em batelada com trocador de calor e
pelicula de controle solar, e 0,19 d™* para fluxo continuo com vazéo de 5 L.d™*, sem trocador
de calor mas com pelicula solar, sendo que esses dispositivos foram colocados para controlar
a temperatura do FBR. O consorcio microalgal era composto de Chlorella sp. (97%),
Desmodesmus sp. (2%) e Scenedesmus sp. (1%). Assim, a utilizacdo da vinhaca digerida
anaerobiamente como meio de cultivo mostra-se como uma forma eficiente de produzir
grandes quantidades de microalgas.



Abstract

The interest for alternative energy sources, like biofuels, grows every year and has become
the subject of many current research projects, highlighting the production of microalgae to
produce biodiesel or biogas. The use of residues for the cultivation of microalgae can be an
attractive alternative because some effluents contain appreciable quantities of nutrients
required for the growth of microalgae. In this research project we studied the optimal
conditions for cultivation of microalgae using anaerobically digested vinasse as culture
medium to serve as a base for the operation of a photobiorreator (PBR) of 40 liters, by means
of both laboratory tests and tests with a FBR mounted outdoors. In laboratory tests, in PBRs
of 250 mL under controlled conditions (4000 lux, 16/8 hours light/dark and BBM culture
medium) a maximum growth rate of 1.93 d™* was obtained, assuming exponential growth,
using digested vinasse with a concentration of 48% (v/v). The results also demonstrated that
the pH in the range examined (6.0 to 7.5), does not influence the cultivation of microalgal
consortium, unlike the temperature, which should ideally be around 30 °C. In the PBR, in
pure BBM medium, the maximum rate of microalgal growth (pma) Obtained was 0.30 d™,
with the reactor operating in batch, and equipped with a heat exchanger and solar control film,
whilst a growth rate of 0.19 d™* was obtained for continuous flow of 5 L.d™, without a heat
exchanger but with solar film; devices used for controlling the temperature of the PBR. The
consortium of microalgae was composed of Chlorella sp. (97%), Desmodesmus sp. (2%) and
Scenedesmus sp. (1%). Thus, the use of anaerobically digested vinasse as culture medium is
shown as an efficient way to produce large quantities of microalgae.



Introducao Geral

1.1 A matriz energética e os biocombustiveis

O progresso da sociedade moderna tem sido possivel, desde a revolucdo industrial,
principalmente devido ao desenvolvimento de processos que utilizam alguma fonte de energia
externa. Inicialmente, a fonte de energia mais usada foi a biomassa (lenha), mas desde o
século 19, os recursos energéticos mais utilizados no planeta sdo os combustiveis fosseis, tais
como carvdo mineral, petroleo e gas natural (Wilkinson et al., 2007). Em consequéncia, 0
petroleo é hoje a commodity mais importante do mundo, utilizado ndo somente como fonte de
energia, mas também, como matéria-prima para uma ampla gama de produtos como plasticos,

medicamentos e fertilizantes.

Atualmente, o consumo de petréleo no planeta encontra-se em torno de 85 milhdes de barris
por dia, onde 50% destes sdo usados no transporte (Plouchart, 2005). No entanto, este uso
contribui cada vez mais com o aumento da concentragdo dos gases do efeito estufa (GEE) na
atmosfera, 0 que, segundo alguns cientistas (Seiferlein & Boyer, 2007), contribuem para o
aquecimento do planeta. Assim, a promocao e utilizacdo de fontes renovaveis para a producéo
de energia surge cada vez mais como uma necessidade de garantir um desenvolvimento
sustentavel para a sociedade atual e futura (Sarkar, 2010). Em razdo deste desenvolvimento, a
abordagem de biorefinaria ganha cada vez mais espaco no mercado, pois, além da producgéo

de biocombustiveis, outros compostos de valor agregado podem ser obtidos.

Destacam-se, assim, as microalgas, pois podem produzir uma série de biocombustiveis, como
0 biometano, bioetanol, biohidrogénio, biobutanol, entre outros (Chinnasamy et al., 2010;
Parmar et al., 2011), além de produtos como o acido docosahexaenoico e carotendides (Rawat
et al., 2011). Entretanto, os custos de producdo em larga-escala ainda sdo elevados (Johnson
& Wen, 2010), mas a expectativa é que com tempo e inovagdes tecnoldgicas o uso das
microalgas se torne cada vez mais vantajosa para a producdo de combustiveis alternativos a

precos competitivos.
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1.2 O cultivo de microalgas

Segundo Vidotti & Rollemberg (2004), as algas abrangem tanto os organismos do Reino
Protista (Filo Euglenophyta, Filo Pyrrophyta e Filo Chrysophyta) como do Reino Plantae
(Filo Chlorophyta, Filo Rhodophyta e Filo Phaeophyta) e o termo microalgas se refere
normalmente as algas que ndo podem ser vistas sem um microscopio, sendo que, neste grupo
incluem-se as microalgas eucaridticas e as cianobactérias procarioticas (Larsdotter, 2006;
Whittaker, 1969).

Como as algas sdo de estrutura simples, sendo unicelular, filamentosa ou colonial, toda
energia € direcionada para o crescimento e reproducdo, conseguindo taxas de crescimento
bem maiores do que as plantas terrestres (multicelulares), onde a energia também é
direcionada para o transporte de nutrientes e metabolitos (Walker et al., 2005). Além disso, a
duplicacdo da biomassa ocorre em um curto periodo de tempo e ha possibilidade de manipular
as condicdes de cultivo, de modo a aumentar a producdo de um componente especifico, como

por exemplo, os acidos graxos (Costa et al., 2006).

Espécies do género Dunaliella, Haematococcus, Chlorella e Euglena produzem pigmentos
muito utilizados em produtos alimentares, cosméticos e suplementos de vitamina A (Lorenz
& Cysewski , 2000; Walker et al., 2005). No entanto, nas Gltimas décadas a importancia das
microalgas vem sendo reconhecida ndo somente na area alimenticia e farmacéutica, como
também na aquicultura, agricultura e meio ambiente. Segundo Kim & Wijesekara (2011),
compostos contidos em microalgas marinhas possuem um efeito anticoagulante e Mulbry et
al. (2005) apontam que microalgas também podem ser utilizadas como biofertilizantes. Além
disso, espécies como Chlorella, Scenedesmus, Spirulina, entre outras, sdo muito utilizadas no
tratamento de efluentes domésticos e industriais (Aziz & Ng, 1992; Chinnasamy et al., 2010;
Kebede-Westhead et al., 2006; Tarlan et al., 2002; Travieso et al., 2008; Wang et al., 2009;
Yang et al., 2008).

A cultura de microalgas iniciou-se em 1919, com a introducdo de Chlorella sp., verificando
que certas algas podiam duplicar-se com muita velocidade e que sua matéria seca podia conter
até 50% de proteina crua (Borzani et al.,, 2001). Nos anos 80, cerca de 46 fabricas de

microalgas na Asia produziram mais de 1000 kg de microalgas por més e em 1996 cerca de

4
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2000 toneladas de Chlorella sp. foram produzidas comercialmente somente no Japdo
(Borowitzka, 1999).

A grande parte das microalgas é autotrofica: assimilam carbono inorgéanico através da
fotossintese (Equacdo 1.1), processo que utiliza luz solar para sintetizar moléculas
quimicamente (Carvalho et al., 2011). Para seu crescimento e reproducgédo, as microalgas
necessitam principalmente de luz solar, CO,, &gua e nutrientes, onde o CO, pode advir tanto
do ambiente atmosférico (0,033% de CO, no ar atmosférico) como de fontes suplementares de
CO; (Chinnasamy et al., 2010; Keffer & Kleinheinz, 2002; Larsdotter, 2006; Zhao et al.
2011).

6CO, + 6H,0 — CgH1206 + 60, (Equa(;éo 11)

Basicamente, a formula estequiométrica aproximada dos elementos presentes nas células das
microalgas é Ci10sH181045N16P (Christenson & Sims, 2011; Larsdotter, 2006), podendo variar
entre os diferentes taxons existentes, onde razdes de nitrogénio/fésforo acima de 30/1
sugerem limitacdo por fdésforo e razdes abaixo de 5/1 indicam limitacBes por nitrogénio
(Larsdotter, 2006).

Determinadas microalgas também podem ser cultivadas heterotroficamente em fermentadores
heterotroficos, no escuro, exigindo somente uma fonte de carbono organico, como por
exemplo, agUcares, &cidos organicos, acetato, entre outros (Larsdotter, 2006; Walker et al.,
2005). Outras podem ser cultivadas mixotroficamente, onde elas utilizam, simultaneamente, o

carbono inorganico e o organico (Bhatnagar et al., 2011).

Em sistemas naturais, abertos ou alimentados com materiais ndo estéreis, dificilmente havera
uma cultura pura de microalgas, onde pode estabelecer, ap6s certo tempo, uma colonizacao de
cultura mista. Cheirsilp et al. (2011) compararam o desempenho da cultura mista de
Rhodotorula glutinis e Chlorella vulgaris com a cultura pura de Chlorella vulgaris durante
sete dias, em diferentes condicdes, utilizando efluente de processamento de frutos do mar, que
apresentava pH de 6,0, DQO de 34680 mgDQO.L™ e nitrato de 32 mgNO5.L™. Os testes
foram realizados em fotobiorreatores de 50 mL, com indculo de 10% de microalgas. Eles
concluiram que a produgdo de biomassa e lipidios sdo maiores quando se utiliza cultura mista

e que a melhor condicdo de cultivo encontrada foi de pH inicial de 5,0, intensidade de 5000
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lux, fotoperiodo de 16/8 luz/escuro e razéo de espécies de 1:1, com producdo de biomassa e
lipidios de 4,63+0,15 g.L™ e 2,88+0,16 g.L™, respectivamente.

Alguns fatores podem influenciar no crescimento das culturas microalgais, como o pH,
temperatura, salinidade, luminosidade, presenca de contaminantes, tipo de biorreator, e
concentragdes de O,, CO, e nutrientes, entre outros (Larsdotte, 2006; Kang et al., 2011;
Kunjapur & Eldridge, 2010). Cada microalga possui diferentes condi¢des étimas de cultivo,
ou seja, o pH e a temperatura ideal, por exemplo, sdo diferentes para cada tipo de microalga.
Yang et al. (2008) apontam que a microalga Chlorella pyrenoidosa pode crescer com pH
inicial entre 5,0 e 7,5, porém, o pH 6timo é em torno de 6,0. Ainda segundo os autores, a
mesma microalga pode crescer em ambientes cuja temperatura varia de 21 a 33 °C, sendo que
27 °C é a temperatura 6tima. J& Guedes et al. (2011) apontam que a espécie Scenedesmus
obliquus apresenta melhores condicGes de cultivo em pH em torno de 6,0 e temperatura de
30 °C.

Yeh et al. (2010) estudaram o efeito da intensidade da luz no cultivo de Chlorella vulgaris em
cinco diferentes intensidades de luz provenientes de lampadas fluorescentes, sendo 5, 9, 18,
30 e 42 W/m?. Eles concluiram que o crescimento microalgal foi inibido em 18 W/m?.
Entretanto, Lee & Palsson (1994) reportaram que a mesma microalga pode ser cultivada em

até 400 W/m? se a iluminagao for realizada por LED (Light-emitting diode).

O cultivo de microalgas pode ocorrer em diferentes tipos de reatores como: reatores abertos,
como o0s raceways; reatores fechados como os fotobiorreatores (FBRS); reatores de biofilmes;
hibridos; de fermentacdo heterotrofica; entre outros, sendo que, atualmente, os dois primeiros
sdo os mais utilizados (Christenson & Sims, 2011; Chisti, 2007). As raceways possuem uma
operacdo mais barata, porém, ndo conseguem quantidades de biomassa microalgal superiores
a dos FBR, além de poder ocorrer alta evaporacdo e possivel contaminagdo (Chisti, 2007).

Assim, a utilizagdo dos FBRs torna-se mais viavel economicamente.

Os FBRs mais comuns sao os tubulares e os flat panels (FPs). O primeiro, unico utilizado em
larga escala, pode alcancar maiores quantidades de biomassa que o segundo, entretanto,
apresentam maior consumo de energia € maiores quantidades de oxigénio dissolvido (OD),
além de poder ocorrer a fotoinibicdo (Kunjapur & Eldridge, 2010). Os FPs possuem uma

relacdo superficie/volume alta, o que leva a melhor eficiéncia fotossintética (Akkerman et al.,
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2002). Além disso, sdo flexiveis operacionalmente, pois podem ser operados tanto em
batelada como em fluxo continuo (Tamburic et al., 2011). Normalmente, sdo inclinados em
um angulo que permite melhor exposicdo a irradiacdo solar (Carvalho et al., 2006) e
colocados no sentido Norte-Sul para receber iluminacdo constantemente. Um problema nos
FPs, no entanto, pode ser a maior chance de superaquecimento.

Em uma pesquisa desenvolvida por Jorquera et al. (2010), os autores analisaram o ciclo de
vida energético da producdo de biomassa microalgal de Nannochloropsis sp. em reatores
raceways e fotobiorreatores tubular e flat panel. Os autores concluiram que o FBR tubular
ndo é viavel economicamente, pois apresentou uma razdo liquida de energia (quociente da
energia produzida pela energia requerida para a produgdo de biomassa) inferior a 1,0,

enguanto que, nos demais reatores, esta razéo foi superior a 1,0.

A energia solar disponivel para as células das microalgas no FBR diminui ao se distanciar da
zona fotica, regido adjacente a superficie iluminada. Assim, é preciso minimizar os gradientes
de luz e controlar os ciclos claro/escuro por meio de um sistema de agitacdo eficiente que
pode ser feito, por exemplo, por meio da aeracdo ou injecdo de CO, (Janssen et al., 2003).
Boas taxas de transmissdo de O, através do FBR também s&o necessarias para atingir o
crescimento 6timo da biomassa microalgal (Tamburic et al., 2011). Existem alguns obstaculos
em FPs que devem ser solucionados como, a dificuldade em controlar a temperatura da
cultura, a possibilidade de agrupamento de células de algas na parede do reator e a
incompatibilidade com certas cepas de algas (Tamburic et al., 2011).

Feng et al. (2011) cultivaram Chlorella zofingiensis em fotobiorreator flat panel de 60 L,
exposto ao ar livre, em meio de cultura BG-11, com a finalidade de produzir biodiesel. A
maior taxa de crescimento e produtividade da biomassa obtida foi de 0,994d™* e

58,4 mg.L™.d ", respectivamente.

Atualmente, o cultivo de microalgas se torna cada vez mais vantajoso, pois, além de ndo
necessitar terra aravel, ndo competindo com a producdo alimentos, ndo precisa
necessariamente de agua potavel, pois podem ser cultivadas em aguas salinas e residuos
domésticos e industriais (Johnson & Wen, 2010; Walker et al., 2005; Wang et al., 2009;

Wiley et al., 2011). Com isso, muitas pesquisas estdo sendo desenvolvidas com o intuito de
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aproveitar a fonte de nutrientes dos residuos para o cultivo de microalgas, diminuindo gastos e

dando uma destinacao util a esses efluentes.

1.3 Cultivo de microalgas com aguas residuais

Microalgas como Chlorella, Scenedesmus, Phormidium, Botryococcus, Chlamydomonas. e
Spirulina estdo sendo muito utilizadas no tratamento de aguas residuais domésticas e
industriais e a eficiéncia deste método se torna cada vez mais promissora (Chinnasamy et al.,
2010; Wang et al., 2009). Dentre as aguas residuais que podem ser utilizadas como fonte de
nutrientes para o cultivo de microalgas encontram-se os esgotos domeésticos (Wang, 2009),
efluentes de suinocultura (Kebede-Westhead et al., 2006), de destilarias (Travieso et al.,
2008), entre outras.

Aziz & Ng (1992) investigaram a viabilidade do uso de um reator de algas para tratar esgoto
domestico acrescido de efluente industrial de uma fazenda de suinos e uma fébrica de dleo de
palma, utilizando uma cultura mista de algas, onde a espécie predominante era Chlorella
pyrenoidosa, sob diversas condi¢cbes ambientais de temperatura, pH e luz/escuro e periodo de
detencdo de 15 dias. Os autores constataram que o reator de algas foi capaz de remover
80-88% de DBO, 70-82% de DQO, 60-70% de nitrogénio total e 50-60% de fosforo.

Tarlan et al. (2002) estudaram a capacidade das algas em tratar polpa a base de madeira e
aguas residuais de uma industria de papel, realizando testes em reatores em batelada com uma
cultura mista de algas, com Chlorella sp. e diatomaceas dominantes, a 20+2 °C, 12/12 horas
de luz/escuro, em lampadas fluorescentes de 18 W. Eles concluiram que as algas conseguem

remover até 58% de DQO, 84% da cor e 80% de AOX (xenobidticos organicos absorviveis).

Analisando ndo sO pelo aspecto do tratamento de efluentes, mas também pela producdo de
microalgas, visto que, ao tratar um efluente, as microalgas se multiplicam, produzindo
biomassa microalgal, um residuo que pode fornecer dgua e nutrientes ao cultivo é a vinhaca,
gerada em destilarias na producgéo do etanol. Christenson & Sims (2011) apontam que, dentre
os residuos industriais mais utilizados para este fim, os de destilarias produzem maiores
quantidades de biomassa microalgal, teoricamente. Estima-se que, no Brasil, na safra de
2011/2012 serdo produzidos 22.858 bilhdes de litros de etanol (Conab, 2011), sendo que, para
a producdo de 1 litro de etanol, se produz cerca de 12 a 15 litros de vinhaga (van Handeel,
2005).
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1.4 A vinhaca

A vinhaga ou vinhoto é um residuo de destilarias de etanol rico em nutrientes e minerais, de
coloragdo marrom-escura, que apresenta pH baixo (3,5 a 5,0), temperatura alta (em torno de
70 e 80 °C), elevados teores de matéria organica e pode conter metais pesados como cobre,
cromo, niquel e zinco (Satyawali & Balakrishanan, 2008, van Haandel, 2005; Wilkie et al.,
2000). A mesma é muito utilizada em préaticas de fertirrigacdo do solo, devolvendo os
nutrientes essenciais requerido por ele. Entretanto, um cuidado especial com esta préatica deve
ser tomado, pois a sua aplicacdo em excesso pode afetar tanto as aguas subterraneas como as

caracteristicas do solo, salinizando-o (Piacente, 2005; Szmrecsanyi; 1994).

Tanto em praticas de fertirrigacdo como em cultivos de microalgas, seria interessante que o
potencial poluidor da vinhaca fosse minimizado. Para reduzi-lo, processos biologicos e fisico-
quimicos sdo comumente utilizados. Entretanto, a aplicacdo deste ultimo é inviavel pelos
elevados gastos com coagulantes devido a alta quantidade de solidos presentes (Gongalves &
Silva, 2000). Dentre os processos bioldgicos encontram-se 0s aerébios e 0s anaerobios. Este
ultimo apresenta melhores vantagens sob o primeiro, pois, além de degradar grande parte da
matéria organica e permitir a producdo de energia, ele mantém os nutrientes (Chernicharo,

2007), sendo mais interessante ainda para o cultivo de microalgas.

Na digestdo anaerdbia, 0s compostos organicos complexos do efluente sdo convertidos em
biogas (CH,; e CO,) ao passar pela camada de lodo bioldgico (Chernicharo, 2007). Esta
conversdo pode ser realizada em diferentes tipos de reatores, sendo que um dos mais
utilizados é o reator anaerébio de fluxo ascendente e manta de lodo (UASB). O principio de
funcionamento de um reator UASB é baseado no fluxo ascensional, onde grande parte da
matéria organica do afluente é convertida em biogas, ao passar por uma camada de lodo
biolégico (Chernicharo, 2007). No topo do reator encontra-se um separador trifasico, com
formato de cone invertido, que separa a fase sélida, liquida e gasosa, promovendo 0 regresso
do lodo ao compartimento de digestdo e o recolhimento do gas na parte superior (von
Sperling, 2005).

Formagini (2011) avaliou a eficiéncia no tratamento da vinhaca através da digestdo anaerobia,
utilizando dois reatores UASB, sendo um reator de 40 L operando em bateladas, com
0,6 gNaHCO3.gDQO™ de tampdo e COV de 2,75 + 0,8 g.L ™ .d™, e outro reator de 0,92 L

operando em fluxo continuo com 0,2 gCO(NH,),.L™* como tampdo e COV de 4 g.L™%.d?,
9
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operando em fluxo continuo. Segundo o autor, o primeiro reator apresentou eficiéncia média

de 89% e o segundo de 96% de remocao de matéria organica (DQO).

Basicamente, as concentracBes médias de calcio, fosfato total, nitrogénio total e potassio da
vinhaca digerida anaerobiamente sdo, respectivamente, 0,95-3,26 g Ca.L™, 0,06-0,13
gPO,3.L™": 0,48-0,71 g N.L™' e 1,39-1,91 g K.L™" (Cortez et al., 1996). Santos (2010)
encontrou para 0S mesmos pardmetros concentracdes de 149 + 58,5 mgCa.L™, 21 + 4,9
mgPO,3.L?, 122,7 + 89,8 mgN.L™; e 426 + 89,3 mgK.L™, respectivamente. Considerando a
composicdo da vinhaca digerida e a formula da biomassa microalgal CiosH181045N16P,
conclui-se, entdo, que ndo ha nitrogénio suficiente a demanda das microalgas, tornando-se o
fator limitante. Como existe um relativo excesso de CO, e fosforo, pode-se recircular os
residuos das algas no FBR apds a sua separacdo, para tornar o CO, o fator limitante do
processo. Outra opcdo é aumentar o teor de nitrogénio da vinhaga, através da adicao de uréia
antes da digestdo anaerdbia que pode, ainda, ajudar a estabilizar o pH do mesmo, em vez do
tradicional bicarbonato de sédio.

1.5 Escopo e Estrutura da Dissertacao

Com base no valor nutricional da vinhaca digerida anaerobiamente e nas vantagens de se
cultivar microalgas, este trabalho tem como objetivo principal, o cultivo de microalgas com
vinhaca digerida anaerobiamente, para se obter, posteriormente, produtos como o biodiesel ou

biogas.

No Capitulo 2 sdo apresentados os resultados da identificacdo das microalgas encontradas em
uma lagoa de armazenamento de vinhaca e os testes realizados a fim de encontrar as

condiges ideais de cultivo dessas microalgas, utilizando a vinhaga digerida anaerobiamente.

O Capitulo 3 se refere ao cultivo de microalgas em um fotobiorreator de 40 litros, operado

primeiramente em bateladas e depois em fluxo continuo.
As conclusdes gerais e recomendacdes da dissertacdo sdo apresentadas no Capitulo 4.

No Anexo 1 encontram-se as fotos da lagoa onde foi coletada a vinhaca e do fotobiorreator.

10
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Identificacdo e cultivo de microalgas adaptadas a
vinhaca digerida sob diferentes condicoes

Resumo

As microalgas estdo sendo amplamente utilizadas atualmente, tanto no ramo alimenticio e
farmacéutico como no tratamento de efluentes e na geracdo de energia. A utilizacdo de
residuos para o cultivo de microalgas pode ser uma alternativa vantajosa, visto que alguns
efluentes contém quantidades de nutrientes necessarios ao crescimento das microalgas. Neste
trabalho foi estudado o cultivo de microalgas utilizando a vinhaga anaerobiamente digerida
como meio de cultivo. Experimentos em fotobiorreatores de 250 mL, com luminosidade de
aproximadamente 4000 lux, fotoperiodo de 16/8 hs claro/escuro, temperatura de 23 °C e meio
de cultivo BBM, foram realizados para verificar as condicGes ideais de cultivo de microalgas
com esse residuo, como pH, temperatura, concentracdo da vinhaga, entre outros. As
microalgas utilizadas foram coletadas em uma lagoa de armazenamento de vinhacga, onde
foram encontradas espécies de Chlorella sp. (97%), Desmodesmus sp. (2%) e Scenedesmus
sp. (1%). Os resultados demonstraram que o pH, nas faixas analisadas (6,0 a 7,5), ndo
influencia no cultivo desse consorcio microalgal, ao contrario da temperatura, onde a ideal €
em torno de 30 °C. A taxa de crescimento méaximo (1,93 d™), admitindo-se crescimento
exponencial, foi obtida utilizando a vinhaga digerida com concentragdo de 48% (v/v).
Entretanto, mesmo com 80% de concentracdo apresentou um bom desempenho (1,73 d™),
superior a0 meio de cultivo padréo, 0 BBM (0,42 d™). Com isso, essa combinag&o de digest&o
anaerdbia seguida de cultivo de microalgas com vinhaca digerida pode ser uma eficiente
maneira de produzir grandes quantidades de microalgas utilizando este residuo, que por sua
vez, pode ser utilizada para a producdo de energia como o biodiesel ou biogas.

Parte deste capitulo encontra-se em: Serejo, M. L.; Marques, F. R.; Formagini, E. L.; Paulo, P. L.; Boncz, M. A.
(2011). Algae cultivation for biodiesel and biogas production using anaerobically digested vinasse. In: X latin
American Workshop and Symposium on Anaerobic Digestion, 2011, Ouro Preto. Proceedings of the X latin
American Workshop and Symposium on Anaerobic Digestion. Ouro Preto: UFOP, 2011. v. 1. p. 1-4.

Este capitulo foi redigido de acordo com as instru¢fes do Journal “Bioresource Technology”, onde uma versdo
modificada sera submetida, ap6s traducdo para o idioma inglés.
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2.1 Introducéo
Hé& alguns anos existe um forte interesse em microalgas no mundo cientifico, principalmente

na area da producdo de biocombustiveis. Antigamente, eram consideradas como um problema
na engenharia ambiental, associadas a eutrofizacdo de corpos de &guas por residuos de
atividades antropicas. Entretanto, nas Ultimas deécadas, a utilidade das algas vem sido
reconhecida, devido a maior eficiéncia fotossintética, maior producdo de biomassa e
crescimento mais rapido em comparacdo com outras culturas energéticas, tornando a

utilizagdo das mesmas cada vez mais promissora.

Cultivadas comercialmente para a producdo de ingredientes para as indudstrias farmacéuticas,
cosméticas e alimenticias, o uso das microalgas também tem atraido muita atencdo no
tratamento de efluentes domésticos e industriais, na mitigacdo dos efeitos do gas carbonico
(Rai et al., 2000), na producéo de biodiesel apos a extracdo e processamento do 6leo contido
nelas (Briggs, 2004; Chisti, 2007; Sheehan et al., 1998; Wijffels e Barbosa, 2010) e,
recentemente, na producdo de biogéas a partir da digestdo anaerdbia das mesmas (Bruhn et al.,
2011; Collet et al., 2011; Verstraete et al., 2010; Zamalloa et al., 2011).

Essencialmente, as microalgas fotoautotroficas necessitam de luz, dgua, gas carbénico (COy)
e nutrientes (macro e micronutrientes) para sua reproducdo, sendo que estes Ultimos podem
ser fornecidos por diferentes tipos de efluentes, tais como: esgotos domésticos (Wang, 2009),
efluentes de suinocultura (Kebede-Westhead et al. 2006), de laticinios (Mulbry et al., 2008),
de destilarias (Travieso et al., 2008), da industria de papel (Tarlan et al. 2002) e de
processamento da mandioca (Yang et al., 2008), entre outros. As microalgas mais utilizadas
para este fim sdo Chlorella sp., Scenedesmus sp. e Spirulina sp. (Yang et al., 2008;
Chinnasamy et al., 2010; Wang et al., 2009), além da cultura mista de microalgas com e sem
bactérias também ser utilizada (Aziz & Ng, 1992; Tarlan et al., 2002; Gonzélez et al., 2008;
Travieso et al., 2008; Barrocal et al., 2010).

Uma pesquisa realizada por Chinnasamy et al. (2010) demonstrou que um consorcio de 15
algas nativas, dentre elas Chlorella sp., Spirulina sp., Botryococcus braunii, etc., removeram
acima de 96% de nutrientes em aguas residuais tratadas, compostas de 85-90% de agua

residual industrial (usinas de carpete e tapete) e 10-15% de esgoto sanitario, em 72 horas a

16


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DBarrocal,%2520V%25C3%25ADctor%2520M.%26authorID%3D36187963600%26md5%3Db70c0f65745010ef0621f3a96b728933&_acct=C000037558&_version=1&_userid=686415&md5=bf81891b901b026f970fe9b9d9308cdb

Capitulo 2 - Identificacdo e cultivo de microalgas adaptadas a vinhaca digerida sob diferentes
condicOes

15 °C. Ainda segundo os autores, estimam-se que o potencial de producéo de biomassa desse
consorcio chega a 9,2-17,8 ton.ha™.ano™. J& Travieso et al. (2008) avaliaram o desempenho
de uma lagoa de microalgas com Chlorella vulgaris em escala laboratorial tratando o efluente
de uma destilaria, digerido por um reator anaerébio de leito fixo. As lagoas foram operadas
com uma reciclagem de efluentes de 10:1 em relacdo ao afluente, TDH de 11 dias e com
cargas de 418 kgDQO.ha'.d* e 92 kgDBO.ha™.d™. As eficiéncias de remocao de nitrogénio
orgénico, amonia e fdésforo total apresentadas nesta pesquisa foram de 90,2, 84,1 e 85,5 %,

respectivamente.

Para o cultivo de microalgas, alguns fatores que influenciam em seu crescimento devem ser
levados em conta, como: temperatura, pH, luminosidade, nutrientes, entre outros. Segundo
Fox (1996), a temperatura ideal para o cultivo de algas encontra-se entre 35°C e 37°C.
Entretanto, para Sakai et al. (1995), algumas algas, como a Chlorella sp., podem suportar uma
temperatura de até 42°C. O pH ideal deve encontrar-se em torno da neutralidade, entre 6,0 e
8,0 (Fox, 1996). De acordo com Carioca e Arora (1984), a faixa de aproveitamento da
radiacdo luminosa pelos organismos fotossintéticos situa-se entre 400 e 700 nm,
correspondendo a 50% do espectro da radiacdo solar. Além disso, elas apresentam alta
tolerancia & concentragdo de CO,, mantendo seu crescimento até uma concentracdo de 40%
de CO; (Sakai et al., 1995).

Este estudo é parte de um projeto de pesquisa onde o objetivo é produzir biodiesel a partir de
algas cultivadas em vinhaca digerida por reator anaerdébio. A vinhaca é um residuo produzido
a partir da destilacdo do etanol, muito utilizada na fertirrigacdo do solo, pois apresenta
grandes quantidades de nutrientes, como nitrogénio, fésforo e potéassio. Entretanto, a mesma
possui altas concentracfes de matéria organica e baixo pH, que podem ser prejudiciais ao solo
e aguas subterraneas com seu uso indisciplinado (van Haandel, 2005). A digestdo anaerébia
pode remover parte dessa matéria organica e elevar o pH da vinhaga, enquanto mantém os
nutrientes no efluente basicamente inalterados (van Haandel e Lettinga, 1994; D6ll & Foresti,
2010). Assim, a vinhaca digerida anaerobiamente pode ser utilizada como uma fonte barata de
macro e micronutrientes para o cultivo de microalgas em larga-escala. Estas microalgas, por
sua vez, podem servir como fonte de energia ap0s a obtencdo do biodiesel. Em uma reviséo

feita por Christenson & Sims (2011), eles constataram que a maior producdo de biomassa,

17


http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=36705749300&zone=
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=35229015000&zone=

Capitulo 2 - Identificacdo e cultivo de microalgas adaptadas a vinhaca digerida sob diferentes
condicOes

teoricamente, pode ser realizada a partir da utilizacdo de residuos de destilarias, baseado na

férmula da biomassa algal C106H181045N16P.

Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi investigar as condi¢fes especificas de cultivo e
producdo de microalgas, aproveitando a vinhaca de cana-de-agUcar digerida anaerobiamente
como meio de cultivo e fonte de nutrientes, utilizando microalgas pré-adaptadas a vinhaca,
para servir de referéncia para inoculacdo e partida de um fotobiorreator (FBR) piloto de 40

litros projetado para o cultivo de microalgas com esse residuo.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Coleta, identificacéo e cultivo de microalgas
Com a intencdo de encontrar espécies microalgais adaptadas a composi¢do da vinhacga de
cana-de-acucar, foram coletadas amostras na lagoa de armazenamento de vinhaga (Figura 5.1-
A; Capitulo 5- Anexos) de uma usina de acucar e alcool (a mesma ndo apresentava sistema de
tratamento), situada perto da cidade de Sidrolandia-MS. Foram coletadas amostras
diretamente na superficie da lagoa, préxima a margem, em frascos de polietileno, seguindo a
metodologia de Bicudo & Menezes (2005).

Parte das amostras foi encaminhada para identificacdo (preservada com lugol acido a 5%) e
parte para o cultivo. Para a identificacdo utilizou-se um microscépio éptico e encontraram-se
pouquissimas microalgas visiveis. Com isso, decidiu-se realizar a identificacdo apds a
incubacdo direta da amostra coletada, sem nutrientes e diluicdo, a 23 °C, em condicGes de
iluminacdo controlada de cerca de 4000 lux (luximetro SOLARA 2000), provenientes de

lampadas fluorescentes de 40 w, com fotoperiodo de 14 horas luz/10 horas escuro.

Apo6s algumas semanas, as microalgas se multiplicaram e, assim, amostras foram retiradas
para identificacdo novamente. A chave de identificacdo utilizada foi de acordo com Bicudo &
Menezes (2005). Os taxons foram identificados em nivel de género. Utilizou-se, também, uma
camara de Neubauer para quantificar a proporcdo aproximada de cada género de microalga

presente na amostra.

Identificadas as algas, escolheu-se 0 meio de cultivo adequado, no caso, 0 meio Bold’s Basal
Medium (BBM), um dos mais utilizados para o cultivo de Chlorella sp. (Oncel et al., 2011;

Lim et al., 2010; Bertoldi et al., 2009) , predominante no consércio de microalgas presentes,
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de modo a obter um estoque de microalgas. As condi¢cBes ambientes foram as mesmas do
cultivo anterior. Além disso, realizou-se a aeragdo por meio de um compressor de aquario e

uma pedra de difuséo.

A composicdo quimica do meio BBM (em mg.L™?) era de: NaNOs, 250; KH,PO,, 175;
CaCl,.2H,0, 25; MgS0,4.7H,0, 75; K,HPO,, 75; NaCl, 25; EDTA, 50; FeSO4.7H,0, 4,98;
H3BOs, 11,42; ZnSO,4.7H,0, 8,82; NaM00,4.2H,0, 0,72; CoCl.6H,0, 0,38; MnCl,.4H,0,
1,44; CuSQ,4.5H,0, 1,57 (Nichols, 1973). Foi utilizada agua Milli-Q.

2.2.2 Experimentos com microalgas
Apds a obtencdo de um estoque de microalgas, cultivadas e armazenadas em uma geladeira,

foram realizados os experimentos para identificagdo de condi¢es adequadas para o cultivo
dessas algas, tais como pH, temperatura, aeracdo, diluicdo da vinhaca, nutriente limitante e
esterilizacdo. Em cada teste foram utilizadas as mesmas espécies de microalgas que estavam

armazenadas na geladeira (para evitar que a cultura fosse modificada).

Os experimentos foram realizados em triplicata, em FBRs de 250 mL (Erlenmeyers), com
volume atil de 100 mL, tampados com gaze e algoddo para proporcionar a troca gasosa com 0
ambiente externo e impedir a contaminagdo microbiana. Os testes procederam-se em uma
camara de incubacdo termostatizada (Tecnal, Piracicaba-SP, BR), a uma temperatura de 23 °C
(exceto pra o teste de temperatura), com lampadas de 40 W, 4000 lux e fotoperiodo de 16/8
(luz/escuro). Foi feita uma triplicata “controle” em todos os experimentos, onde cerca de

20 mL de estoque de algas foram acrescidas em 80 mL de meio de cultivo BBM.

Primeiro, um experimento foi realizado com o objetivo de verificar se ha diferenca
significativa no crescimento algal entre 0 meio de cultivo esterilizado e néo esterilizado. Para
isso, uma triplicata foi autoclavada e a taxa de crescimento monitorada dentro de uma camara
de fluxo laminar, em condi¢fes axénicas. As demais foram realizadas em condi¢des néo-

axénicas.

Para o experimento de pH, foram incubadas cinco triplicatas, sendo uma de controle e quatro
de solugcdes com tampéo de fosfato de modo que o pH se mantivesse em torno de 6,0, 6,5, 7,0
e 7,5. Para os testes com tampéo, a composi¢édo do meio era de cerca de 20 mL de algas, 60

mL de meio BBM e 20 mL de tampao.
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Outra condicdo testada foi a de temperatura, onde foram avaliados 0s crescimentos

microalgais nas seguintes temperaturas: 23, 30, 35, 40, 45 e 50 °C.

No teste seguinte, utilizou-se a vinhaca digerida por reator anaerébio como meio de cultivo,
nas proporgdes de 0, 4, 8, 16, 32, 48, 64 e 80% (v/v), para verificar a taxa de crescimento
méaximo das microalgas em meio contendo vinhaca digerida. A vinhaca digerida era diluida
em meio BBM e cerca de 20 mL (20% v/v) de solucdo de microalgas foram utilizadas. O
reator UASB possui uma capacidade de aproximadamente 60 litros, com TDH de 48 horas,
operado com 0,6 gNaHCO;.gDQO™ para fornecimento de alcalinidade.

Outra condicdo testada teve o intuito de verificar se 0s microrganismos ainda presentes na
vinhaca interferem no crescimento algal, visto que o reator UASB é um reator bioldgico,
possuindo grandes quantidades de bactérias em seu efluente. Para isso, oito triplicatas foram
incubadas nas seguintes proporcdes de vinhaca 0, 8, 16 e 32% (v/v), com e sem esterilizacdo

por autoclavagem.

Para verificar se a aeragéo interfere diretamente na producédo de algas em meio de cultivo com
vinhaca digerida, foram feitas seis triplicatas das seguintes proporc¢des de vinhaca: O, 16 e

48% (v/v), com e sem aeracao por bombas de aquario (Figura 2.1-A).

06/10/2010

Figura 2.1: A- Foto do experimento para verificar a interferéncia da aeracdo. B- Foto do experimento
para verificar o nutriente limitante.

Outro experimento foi realizado com a finalidade de verificar o nutriente limitante no

crescimento do consorcio microalgal (Figura 2.1-B). Para isso foram incubadas quatro
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triplicatas, sendo uma controle, uma utilizando uréia (CO(NH,),) como fonte de nitrogénio,
uma com fosfatos (KH,PO,4 + K;HPO,) como fonte de fésforo e outra com bicarbonato de
sodio (NaHCO3) como fonte de carbono. Estes reagentes foram escolhidos, pois 0s mesmos
podem ser utilizados como tamponante na digestdo anaerobia da vinhaca. O teste foi realizado
da seguinte maneira: todos os Erlenmeyers foram incubados com as mesmas proporcoes de
meio BBM e microalgas, sendo monitorado o crescimento algal ao longo do tempo. Apds
alguns dias, quando o crescimento microalgal diminuiu, foi acrescentado 0,882 g.L™ de
CO(NH,),, 0,175 g.L* de KH,PO, + 0,075 g.L* de K,HPO, e 2,882 g.L™' NaHCO;,
respectivamente, sendo que os dois primeiros foram baseados no meio BBM e o ultimo na

relacdo C:N na ordem de 9:1.

Diariamente, os Erlenmeyers eram homogeneizados para as algas entrarem em contato com o
meio de cultivo, pois as mesmas sedimentavam. Além disso, 0s mesmos eram trocados de
posicdo de forma que todos os Erlenmeyers recebessem igual iluminacdo dentro da

incubadora.

Os experimentos duraram entre 10 e 20 dias cada um. O parametro de monitoramento para o
crescimento microalgal em todos os testes foi a turbidez (turbidimetro Hanna), pois fornece
uma estimativa direta de biomassa (em g.L™) através da correlacdo entre a turbidez e a
biomassa seca (Toyoda et al., 2011). O pH também foi verificado (pH-metro Tecnal). No
inicio e no fim de cada teste, os SST foram determinados, bem como o teor de 6leos e graxas
(TOG).

Para a caracterizacdo da vinhaca digerida foram realizadas analises dos seguintes parametros:
pH, turbidez, DQO, NT, fosfato total, célcio e potassio. Todos os parametros analisados
foram de acordo com o Standart Methods for the Examination of Water and Wastewater
(APHA, 2005).

Concomitantemente ao experimento de esteriliza¢do foi realizado um teste onde se aumentava
a temperatura gradualmente (25, 28, 38 e 42 °C), monitorando a proporgdo percentual de
espécies microalgais através da camara de Neubauer. Neste teste foram utilizadas as
microalgas adaptadas a vinhaca (aliquota das microalgas guardadas na geladeira), entretanto,
elas estavam sendo cultivadas ha cerca de 4 meses somente em meio BBM, na bancada do

laboratdrio, a 23 °C, com 3000 lux e fotopoeriodo de 14/8 horas claro/escuro. Assim, as
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espeécies iniciais de microalgas deste experimento ndo sdo as mesmas das utilizadas nos

demais testes.

2.2.3 Andlise dos dados
Os dados de todos os experimentos, executados em triplicata, foram coletados e analisados

utilizando a Microsoft Excel. Em todas as analises de significancia das médias foi aplicado o
teste t de Student para dados pareados e variancias iguais com auxilio da Microsoft Excel com

nivel de significancia de 5%.

Quando o crescimento das algas é exponencial, a quantidade de biomassa pode ser descrita

pela equacdo 2.1:
X, = X,e (Equacéo 2.1)

Neste caso, caracterizado pela linearidade da curva de In(X¢Xo) contra o tempo t, a taxa de

crescimento especifico (i, d™) pode ser calculado a partir da equagio 2.2.

_InX,-InX,

(Equacao 2.2)
t—t,

Nestas equacdes, X; e Xo sdo as concentracdos de biomassa algal, obtida pela turbidez (UNT)
no tempo t e to (dias), respectivamente. No entanto, apds algum tempo o crescimento
geralmente ndo mais é exponencial (Zwietering et al., 1990). Neste caso, uma taxa de
crescimento especifico maximo (Umax., d™) pode ser estimada pela regresséo exponencial da
fase logaritmica da curva de crescimento celular (Zhao et al., 2011; Rosa et al. 2011). Uma
outra aproximacao para quantificar a taxa de crescimento pode ser encontrada utilizando o
modelo de Gompertz. Como alguns experimentos ndo seguem o crescimento exponencial,
uma anélise das taxas de crescimento conforme o modelo de Gompertz (Zwietering et al.,
1990) também foi realizado. Neste caso, a taxa de crescimento pode ser obtida realizando uma
adaptacdo da curva da Equacdo 2.3 aos dados experimentais, ajustando os parametros Xmax
(concentragdo maxima da biomassa, g.L™), pmax (taxa de crescimento maximo, g.L%.d?%) e [
(tempo do fase lag, d):

e[ﬁuq)u}

X=X € (Equacéo 2.3)
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A diferenca em unidades faz que a taxa de crescimento conforme a Equacédo 2.3 nao pode ser
comparada diretamente com a taxa de crescimento especifico obtida a partir da Equagéo 2.2.
Aproximadamente pgompertz POde ser descrito na Equagao 2.4.

HE
Hgompertz = X—

mex (Equacéo 2,4)

2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Identificacdo de microalgas
Da amostra cultivada, encontraram-se no minimo cinco taxons de microalgas, todos

pertencentes a ordem Chlorococcales, sendo eles: Chlorella sp. (um taxon) pertencente a
familia Oocystaceae; Desmodesmus sp. (dois taxons) e Scenedesmus sp. (dois tdxons) ambos
pertencentes a familia Scenedesmaceae. A proporc¢do destas espécies foi de aproximadamente
97, 2 e 1%, respectivamente.

2.3.2 Testes com microalgas
A andlise dos resultados de medicdes de sdlidos suspensos totais (SST) e turbidez para uma

ampla quantidade de amostras dos testes com microalgas mostraram que existe uma
correlacdo linear entre os dois parametros (Figura 2.2). Assim, usando esta relacdo empirica, a
turbidez das solucdes dos Erlenmeyers pode ser usada para determinar a concentracdo de
algas, sem utilizar métodos destrutivos, como o método para determinacdo de sélidos

suspensos totais (SST).

A primeira série de experimentos indicou que ndo ha diferenca significativa entre a utilizacéo
do meio de cultivo BBM esterilizado (Umax = 0,27 d™) e ndo esterilizado (Umax = 0,24 d™).
Com isso, os demais testes foram realizados em meio de cultivo ndo esterilizado, visto que o
objetivo desta pesquisa é o cultivo com o efluente de um reator anaer6bio, com grande
quantidade de microrganismos presente, e que aplicagdo do método de esterilizacdo em

grande escala, pode inviabilizar o processo.
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Figura 2.2: Correlagéo entre turbidez e SST.

O pH onde as algas séo cultivadas, ndo afetou seu crescimento nestas faixas testadas, pois as
taxas de crescimento no meio BBM né&o mostram diferengas significativas para valores de pH
entre 6 e 7,5 (Figura 2.3-A). A taxa de crescimento médio (exponencial) para essa faixa de pH
foi de 0,418+0,02 d*. Na triplicata onde nio foi aplicado tamp&o (controle), o pH chegou a
valores em torno de 10,0 (Figura 2.3-B), sem mostrar interferéncia no crescimento das algas.
Essa elevacdo do pH ocorreu em todos os experimentos que ndo se utilizaram tampéo. O
aumento do pH ocorre pelo consumo de gas carbdnico e/ou ions bicarbonato (HCO3) e,
conseqiientemente, consumo de fons H* pelas células das microalgas durante a fotossintese
(Rodriguez-Maroto et al. 2005; Chi et al., 2011). O pKa de HCO3; em &gua doce a
25°C e 1 atm é de aproximadamente 10,33, sendo que, desta forma, o acido/base do par
bicarbonato/carbonato pode agir como um tampao forte em torno deste pH (Chi et al., 2011).
Segundo Larsdotter (2006), o pH depende da forma em que o carbono inorganico (CO,,

HCO5 e COs%), encontra-se na solucéo.

Na digestdo anaerdbia da vinhaca, o pH tende a cair para valores baixos para permitir a
metanogénese completa (van Haandel, 2005). A implicacdo desta observacdo é que, apos a
separacdo das algas do seu meio de cultivo, a reciclagem desse meio para o reator anaerébio
em vez da reciclagem para o fotobiorreator, pode ser uma forma viavel e barata de aumentar a
alcalinidade no reator anaerobio tratando a vinhacga neste esquema integrado. Com isso, pode-
se diminuir gastos com tamponantes, como o bicarbonato de sodio e uréia, comumente

utilizados na digestéo anaerobia da vinhaca.
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Figura 2.3: A- Taxa maxima de crescimento (Umax) €m diferentes pH. B-pH durante o teste.

Por outro lado, a temperatura na qual as microalgas sdo cultivadas tem um forte efeito no
crescimento (exponencial), mostrando que as microalgas analisadas preferem crescer em
temperaturas em torno de 30 °C (Uma= 0,49 dY), significativamente diferente de 23 e 35 °C.
Além disso, observou-se um declinio da taxa de crescimento especifico maximo com o
aumento da temperatura (Figura 2.4-A). Entretanto, pode-se ter subestimado a temperatura
Otima visto que cada temperatura analisada era mantida constante durante todo o tempo e
sabe-se que, na realidade, existe variacdo de temperatura ao longo do dia, sendo que a noite

elas sdo bem mais baixas.

Até 40°C, as microalgas conseguem se desenvolver normalmente (Figura 2.4-B). Quando a
temperatura se eleva para 45°C (linha laranjada), parte das microalgas morreram no inicio do
teste, entretanto, as espécies que resistiram conseguem se desenvolver a essa temperatura,
apresentando taxa de crescimento de 0,18 d*. J&4 a uma temperatura de 50°C as microalgas
ndo conseguem se desenvolver, atingindo uma taxas de crescimento aproximadamente nula
(0,014 d™h.

0,6 4 A 6,0 B
0,5 1 § 5,0 A1
041 4,0 A
203 S AN g 301
:;.é 0,2 § P E’ 2,0 4 —e-23°C —-30°C
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0 10 20 30 40 50 60 10 0 4 8 12 16 20 24 28
temperatura (°C) ' tempo (d)

Figura 2.4: A- Taxa méaxima de crescimento (Uma) €m diferentes temperaturas. B-Representacdo
logaritmica do crescimento das microalgas em diferentes temperaturas.
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Estes resultados sdo confirmados pelos resultados de Guedes et al. (2011), onde avaliaram o0s
efeitos da temperatura e do pH no crescimento da microalga Scenedesmus obliquus. Os
autores também concluiram que a temperatura desempenha um papel mais importante sobre a
taxa maxima de crescimento do que o pH, onde a maior taxa de crescimento da biomassa
(0,29 dia™) foi obtida em pH de 6,0 e temperatura de 30 °C. Isso significa que um grande
cuidado com o fotobiorreator (Capitulo 3) deve ser tomado, em relacdo a dissipacéo de calor

eficiente ou de arrefecimento, visto que o superaquecimento pode facilmente ocorrer.

A vinhaca digerida anaerobiamente por reator anaerdbio demonstra ser um bom suprimento
de nutrientes para o cultivo de microalgas. Entretanto, encontraram-se dificuldades em se
encontrar a real taxa de crescimento especifico visto que 0 mesmo ndo segue crescimento
exponencial (Figura 2.5-A), ao contrario dos experimentos controles (sem vinhaca digerida).
As caracteristicas da vinhaca digerida utilizada neste teste foram: pH de 7,12, turbidez de
326 UNT, DQO de 1220 mgDQO.L™, nitrogénio total de 76 mgNT.L™?, fosfato total de
46 mgPO,*.L?, além de 52 mg.L™ de calcio.

Ao se calcular y; utilizando os dados do In(X/Xg) desde o inicio do experimento (t=0) até o
tempo =t (Figura 2.5-B), pode-se observar que a taxa de crescimento diminui ao longo do
tempo quando se utilizam vinhaca digerida e que, em torno do dia 7, as taxas de crescimento
comegam a Se manter iguais as do controle, que tem uma taxa de crescimento constante
(crescimento realmente exponencial). Isto implica que a vinhaca digerida tem algum
componente que favorece um crescimento rapido das algas nos primeiros dias, enquanto que,
no controle, o crescimento tem taxa constante. Experimentos mais detalhados serédo realizados

com a finalidade de investigar e estudar estes componentes.

6.0 45 18
4.0 1 —®—Controle —® 4%V
5,0 35 ——8% V 16% V
4.0 30 1 3%V e 48%V
=™ -~ 2’5 | ——64%V  —e—80%V
X 30 s
X S 2,0 A
£ 20 1,5 1
1,0 1.0
07 05 R
0,0 ¢ , , , , , 0,0 : , — *
0 4 8 12 16 20 0 4 8 12 16 20

tempo (d) tempo (d)

Figura 2.5: A- Representacdo do crescimento exponencial em diferentes diluigdes de vinhaca digerida;
Vinhacga digerida (V). B- Taxa especifica de crescimento ao longo do tempo.
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As microalgas podem ser cultivadas em meio contendo vinhaca digerida, onde, assumindo
crescimento exponencial, a maior taxa de crescimento foi obtida em uma concentragéo de
48% (v/v), apresentando pma de 1,93 d™ (Figura 2.6-A). J4 pelo modelo de Gompertz, esta
taxa € bem menor, sendo que a concentracdao 6tima da vinhaca é de 32% (v/v) com pmsx de
0,18 d* (Figura 2.6-B). Este melhor crescimento com vinhaca digerida pode ter ocorrido pelo
fato da vinhaga possuir nutrientes essenciais ao crescimento microalgal como nitrogénio,
fésforo, potassio, calcio, entre outros. Em meios com concentragfes maiores de vinhaca, a
taxa de crescimento comeca diminuir, podendo-se atribuir este fato ao aumento da turbidez no
meio, impedindo a passagem de luz solar, proporcionada pela matéria organica remanescente
contida na vinhaca digerida. Entretanto, o crescimento (exponencial) ainda ocorre em
diluicbes menores e é superior ao controle. A taxa de crescimento, utilizando-se vinhaca
digerida em uma concentracdo de 80%, ainda pode ser considerada boa (Uma=1,73 d™),
enquanto que, pelo Gompertz, a partir de 60% de vinhaca, sua utilizacdo é insatisfatdria, visto

que crescimento € menor que o controle.

Admitindo-se crescimento exponencial neste experimento, foram encontradas taxas maiores
de crescimento se comparadas com as encontradas por Wang et al. (2009), onde cultivaram
Chlorella sp. a 25+2 °C, com iluminacdo continua de 200 umol.m™?s™ e com 100 rpm de
agitacdo, usando quatro tipos de efluentes de uma ETE: antes da decantac¢do primaria, depois
da decantacdo primaria, depois do tanque de lodos ativados e apds a centrifugacdo do lodo. As
taxas de crescimento especifico obtidos foram de 0,412, 0,429, 0,343 e 0,948 d™*, baseado
também em crescimento exponencial, enquanto a remocao de fosfato chegou a 83,2, 90,6,
4,69 e 85,6% e de nitrogénio total a 68,4, 68,5, 50,8 e 82,8%, respectivamente.

20 1A . . . 020 1B
*
1,6 4 ¢ 0,16
t
~12 - $ =~0,12
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508 - £008
3
0,4 ¢ * pexp 0,04 —&- yigomp
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Figura 2.6: A-Taxa crescimento exponencial (Uep) em diferentes concentracdes de vinhaga digerida. B-
Taxa crescimento por Gompertz (Hgmp) €m diferentes concentragdes de vinhaga digerida.

27



Capitulo 2 - Identificacdo e cultivo de microalgas adaptadas a vinhaca digerida sob diferentes
condicOes

Ja pelo modelo Logistic modificado, Travieso et al. (2006) encontraram taxa de crescimento
de 1,20d™ em 800 mgDQO.L™?, ao cultivarem Chlorella vulgaris com efluente de
suinocultura (341 mgNT.L™, 419 mgPO5™.L?, 10189 mgDQO.L™ e pH = 6,0), em frascos de
1 litro, em luz natural (0,60-0,75 W.cm™.d™), com temperaturas variando de 27 a 32 °C
durante o dia e 21 a 25 °C durante a noite, em diluicdes de 250, 400, 520, 650, 800 e
1100 mgDQO.L™,

Verifica-se que os testes com vinhaca digerida apresentaram uma elevacdo no pH para valores
acima de 9,0 ja nos primeiros dias (Figura 2.7-B) ao contrario do teste controle. Isto ocorre
possivelmente devido ao consumo pelas microalgas do bicarbonato de sdédio presente na
vinhaca digerida, utilizado como tamponante durante o processo da digestdo anaerobia. Pode-
se verificar também que em concentragdes mais baixas de vinhaca, o pH é relativamente mais
elevado do que em concentragcdes mais altas, nos primeiros dias. Isto pode acontecer pelo fato
da conversdo em biomassa algal ser mais rapida em concentragdes menores de vinhaca. Nos
ultimos dias de teste, todas as diluicdes apresentam pH em torno de 10, reforcando a idéia da

possivel utilizagdo desse liquido para o fornecimento de alcalinidade em reatores anaerobios.

A partir da Figura 2.7-B pode-se verificar que ndo houveram diferencas significativas entre 0s
testes com e sem esterilizagdo, tanto para crescimento exponencial como por Gompertz,
exceto para 20% com p exponencial. Isto € favordvel ao cultivo de microalgas com vinhaga
digerida por reator UASB, visto que a mesma ndo ira dispor de sistemas de esterilizacdo

constante antes do cultivo continuo.
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Figura 2.7: A- pH durante o teste; Vinhaca digerida (V). B- Taxa de crescimento em diferentes
concentracdes de vinhaca para verificar a influéncia da esterilizacdo; Taxa de crescimento exponencial
(Mexp); Taxa de crescimento por Gompertz (Ugomp); Esterilizado (E) e N&o Esterilizado (NE).
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A aeracdo também néo interfere significativamente no cultivo de microalgas, ao se utilizar a
vinhaca digerida diluida, para crescimento exponencial e Gompertz (Figura 2.8-A).
Entretanto, sem o0 uso da vinhaca, a aeracdo faz diferenca. Isto pode acontecer pela presenca
de bicarbonato de sdédio na vinhaca digerida, fornecendo CO, suficiente para as microalgas,
reduzindo a necessidade de uma fonte externa de (gas) carbono como a aeracéo. Isto se torna
vantajoso do ponto de vista econdmico, pois ndo demandaria energia para promover a
aeracdo. Entretanto, um estudo mais aprofundado deve ser realizado para verificar se é mais
viavel a utilizacdo de bicarbonato de sddio na digestdo anaerdbia para posterior cultivo de
microalgas ou injetar CO, diretamente no cultivo, visto que este Ultimo é gerado em excesso
em destilarias de etanol, podendo ser reaproveitado. Jiménez et al. (1995) estudou o efeito da
aeracdo em cultivos de Dunaliella viridis com e sem adicdo de bicarbonato, e constataram que
a aeracao ndo contribuiu para aumentar a concentracdo de carbono inorganico total na solucéo

devido a alta concentracdo de bicarbonato ja presente.

Com o experimento para verificagdo do nutriente limitante para o cultivo desse consércio
microalgal (Figura 2.8-B), pode-se concluir que o bicarbonato de sédio (0,27 d™) interfere
muito mais no crescimento microalgal do que a uréia (0,15 d™*) e os fosfatados (0,10 d*). Sem
a adicdo de nenhum nutriente, a taxa de crescimento ficou em torno de 0,15 d™*. Nos
fosfatados, a taxa de crescimento reduziu, sendo comprovada pelo declinio do pH, enquanto

gue, nos demais, o pH ndo foi alterado significativamente, encontrando-se em torno de 10,0.

A partir desses resultados conclui-se também que o principal contribuinte para o crescimento
microalgal nos testes com vinhacga digerida anaerobiamente foi o bicarbonato de sédio. A
partir da formula da biomassa algal (CiosH181045N16P) descrita por Christenson & Sims
(2011), pode-se verificar que as microalgas necessitam cerca de 7 vezes mais carbono do que
nitrogénio, sendo este o limitante do crescimento. Com isso, pode-se concluir que a digestao
anaerdbia da vinhaca utilizando o bicarbonato de sdédio como tamponante é melhor para o
subsequente cultivo de algas com o efluente produzido do que a digestdo anaerdbia utilizando

uréia como tamponante.

29



Capitulo 2 - Identificacdo e cultivo de microalgas adaptadas a vinhaca digerida sob diferentes

condicOes
1,0 . NA] 5,0
A S loxp %) B
0,8 ——pgomp (NA) 4,0
) % 30
%3 X
£
= = 270 —&— Controle
A
1’0 —4—B
—-C
0,0 7 . . . . , 0,0 # f } } } i
0 10 20 30 40 50 0 4 8 12 16 20
vinhaca (%) tempo (d)

Figura 2.8: A- Taxa de crescimento em diferentes concentracdes de vinhaca; Taxa de crescimento
exponencial (Uep); Taxa de crescimento Gompertz (Hgomp); Aerado (A); N&do Aerado (NA). B-
Representacdo do crescimento exponencial em diferentes tipos de reagentes adicionados: A (CO(NH,),), B
(KH,PO4+K,HPO,) e C (NaHCO3).

Através do monitoramento das espécies microalgas em funcdo da temperatura, pode-se
observar que a propor¢do da microalga Chlorella sp. se eleva de 19,3% (em 25 °C) para
39,8% (em 42 °C), enquanto que as espécies de Desmodesmus e Scenedesmus 1 diminuem. Ja
a proporcdo da microalga Scenedesmus sp. 2 se eleva até 38 °C, mas decai quando a
temperatura aumenta para 42 °C. Assim, pode-se concluir que a microalga Chlorella sp.
consegue se desenvolver melhor do que as outras espécies quando a temperatura é mais
elevada. Testes mais precisos deverdo ser realizados, de forma que a proporcéo real de
espécies em funcdo da temperatura seja encontrada utilizando as mesmas microalgas
aplicadas nos testes anteriores, visto que, a cultura utilizada neste teste ndo era mais a mesma

dos testes anteriores.
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Figura 2.9: Porcentagens das espécies microalgais em funcao da temperatura.
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2.4 Conclusao

O principal parametro que precisa ser controlado para otimizar o processo de producdo de
microalgas é a temperatura, onde a temperatura 6tima de cultivo do consorcio de microalgas
analisado é de aproximadamente 30°C, apresentando pma de 0,49 d*. As microalgas ainda
conseguem se desenvolver a 45 °C apds adaptacdo, todavia, com taxa de crescimento menor,

de 0,18 d™*. Em temperaturas acima destas, como 50°C, ndo houve crescimento.

O pH, no entanto, ndo parece influenciar no cultivo de microalgas, pois, além dos
crescimentos logaritmicos ter se mantido significativamente iguais, as taxas de crescimento

maximo sdo iguais também.

A maior taxa de crescimento (Umax) foi obtida utilizando a vinhaca digerida diluida a 48%
(v/v), onde apresentou pmax de 1,93 d, enquanto que, a uma concentracdo de 0 e 80% (V/v)
de vinhaca digerida, foram obtidos pe, de 0,42 e 1,73 d™, admitindo-se crescimento
exponencial. Entretanto, se utilizando o modelo Gompertz, os valores numericos destas taxas
sdo bem menores, sendo que a melhor taxa de crescimento € em uma concentracdo de 32%
(v/v) onde apresentou pigomp de 0,18 d™, enquanto que o controle foi de 0,12 d*. O principal
contribuinte para isso, além dos nutrientes presentes na vinhaca digerida, pode ter sido o
bicarbonato de sodio, evidenciados também nos testes de verificacdo do nutriente limitante.
Constatou-se também que a aeracdo e a esterilizacdo nao influenciam significativamente em
cultivos com vinhaca digerida, apresentando mais uma vantagem da utilizacdo desse residuo,

uma vez que ndo havera gastos de energia com esses processos.
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Cultivo de microalgas em fotobiorreator, testes iniciais

Resumo

A producédo de microalgas tem se tornado cada vez mais atrativa para a obtencdo de produtos
de interesse energético como 0s biocombustiveis, tanto na forma de hidrogénio e metano,
como biodiesel. Seu cultivo pode ocorrer em reatores abertos e fechados, sendo que este
ultimo apresenta vantagens sobre o primeiro, ganhando destaque os fotobiorreatores (FBRs).
Com o intuito de se produzir quantidades consideraveis de microalgas para posterior
conversdo em biodiesel ou biogas, foi projetado um FBR tipo flat panel com capacidade de 40
litros e 0,78 m? de area superficial, colocado ao ar livre no teto do laboratério com inclinacdo
de 30° em sentido norte-sul, operando em bateladas e fluxo continuo. Dados on-line de
turbidez, temperatura (ambiente e do liquido), pH e ORP foram monitorados. Constatou-se
que o principal fator que teve de ser controlado é a temperatura, sendo que mecanismos de
controle foram colocados no FBR ao longo do tempo, como pelicula de controle solar e
trocador de calor. A pelicula de controle solar conseguiu diminuir a temperatura do liquido
em torno de 11,8 °C, enquanto que o trocador de calor controlou 3 °C. A taxa maxima de
crescimento microalgal (Hma) obtida foi de 0,30 d™* para fluxo em batelada com trocador de
calor e pelicula de controle solar e 0, 19 d™* para fluxo continuo com vazéo de 5 L.d*, sem
trocador de calor mas com pelicula solar.

Este capitulo foi redigido de acordo com as instrugdes do Journal “Bioresource Technology”, onde uma verséo
modificada serd submetida, apds traducdo para o idioma inglés.
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3.1 Introducéo

Atualmente, o cultivo de microalgas é considerado um processo promissor para a obtencdo de
produtos de grande interesse energético como 0s biocombustiveis (hidrogénio, metano e
biodiesel), além de servir como matéria-prima para industrias de cosméticos, alimenticias e
farmacéuticas (Chisti, 2007; Scragg et al., 2002; Bruhn et al., 2011; Collet et al., 2011). Em
comparagdo a culturas terrestres convencionais, o cultivo de microalgas apresenta vantagens
devido ao crescimento rapido das mesmas (Carvalho et al., 2011) e por ndo demandar terra
aravel, ndo competindo com a producao de alimentos. Além disso, ndo necessita de grandes
guantidades de &gua doce para seu cultivo, pois as mesmas podem ser cultivadas em aguas
salinas e residuos domésticos e industriais (Walker et al., 2005; Wang et al., 2009; Wiley et
al., 2011).

O cultivo de microalgas pode acontecer em diversos tipos de reatores de distintas formas e
tamanhos. Entre os mais utilizados, existem os reatores fechados como os fotobiorreatores
(FBR’s), que podem ser tubulares ou de telas planas (flat panels), feitos de vidro, acrilico ou
plastico, projetados para melhor captacdo da luz; e reatores abertos, como os raceways, feitos
normalmente de concreto, muito utilizados na producéo industrial de microalgas. Os raceways
possuem uma operacdo mais barata, entretanto, os FBRs alcancam uma quantidade de
biomassa microalgal cerca 30 vezes superior a quantidade obtido nos raceways, além de
permitir melhor controle do meio de cultivo (pH, temperatura, etc.), enquanto 0s raceways
sofrem altas taxas de evaporacdo e possivel contaminagdo (Chisti, 2007; Christenson & Sims,
2011). Assim, a utilizagdo dos FBRs torna-se mais viavel economicamente.

Jorquera et al. (2010) analisaram o ciclo de vida energético da producdo de biomassa
microalgal de Nannochloropsis sp. em reatores raceways e fotobiorreatores tubular e flat
panel. Os autores constataram que o FBR tubular ndo é viavel economicamente, pois
apresentou uma razdo liquida de energia (quociente da energia produzida pela energia
requerida para a producgéo de biomassa) inferior a 1,0, enquanto que, nos demais reatores, esta

razdo foi superior a 1,0.

Scragg et al. (2002) avaliaram o crescimento de Chlorella vulgaris e Chlorella emersoniiem
em fotobiorreatores tubulares de 230 L, em meio de cultura Watanabe normal e com baixo

teor de nitrogénio, a 25 °C, intensidade luminosa de 76 pumol.m?s™, com 16/8 horas de
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luz/escuro e agitacdo de 60 rpm. Os autores obtiveram uma taxa maxima de crescimento de
0,40d™ e 0,38 d* em meio de cultura normal e 0,69 d e 0,38 d™* em meio de cultura com

baixo teor de nitrogénio para Chlorella vulgaris e Chlorella emersoniiem, respectivamente.

Para que o processo de producdo de microalgas seja aprimorado, o desenho do FBR deve
considerar o transporte de gases, tanto para a entrada do CO,, como para a saida do O,, além
de prever fatores como a temperatura interna, pH e iluminacdo (Chisti, 2007; Kunjapur &
Eldridge, 2010).

Um dos principais pardmetros que devem ser controlados em FBRs ao ar livre é a
temperatura, pois estes tém tendéncia ao superaguecimento, especialmente no verao, devido a
irradiacdo forte e alta temperatura ambiente (Converti et al., 2009; Goetz et al., 2011). Em um
fotobiorreator desenvolvido por Goetz et al. (2011), tipo flat panel com area de superficie
iluminada de 0,33 m? e um volume total de 4,5 L, a temperatura chegou em aproximadamente
55 °C. Converti et al. (2009) estudaram o efeito da temperatura (20, 25, 30 e 38 °C) na taxa
de crescimento e teor de lipidios da microalga Chlorella vulgaris. Eles concluiram que a
temperatura influencia fortemente na producédo de lipidios e na taxa de crescimento maximo,
onde este Ultimo foi interrompido em 38°C. J& Sakai et al. (1995) constataram que microalgas
como Chlorella sp., podem suportar uma temperatura de até 42 °C. Assim, deve-se aplicar
tecnologias que controlem a temperatura em FBRs, principalmente em paises como o Brasil,
visto que temperaturas elevadas inibem o crescimento de microalgas. Uma das técnicas mais
utilizadas para o controle da temperatura em FBRs é o resfriamento com agua, seja
imergindo-os diretamente em uma piscina de agua ou pulverizando &gua sobre a superficie
dos mesmos, entretanto sdo técnicas que encarecem 0 processo de producdo de microalgas
(Goetz et al., 2011).

Outro fator importante é a luz necesséria para a fotossintese das microalgas, pois a luz
incidente excessiva ou insuficiente restringe o desempenho da biomassa microalgal,

diminuindo seu rendimento metabdlito ou fotoinibindo a reagdo (Carvalho et al., 2011).

Muitas pesquisas estdo sendo realizadas de forma a aprimorar o cultivo e producdo de
microalgas e a utilizagdo de efluentes industriais e domésticos no cultivo ganha destaque,
devido a presenca de nutrientes como nitrogénio, fésforo e potassio, que podem ser

reaproveitados, diminuindo gastos e dando uma destinacdo Util a esses efluentes. Um residuo
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que pode satisfazer essa condi¢do € a vinhaca, muito utilizada na fertirrigacdo, porém com
elevada carga organica, que pode ser prejudicial ao solo e aguas subterraneas (van Haandel,
2005). Se digerida anaerobiamente, a carga organica da vinhaca diminui, bem como sua
turbidez, e os nutrientes ainda permanecem (van Haandel & Lettinga, 1994; DOll & Foresti,
2010). Assim, esse efluente pode ser utilizado com mais eficiéncia no cultivo de microalgas.

Dessa forma, o presente trabalho visa o cultivo de microalgas em um fotobiorreator de
40 litros, tipo flat panel, disposto ao ar livre, com o intuito de produzir a maxima
concentracdo de microalgas possiveis para posteriormente ser convertida em biodiesel ou
biogés. Em testes preliminares, como é o caso do presente trabalho, o cultivo sera realizado
com meio de cultivo padrdo (BBM) de forma a realizar adequac@es no FBR. Futuramente sera

utilizada a vinhaca anaerobiamente digerida como meio de cultivo, continuando a pesquisa.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Construcdo do fotobiorreator
O fotobiorreator, tipo flat panel ou tela plana, foi projetado em acrilico com dimensdes de

1,20m x 0,65m x 0,05m, resultando em 0,78 m? de &rea superficial e volume de
aproximadamente 40 litros. No topo do FBR foi instalado um separador de biomassa e
sobrenadante (tanque de sedimentacdo) com dimensGes aproximadas de 0,10 cm x 0,65 cm X
0,10 cm e volume (til de cerca de 3 litros. O FBR foi colocado no teto do LABE (Laboratorio
de Efluentes) da UFMS (Universidade Federal de Mato Grosso do Sul), em Campo Grande-
MS, com inclinacdo de 30° para o norte. Uma bomba de recirculagdo com vazdo de
1200 L.d™* (SarloBetter SB 80, Sdo Caetano do Sul - SP, Brasil) foi instalado para manter o
contetdo do reator homogeneizado. O fluxo do liquido foi ascensional, onde o afluente entra
na parte inferior e o efluente sai na parte superior. Na parte inferior, 13 injetores de gas
permitem a injecdo de gas CO, (de um cilindro; White Martins, Campo Grande-MS, Brasil)
ou ar comprimido (por meio de um compressor de ar de aquario), para suprir a demanda de
CO, e retirar 0 oxigénio produzido por meio de stripping. Sensores de pH (Provitec, Sao
Paulo-SP, Brasil), temperatura ambiente e do liquido, potencial de oxi-reducdo (ORP)
(Provitec, Sdo Paulo-SP, Brasil) e um turbidimetro on-line (Dr Lange GmbH, Berlin,
Alemanha) foram instalados na linha de recirculacdo do FBR e monitorados online através do
softwere Guardian 1.3 (Boncz et al. 2008). Foi utilizado um radiador e uma bomba de

recirculacéo com capacidade de 150 L.h™, para controlar a temperatura.
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Uma placa plana de acrilico, com 2 mm de espessura, foi colocado paralelamente a 5 cm da
area superficial do FBR para servir de suporte para 0 emprego de uma pelicula de controle
solar. Um esquema do reator é apresentado na Figura 3.1, fotos do reator encontram-se no
Capitulo 5 (Figura5.1-A, B, C, D, E e F.).
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Figura 3.1: Representacédo esquemaética do reator e equipamentos usados

3.2.2 As microalgas
O consorcio de microalgas foi coletado na lagoa de armazenamento de uma usina de agUcar e

alcool (foto anexada), situada perto da cidade de Sidrolandia-MS, diretamente na superficie
da lagoa, préxima a margem, em frascos de polietileno. O consdrcio era composto por
Chlorella sp. (97%), Desmodesmus sp. (2%) e Scenedesmus sp. (1%), coletadas em uma lagoa
de armazenamento de vinhaca, visto que as espécies sao adaptadas a este efluente.

3.2.3 Testes com peliculas de controle solar
Baseado no principio de que as peliculas de controle solar sdo utilizadas para atenuar a

luminosidade e o calor em automdveis, devido ao bloqueio parcial de raios infravermelhos
(Insulfilm™, 2011), foram realizados testes para verificar em qual tipo de pelicula, o
crescimento microalgal € melhor, para coloca-la, posteriormente, na placa plana de acrilico

paralela ao FBR.

Em frascos Winkler de 300 mL foi adicionada uma solu¢do composta de meio de cultivo
BBM (90%) e microalgas (10%). Ao redor de cada frasco foi colocado um envoltorio de
plastico com a pelicula estudada, distantes cerca de cinco cm do frasco (Figura 1.0). Os

frascos foram dispostos em luz solar, no sentido norte-sul. Foi analisado um frasco sem
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pelicula (controle) e os demais com as seguintes peliculas: azul espelhada 10% (de
visibilidade), verde espelhada 15%, prata espelhada 20% grafite espelhada 20 e 10%, todos da
marca ‘“sun control”. O crescimento microalgal foi monitorado através da turbidez
(turbidimetro Hanna), pois fornece uma estimativa indireta de biomassa (g.L™), através da
correlacdo entre a turbidez e a biomassa seca (Toyoda et al., 2011), como também descrita no
Capitulo 2 desta dissertacdo. Foi realizada analise de nitrogénio total e filtrado em amostras
do FBR de acordo com Standart Methods for the Examination of Water and Wastewater
(APHA, 2005).

3.2.4 Partidado FBR
Inicialmente, para ajuste no FBR, este foi operado em batelada, onde utilizou se &gua da

torneira. Posteriormente foi colocado meio de cultivo BBM (Nichols, 1973) e cerca de
100 mL de solucdo estoque de microalgas. A partir dos dados monitorados on-line, foram
realizadas adequacBes no FBR de forma a controlar a temperatura, principal problema
encontrado, sendo que, uma delas foi a adicdo da pelicula azul espelhada (10% de

visibilidade) na placa plana de acrilico paralela ao FBR, da marca “sun control”, no 12° dia.

3.2.5 FBR operado em batelada e continuo
O FBR foi inoculado novamente e 0 mesmo operou em batelada até as microalgas atingirem

seu crescimento maximo ou pararem de crescer exponencialmente. Depois, o FBR foi
operado continuamente com afluente composto de meio BBM diluido em agua da torneira,
armazenado em uma geladeira (4+1 °C) e bombeado por uma bomba peristaltica. O efluente
também era armazenado na mesma geladeira. A vazdo afluente inicial foi de
aproximadamente 5 L.d*, equivalendo a um TDH de 8 dias. O FBR funcionava 13 horas por
dia (das 6 as 19 horas), controlado por um timer digital. No 44° dia foi colocado um trocador
de calor no FBR, pois os dispositivos de controle de temperatura presentes ndo foram

suficientes.

3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Testes com peliculas de controle solar
As taxas maximas de crescimento (Mmax) para as peliculas azul espelhada 10%, verde

espelhada 15%, prata espelhada 20%, grafite espelhada 10%, grafite espelhada 20% e controle
foram de 0,53, -0,11, -0,04, 0,27, 0,21 e -0,17 d™, respectivamente. A Figura 3.2 apresenta o

40



Capitulo 3 - Cultivo de microalgas em fotobiorreator, testes iniciais

crescimento logaritmico das microalgas com diferentes peliculas. Como se pode observar, a
pelicula que obteve o melhor desempenho foi a azul espelhada 10%. Sem pelicula (controle)
houve morte das microalgas, fato atribuido a temperatura excessiva, atenuada pela pelicula

nos demais testes.

Segundo Carvalho et al. (2011), cerca de metade do que é fotossinteticamente Util no espectro
solar (400-700 nm) é utilizado no crescimento de microalgas e as faixas do espectro mais
eficientes para a fotossintese compreende a luz azul (420-450 nm) e a luz vermelha (660-700

nm), confirmando o melhor desempenho da pelicula azul.
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Figura 3.2: Representacéo do crescimento exponencial utilizando diferentes peliculas de controle solar

3.3.2 Partidado FBR
Na Figura 3.3, encontra-se 0 monitoramento on-line de temperatura e turbidez. Em I, a bomba

de recirculacdo estava desligada, entdo o liquido ndo passava pelo turbidimetro. O

crescimento observado pode ser devido ao liquido contido no turbidimetro e ndo no FBR.

Em IlI, com a bomba de recirculacdo ligada, a temperatura média do liquido foi de
56,2 + 1,9 °C, enquanto que a turbidez média foi 12,9 + 0,4 UNT, ndo detectando crescimento
microalgal. Sheng et al. (2011) constataram que temperaturas acima de 44 °C inibem
fortemente a taxa de crescimento especifico (diminui¢do de até 66 %), a taxa de producdo de
biomassa (diminuigdo de até 71 %), as taxas de utilizacdo de nutrientes (decréscimo de até
77 %) e taxa de producdo de lipidos (decréscimo de até 80 %) da microalga Synechocystis sp

cultivadas em FBR de 16 litros.
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Ja em ll1, quando foi colocada a pelicula azul espelhada, baseado nos resultados do item
3.4.1, a temperatura média monitorada do liquido foi de 44,4 £ 1,7 °C, implicando que a
pelicula de controle solar conseguiu reduzir a temperatura do liquido em em média 11,8 °C,
aumentando a turbidez meédia para 24,1 +0,6 UNT. Isto se deve pelo fato da pelicula
conseguir refletir parte dos raios infravermelhos, responséaveis pelo aumento da temperatura.
No dia 14,3 ocorreu um problema no FBR e 0 mesmo esvaziou-se, sendo inoculado
novamente (Item 3.4.3).
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Figura 3.3: Resultados do monitoramento on-line de temperatura e turbidez.

3.3.3 FBR operado em batelada e continuo
Apdbs a nova inoculacdo, o FBR operou em batelada, em I, conforme a Figura 3.4, onde

apresentou maximo de 385 UNT. Entretanto, quando o sistema operou continuamente, em I,
a turbidez diminuiu (medicdo on-line), em média, para 30 + 27 UNT, onde se constatou que o
tempo de duplicacdo microalgal ndo foi suficiente para uma producdo constante de
microalgas. Entretanto, a partir das medicdes off-line pode-se verificar por volta do dia 13,5
que a cultura comeca a se desenvolver, mesmo operando continuamente e com temperaturas
méximas em torno de 45 °C, apresentando uma taxa maxima de crescimento de 0,19 d™ (entre
13,5 e 21,7 dias). A partir destes resultados comegou a verificar as causas das discrepancias
entre as medicdes de turbidez on-line e off-line.
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Em I1l, o sistema retornou a operar em batelada, devido a andlise dos resultados on-line que
apresentavam o decaimento da turbidez. Entre os dias 36 e 44 ndo houve medi¢des on-line de

nenhum parametro devido a um problema no computador.

Em IV foi colocado o trocador de calor, conseguindo controlar até 3 °C (média de 31 + 5 °C).
Observou-se também que houve diferengas entre a turbidez medida on-line e a off-line. Isto
pode ter ocorrido devido a formacdo de espuma dentro do turbidimetro, apresentando
resultados que nao representaram a realidade. Devido este fato, em IV, ponto A, o
turbidimetro foi mudado de posi¢do, ocorrendo uma mudanga abrupta na turbidez. Baseado na
turbidez off-line, a taxa méaxima de crescimento exponencial (lms) obtida foi de 0,30 d*
(durante o periodo de 45,8 a 53,7 dias), onde a média das temperaturas maximas para este
periodo foram de 40 + 4 °C. Até o 58° dia, a cultura cresceu até 139 UNT, entretanto a mesma
iniciou a fase de morte das microalgas. Este fato ndo pode ser atribuido a temperatura visto
gue a mesma manteve-se praticamente constante, antes e depois da morte das microalgas. A
possivel causa pode ser a falta de CO, visto que ainda existia nitrogénio no meio de cultivo,
cerca de 10 mgNT.L™ e, conforme os resultados obtidos nos testes do Capitulo 2 (Figura 2.8),
pode-se verificar que os compostos carbonatados limitam muito mais o crescimento do que o
nitrogénio. Pode-se observar também que a cultura se desenvolveu mesmo com as

temperaturas méximas terem atingido 43 °C.
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Figura 3.4: Resultados monitoramento on-line de turbidez e temperatura ambiente e do liquido e off-line
de turbidez.
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As medicdes de turbidez alcangadas no FBR nédo atenderam o esperado, pois, baseado nos
testes do Capitulo 2, em condigdes controladas, a turbidez chegou a 1100 UNT em 20 dias,
em experimentos com Erlenmeyers de 250 mL cultivando microalgas em meio de cultivo
BBM, o mesmo utilizado neste teste. Entretanto, a taxa de crescimento maximo (0,19 d* para
continuo e 0,30 d* para batelada) néo é t4o inferior a dos encontrados nos testes do Capitulo

2. onde variou de 0,35 a 0,64 d™* cultivando também em meio BBM.

Com os resultados obtidos até aqui, conclui-se que algo pode estar limitando o crescimento
microalgal, onde os principais fatores que podem ser responsaveis por isso sao o nutriente
limitante ou o excesso de luz devido a espessura do FBR. Para isso, a pesquisa serad
continuada com o intuito de verificar essa causa e aprimorar o cultivo. Como os testes
realizados sdo preliminares, ainda se encontram muitas barreiras quanto ao cultivo de
microalgas em FBRs, principalmente operacionais, que ainda serdo estudas para alcancar
resultados satisfatorios de cultivo de microalgas em FBRs e, posteriormente, espera-se utilizar
a vinhaga digerida anaerobiamente como meio de cultivo, visto que os resultados obtidos nos

testes em condi¢des controladas (Capitulo 2) foram satisfatorios.

3.4 Concluséo

O principal fator que influencia e deve ser controlado em FBRs colocado no ar livre e
recebendo iluminacdo solar é a temperatura. Mecanismos de controle foram colocados no
FBR para isto, como pelicula de controle solar e trocador de calor com bomba de
recirculacdo. A pelicula de controle solar conseguiu controlar a temperatura do liquido em
torno de 11,8 °C, enquanto que o trocador de calor reduziu a temperatura em mais 3 °C.
Entretanto, a aplicabilidade de alguns desses dispositivos de controle de temperatura em
escala real pode ser limitada pelas despesas com energia para bombeamento e ventilacdo e,
por isso, alternativas mais econdmicas devem ser testadas no FBR. O uso da pelicula solar
pode ser uma alternativa, porém deve ser combinada com outro método como, por exemplo, 0

aumento da espessura do FBR.

Através das medigdes off-line de turbidez, a taxa méaxima de crescimento microalgal
exponencial ([max) foi de 0,30 d* para fluxo em batelada com pelicula de controle solar e
trocador de calor e 0, 19 d™ para fluxo continuo com vazdo de 5 L.d*, com pelicula solar, sem

trocador de calor.
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Conclusdes gerais e recomendacoes

4.1 Testes sem vinhaca
O principal parametro que precisa ser controlado para otimizar o processo de producédo de

microalgas & a temperatura, evidenciado tanto nos testes em condi¢des controladas
(Capitulo 2), como nos testes com o FBR disposto ao ar livre (Capitulo 3). A temperatura
6tima de cultivo do consorcio de microalgas analisado (Capitulo 2) é de aproximadamente
30°C, apresentando pms de 0,49 d*, enquanto que elas ainda conseguem se desenvolver a
45 °C ap6s adaptacdo, porém, com taxa de crescimento inferior (0,18 d™). J4 nos testes com o
FBR, o mesmo consércio de microalgas apresentou taxas de crescimento de 0,30 d™, com
temperatura média e méxima atingindo 31 e 40 °C, respectivamente. Esta taxa de crescimento
no FBR foi maior possivelmente pela adaptacdo das microalgas e pela variacdo de
temperatura durante o dia e noite, enquanto que nos testes em Erlenmeyers, a temperatura era
mantida constante. O uso da pelicula de controle solar no FBR apresentou-se como uma boa
alternativa para diminuir a temperatura do liquido, controlando até 11,8 °C.

O pH, no entanto, ndo parece influenciar na taxa de crescimento das microalgas na faixa de
pH de 6,0 a 8,5 e, além disso, observou-se a tendéncia do meio em elevar o pH no decorrer do
tempo, devido ao consumo de gas carbdnico e/ou ions bicarbonato pelas células das
microalgas. Isto pode ser vantajoso, pois apos a separacao das algas do seu meio de cultivo, a
reciclagem desse meio pode servir como alcalinizante para o reator anaerdébio fornecendo a
vinhaca digerida que serve como parte do meio de cultivo, ja que este processo tende a sofrer

acidificacdo. Assim, experimentos futuros serdo realizados de forma a verificar essa condicéao.

4.2 Testes com vinhaca
A maior taxa de crescimento (Umax) foi obtida utilizando a vinhaga digerida diluida a 48%

(v/v), onde apresentou pmax de 1,93 d, enquanto que, a uma concentracéo de 0 e 80% (v/v)
de vinhaca digerida, foram obtidos pmsx de 0,42 e 1,73 d*, admitindo-se crescimento
exponencial. O principal contribuinte para isso, além dos nutrientes presentes na vinhaga

digerida, pode ter sido o bicarbonato de sodio. Constatou-se também que a aeragdo e a
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esterilizacdo ndo influenciam significativamente em cultivos com vinhaga digerida,
apresentando mais uma vantagem da utilizacdo desse residuo, uma vez que ndo havera gastos

de energia com esses processos.

4.3 Sugestdes para trabalhos futuros
Recomenda-se que experimentos mais detalhados devem ser realizados para verificar

compostos que possam estimular ou inibir o crescimento microalgal e, com isso, pode-se
aperfeicoar o cultivo de microalgas, otimizando a produgdo de compostos que estimulem o

crescimento.

Recomenda-se também que se investigue o porqué que as microalgas ndo atingem uma
turbidez elevada no FBR como atingem nos testes em condicGes controladas, se € pela falta de

CO; ou fotoinibicao.

E por fim, aperfeicoar o0 método de Gompertz e Logistic para estimar a taxa maxima de

crescimento de microalgas utilizando vinhaca digerida anaerobiamente como meio de cultivo.
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Anexo 1
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Figura 0.1: A- Foto da lagoa de armazenamento de vinhaga onde a amostra foi coletada. B, C,D,Ee F —
Fotos do FBR.
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