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RESUMO

As microalgas tém chamado a atengdo da industria biotecnologica por serem
sintetizadoras naturais de produtos de alto valor agregado como B-caroteno, astaxantina, luteina,
acido docosahexaenoico, proteinas e pigmentos. Contudo sua exploragdo biotecnoldgica esta
muito aquém quando comparada a utilizagdo de leveduras e bactérias. O principal desafio
tecnologico que precisa ser superado nos cultivos algais ¢ a atenuacdo luminosa, que fornece a
esses microrganismos um ambiente ndo homogéneo de luz reduzindo/limitando o crescimento
celular. Considerando essas premissas, a presente Tese teve como principal objetivo o
desenvolvimento de um controlador automatico de radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR),
utilizando a logica Fuzzy para otimizar a produtividade de biomassa e reduzir os custos do
processo de produgdo. Foi desenvolvido um controlador policromatico de luz e, para isso, o estudo
foi dividido em cinco etapas: i) a primeira delas foi responsavel por fornecer todo o aparato
experimental necessario para os cultivos controlados e ndo controlados utilizados para a validagdo
do sistema proposto, que inclui dois painéis luminosos, o circuito controlador de poténcia e um
condensador especial; ii) a segunda etapa contou com o desenvolvimento de um sensor PAR, que
¢ o sistema indispensavel para monitoramento da PAR durante os cultivos e também por guiar o
controlador. O sistema desenvolvido foi submetido ao licenciamento de patente (INPI) e
apresentou custo dez vezes mais barato do que os sensores comerciais disponiveis no mercado;
iii) a terceira etapa contemplou o desenvolvimento do software responsavel pelo monitoramento
e controle das variaveis do fotobiorreator que foi registrado como SUPERSYS Photo®; iv) a
quarta etapa foi imprescindivel para a caracteriza¢do dos efeitos da qualidade da luz sobre a
composi¢do bioquimica da microalga cosmopolita Scenedesmus obliquus, sobre a qual ndo
encontramos discussdo na literatura). Isso permitiu compreender o comportamento bioquimico da
espécie quando submetida a diferentes comprimentos de onda (branco, azul, vermelho e mistura
de azul e vermelho). Estes resultados foram primordiais para a defini¢do do comprimento de onda
utilizado no controlador de luz, otimizando a produgdo de proteinas na composi¢ao final dos
cultivos, que de acordo com resultados apresentados a microalga utilizada sintetiza uma maior
fracdo de proteinas quando cultivada sob luz azul em relag@o a luz branca convencional; v) a
quinta e ultima etapa contemplou, de fato, o desenvolvimento do controlador policromatico de
luz baseado em logica Fuzzy, que foi capaz de aumentar a produtividade celular em mais de 200%
em cultivos de Scenedesmus obliquus e de reduzir em 30% os custos com energia elétrica.

Portanto, de modo geral, esta pesquisa em muito contribuiu com o desenvolvimento de processos,



controle e automagao em cultivos microalgais, abrindo caminho para uma ampliagao de escala de

cultivo com relagao custo/beneficio favoravel.



ABSTRACT

Microalgae have drawn the attention of the biotechnology industry for being natural
synthesizers of high added value products such as [-carotene, astaxanthin, lutein,
docosahexaenoic acid, proteins, and pigments. However, its biotechnological exploration is far
behind when compared to the use of yeasts and bacteria. The main technological challenge that
needs to be overcome is light attenuation, which provides these microorganisms with an
inhomogeneous light environment, implying non-optimized growth. Considering these premises,
the main objective of this Thesis was to develop an automatic control of photosynthetically active
radiation (PAR), using Fuzzy logic, in order to optimize productivity and reduce costs in the
production process. And for the full development of the polychromatic light controller, the study
was divided into five stages: i) the first one was responsible for providing all the necessary
experimental apparatus for the controlled and uncontrolled cultures used for the validation of the
proposed system, which includes two light panels, the power controller circuit, and a special
capacitor. Each luminous panel was made up of white, red, green and blue LEDs. The power
circuit, made up of transistors and resistors, allows the individual manipulation of the intensity of
each wavelength. The special condenser was developed with a Peltier chip, eliminating the need
to use another thermal bath in the process, reducing costs and simplifying the apparatus used; ii)
the second stage included the development of a PAR sensor, which is the indispensable system
for monitoring the PAR during cultivation and also for guiding the controller. The developed
system was patented and was ten times cheaper than commercial sensors available on the market;
iii) the third stage included the development of the software responsible for monitoring and
controlling the variables of the photobioreactor, which was registered as SUPERSYS Photo®,
being therefore the most important interface during the execution of crops, saving the data,
configuring the controller set points such as the ideal PAR, the emission wavelength, the
photoperiods, as well as the gas feed rate; iv) the fourth step was essential to characterize the
effects of light quality on the biochemical fraction of Scenedesmus obliquus (not yet discussed in
the literature), which allowed us to understand the biochemical behavior of the species when
subjected to different wavelengths (white, blue, red and mixture of blue and red). These results
were essential for defining the wavelength used as a setpoint in the light controller, optimizing
the production of proteins in the final composition of the cultures, which, according to the results
presented, Scenedemus obliquus synthesizes a greater fraction of proteins when cultivated under
blue light compared to conventional white light; v) the fifth and final stage actually included the
development of the polychromatic light controller based on Fuzzy logic, which was able to
increase cell productivity by more than 200% in Scendemus obliquus cultures and reduce power

costs by 30% electrical. Therefore, in general, this research has greatly contributed to the
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development of processes, control and automation in microalgal cultures, paving the way for an

expansion of the scale of cultivation with a favorable cost/benefit ratio.
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CAPITULO 1- INTRODUCAO

O uso biotecnoldgico de microalgas tem apresentado grande potencial para a produgao
de quimicos finos, de suplementos alimentares humanos e animais ¢ de biocombustiveis. Dentre
as possibilidades, estes microrganismos podem produzir acidos graxos insaturados, carotenoides,
xantofilas, vitaminas, proteinas em geral e minerais. O potencial comercial para a produgdo de
biomassa e metabolitos tem ganhado crescente reconhecimento pelos setores industriais
(ANDRADE et al., 2016; BOROWITZKA, 2013; CHENG-YAU et al., 2016; DALLAIRE et al.,
2007; ELOKA-EBOKA; INAMBAO, 2017; FERREIRA; GONZALEZ; FERNANDES, 2016;
GAO etal., 2016; HONDA et al., 2017; LORENZ; CYSEWSKI, 2000a; PRUVOST et al., 2016;
TEBBANI et al., 2014; TREDICI et al., 2016; WONG et al., 2016).

Além do interesse economico, essas fabricas celulares fotoautotrofas possuem um grande
apelo ambiental ao contribuir com a regeneracdo da atmosfera, consumindo o gas carbdnico ja
em excesso e restituindo os niveis de oxigénio. Este meio de producdo com sustentabilidade
ecoldgica tem sido cada vez mais valorizado por foruns globais representados pelo Protocolo de
Kyoto (1997), o acordo de Paris (2015), a rio 92 ou a Rio +20.

A maior parte dos bioprocessos da atualidade envolvem o cultivo de microrganismo em
um biorreator visando a produg@o de um metabdlito de interesse, € quando esses microrganismos
sdo fotoautotroficos, como as microalgas, esse equipamento requer um detalhe adicional e por
esse motivo ¢ chamado fotobiorreator. Um fotobiorreator se difere dos biorreatores pela area de
exposi¢do a luz, que ¢ de fundamental importancia nesse tipo de producdo. Contudo, além de uma
boa iluminacédo, o equipamento deve apresentar condi¢des favoraveis a transferéncia de massa e
de calor (TEBBANI et al., 2014; UGWU; AOYAGI; UCHIYAMA, 2008).

O desafio para aumentar a viabilidade da produgdo de microalgas estd em otimizar o
processo de transformagao da energia luminosa, a fotossintese. Uma das maneiras de atingir esse
objetivo é garantir a velocidade 6tima de crescimento para todas as células microalgais existentes
no cultivo (CUARESMA et al., 2009). Através da otimizagdo do fornecimento da luz pode ser
possivel garantir um cultivo onde o custo/beneficio seja favoravel e viabilize a comercializagdo
dos produtos advindos desses microrganismos (CUARESMA et al., 2009).

Um problema muito relevante na produgdo de microalgas relacionado a luz e relatado por
diversos autores, como TEBBANI et al. (2014) ¢ quanto a atenuagdo luminosa nos cultivos. Esse
efeito cria um gradiente de intensidade de luz que diminui a partir da fonte e € responsavel pela
diminui¢do das velocidades de crescimento de acordo com a profundidade do fotobiorreator e
densidade do cultivo. Estando diretamente ligada ao crescimento celular em cultivos batelada ou
batelada alimentada: o aumento da biomassa suspensa aumenta a quantidade de particulas
absorvedoras de luz, gerando o efeito de auto sombreamento das células. Isso faz com que as

microalgas no interior do reator ndo recebam a quantidade adequada de fotons para a fotossintese.
17



Essa problematica foi uma das vertentes que incentivaram o presente trabalho, juntamente aos
relatos de outros autores, que reportam efeitos da qualidade da luz sobre a composi¢do bioquimica
das microalgas (HAN et al., 2017, HWANG; MAIER, 2019), indicando que cada espécie
responde aos estimulos de diferentes comprimentos de onda de forma distinta.

O efeito da qualidade da luz na composi¢do bioquimica das células em conjunto com a
problematica da intensidade luminosa sob o crescimento microalgal formam uma estratégia
interessante para otimizar e viabilizar a produgdo de microalgas. Considerando essas premissas,
o presente estudo, teve como objetivo central, desenvolver um controlador de luz automatico para
ajustar a intensidade luminosa durante os cultivos, como também fornecer uma ferramenta antes
ndo abordada pela literatura dentro dos controladores de luz desenvolvidos para a produgdo de
microalgas, que consiste em permitir ao usuario do sistema escolher o comprimento ou a mistura
de comprimentos de onda que serdo emitidos e controlados pelo controlador. Manipulando assim

a composi¢ao bioquimica e otimizando a produtividade do cultivo.
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CAPITULO 2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MICROALGAS

As microalgas sao um dos importantes microrganismos fotossintetizantes que compdem
o fitoplancton, que ¢ uma nomenclatura utilizada para se referir ao conjunto dos microrganismos
que efetuam a fotossintese e vivem flutuantes em ecossistemas aquaticos (REYNOLDS, 2006).
Elas pertencem ao grupo de algas microscopicas, que podem ser unicelulares ou formadoras de
colonia e recebem esse nome por terem seu tamanho variando na escala dos micrometros
(SUGANYA et al., 2016). O termo “microalgas” pode incluir as algas, que sdo organismos
eucariontes fotoautotroficos (LEE, 2008) e as cianobactérias, que sdo organismos procariontes
com a capacidade de efetuar a fotossintese oxigénica (MARISCAL; HERRERO; FLORES,
2007). O processo de fotossintese do fitoplancton é responsavel por 95% da fixagdo de carbono
nos oceanos ¢ em escala global essa fixagdo representa 40% da incorporag@o anual de carbono
(FALKOWSKI; KOLBER, 1995).

A microalga Scenedemus obliquus, espécie utilizada neste estudo, faz parte do conjunto
denominado “algas verdes” e foi isolada de ambientes de agua doce. Essas algas sdo constituintes
do filo Chlorophyta que contemplam as algas unicelulares e multicelulares que possuem clorofila
aeb (TORTORA; FUNKE; CASE, 2006). Um papel ecoldgico importante das microalgas verdes
¢ serem responsaveis pela producdo primaria nas cadeias alimentares aquaticas (LELIAERT et
al,, 2012). Além da importancia ecologica das microalgas, existe um grande potencial
biotecnologico na sua utilizagdo para produgdo de quimicos finos e suplementos alimentares
(SPOLAORE et al., 2006; YING YING TANG et al., 2020). Produtos de alto valor agregado
como B-caroteno, astaxantina, luteina, acido docosahexaenoico e pigmentos como as ficobilinas
(BOROWITZKA, 2013) também sdo uma possibilidade para o uso desses microrganismos, o que
chama bastante atengdo. Contudo os altos custos de produgdo, inviabilizam esses processos
(BOROWITZKA, 2013).

Os altos custos sdo derivados do baixo rendimento de biomassa, que na maioria dos casos
esta atrelado a fonte de energia, a luz (CARVALHO et al., 2011). Problemas como a atenuacgéo
luminosa durante os cultivos, sdo efeitos que proporcionam as células um ambiente ndo
homogéneo em relagdo a intensidade luminosa, fazendo com que elas experimentem regioes de
luz adequada, outras com intensidade insuficiente, como também regides de escuro total dentro
dos sistemas de cultivo.

As microalgas sdo geralmente cultivadas em dois tipos de sistemas, as lagoas que sdo os
sistemas abertos ¢ os fotobiorreatores que constituem os sistemas fechados. Nos sistemas
fechados a luz ¢ distribuida de maneira mais homogénea através de projetos de fotobiorreatores

otimizados, como o do fotobiorreator de paredes planas (POSTEN, 2009). Ja as lagoas, que
19



carregam esse nome justamente por serem muito similares as lagoas convencionais, 90% da
energia luminosa que é recebida nesse sistema ¢é absorvida logo nos primeiros centimetros da
cultura (BOROWITZKA; MOHEIMANI, 2013). Isso implica em uma ma distribui¢do de luz, ou
em gastos altos para proporcionar grandes areas com poucos centimetros de profundidade,
melhorando assim a disposi¢do da luz, que é absorvida pelas microalgas para executarem a

fotossintese.

2.2 FOTOSSINTESE

Um organismo fotossintetizante ¢ definido como sendo aquele em que a maior parte da
energia destinada para a sintese celular é derivada da luz (GEST, 2002). Portanto para o completo
entendimento dos processos que envolvem a luz nesses organismos, os conceitos fundamentais
da fotossintese devem ser abordados. Em linhas gerais a fotossintese ¢ a transformacgéo de energia
luminosa em energia bioquimica utilizada pela microalga para se desenvolver (NELSON; COX,
2011). Esse processo contempla uma série de reagdes que sdo divididas em duas fases, chamadas
erroneamente de “fase clara” e de “fase escura”.

A etapa fotoquimica que é o termo comumente utilizado para a fase clara, é a etapa na
qual os fotons de luz sdo absorvidos através das membranas dos tilacoides nos cloroplastos. E
nessa etapa que as moléculas de agua sdo quebradas pelo processo de fotolise, liberando O, e
elétrons que serdo transportados por uma cadeia ndo ciclica. Nela existe também a formacao de
ATP (adenosina trifosfato) através de ADP (adenosina difosfato) e de Pi (fosfato inorganico) e a
redugéo da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato NADP*" em NADPH, compostos que serdo
utilizados pela etapa seguinte (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2002; FALKOWSKI; RAVEN,
2007).

A etapa bioquimica, termo normalmente utilizado para a fase escura, ¢ a etapa do
conhecido Ciclo de Calvin ou Ciclo das pentoses. Foi amplamente chamada de fase escura
justamente porque ela ndo depende diretamente da luz, o que causou inferéncias erroneas, pois a
fase bioquimica ndo ocorre apenas na escuriddo (auséncia da luz). Esta etapa depende do ATP e
do NADPH (produtos sintetizados na fase fotoquimica) para assimilar o CO, e produzir o
gliceraldeido 3-fosfato (G3P), que ¢ o composto fundamental para a formagado de todo o arsenal
de biomoléculas encontrados nas microalgas, tais como agucares, amido, aminoacidos e acidos
graxos (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2002; FALKOWSKI; RAVEN, 2007; MASOJIDEK;
TORZILLO; KOBLIZEK, 2013).

Visto as duas etapas em que o processo da fotossintese ocorre, outro ponto indispensavel

¢ a compreensao de como a luz é absorvida na etapa fotoquimica. Como dito, os cloroplastos sdo
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as estruturas responsaveis por esse feito, e o fazem através de complexos proteicos de pigmentos
que sdo agregados a sua membrana tilacoidal, conhecidos como fotossistemas (NUGENT;
PURTON; EVANS, 2003).

Os fotossistemas podem ser divididos em duas partes, a primeira delas ¢ o complexo que
captura a luz, conhecido como complexo antena e a segunda ¢ o centro de reagdo. O complexo
antena tem por funcgdo absorver a energia luminosa e ¢ constituido em sua maior parte por clorofila
a (que absorve intensamente vermelho e azul e reflete o verde, por isso a coloracdo esverdeada
das células) (MADIGAN, MARTINKO, BENDER, 2016) e por outros pigmentos, conhecidos
como pigmentos acessoOrios, que ganham esse nome justamente por auxiliarem o processo de
captura de luz. Sdo eles, as clorofilas b, ¢ e d que auxiliam na captag¢do da luz, transferindo a
energia luminosa para a clorofila a e os carotenoides ¢ xantofilas, que atuam diretamente na
protecdo do aparato fotossintético, protegendo essa estrutura de danos oxidativos causados pelo
excesso de energia luminosa (CAHOON; TIMKO, 2003; LARKUM, 2016). Cada um dos
pigmentos fotossintéticos absorvem em uma faixa de comprimento de onda diferente, como por
exemplo a clorofila a absorve em cerca de 430 e 680 nm, ja a clorofila b em cerca de 450 e 660 nm
(KEELING, 2013; TAKAICHI, 2011). A energia captada pelo complexo antena ¢ transferida por
ressonancia ao centro de reagdo, que contém um par de clorofila a especial, conhecida por P680
(fotossistema II) e P700 (fotossistema I). O centro de reagdo, por sua vez, utiliza de reagdes de
oxido redugdo para separar as cargas, iniciando o processo de transformagao da energia luminosa

em energia quimica (KRAUSE; WEIS, 1991). Mas o que de fato ¢ a luz?

23 LUZ

A luz, como visto na se¢ao anterior, ¢ uma importante fonte de energia para a fotossintese
das microalgas. Fundamentar seus conceitos basicos se faz necessario para uma compreensao
eficiente desse mecanismo. Considerando essas premissas, a seguir serdo abordados conceitos
fundamentais para entender essa forma de energia.

A “luz” quando assim mencionada, faz referéncia a energia eletromagnética, que esta
compreendida dentro da faixa de 400 -700 nm do espectro, também chamada de espectro visivel.
Apesar da natureza particulada dessa energia ela se comporta em algumas circunstancias como
onda (KIRK, 1994). Portanto cada féton tem um comprimento de onda e uma frequéncia, a
Equacdo 1 apresenta como elas estio relacionadas:

A=c/v Equagéo 1
Na equagao:
A € o comprimento de onda (m)
¢ ¢ a velocidade de propagacdo da luz em um determinado meio (m.s™)

v ¢é a frequéncia (s)
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A energia contida em um féton varia com a frequéncia de acordo com a Equagdo 2. Dessa
forma ¢é possivel notar que existe um comportamento inverso da energia em relagdo ao
comprimento de onda, ja que pela Equacdo 1 a frequéncia ¢ igual a velocidade de propagacdo da
luz em um determinado meio, dividida pelo comprimento de onda, deixando implicito que quanto
maior o comprimento de onda menor serd a sua energia (HALLIDAY; RESNICK; WALKER,
2014; KIRK, 1994).

e=h.v=hc/A Equagéo 2

Na equagao:
€ ¢ a energia (J)

h ¢ a constante de Planck (J.s)

2.3.1 Fontes de Luz

A fonte natural e mais conhecida de energia eletromagnética € o Sol, em dias comuns de
verdo ele emite sob uma superficie horizontal da terra com éarea de 1 m?, cerca de 10*! quanta de
luz visivel por segundo sem nenhum custo (KIRK, 1994). Contudo por mais que o sol seja a fonte
de energia mais econdmica para a producdo de microalgas, sua utilizagdo enfrenta alguns
empecilhos. Como exemplo tem-se a grande variagdo da intensidade luminosa durante o periodo
iluminado, alcangando altos valores proximo ao meio-dia ¢ intensidades baixas proximos ao
nascer ¢ ao por do sol.

O uso de fontes artificiais como os LEDs (diodo emissor de luz) que permitem a
manipulagdo da densidade do fluxo de fotons fotossintéticos (PPFD), do fotoperiodo (que ¢ o
periodo em que a cultura esta iluminada e o que esta na auséncia de luz) e do espectro de emissao
(CARVALHO et al., 2011) trazem melhorias na produtividade e na qualidade da biomassa das
microalgas. Esse gasto energético é economicamente viavel para produtos microalgais de alto
valor (BLANKEN et al., 2013). Além das vantagens citadas, eles ainda permitem fornecer a
cultura uma luz intermitente através da modulagdo da largura do pulso, que pode ser uma
estratégia responsavel por aumentar a produgdo de biomassa microalgal (GROBBELAAR;

NEDBAL; TICHY, 1996; LUNKA; BAYLESS, 2013; MATTHIIS et al., 1996).

2.3.2 Efeitos da intensidade da luz nas microalgas
Depois de compreender os mecanismos bioldgicos basicos da fotossintese em microalgas,

fica claro que a luz é um dos principais fatores para que esse fendmeno ocorra. A literatura tem
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mostrado que a intensidade da luz influencia diretamente no crescimento € na composig¢ao
bioquimica das microalgas. Portanto, a presente se¢do tem como objetivo apresentar alguns
resultados da literatura sobre esses efeitos. Liu et al. (2012), por exemplo, investigaram os efeitos
de trés niveis de intensidade de Iuz na producdo de lipidios ¢ na composi¢do de acidos graxos,
que sdo parametros fundamentais para a producdo de biodiesel. Sendo demonstrado que a relagdo
carotenoide/clorofila foi maior quando a microalga Scenedesmus sp. 11-1 cresceu sob 250 e 400
umol fétons.m2.s*do que sob 50 umol fotons.m2.s!, mas o conteudo de proteina foi menor. O
maior rendimento de biomassa e concentragdo de lipidios foram alcancados com intensidade de
luz de 400 umol fotons.m=.s e os principais acidos graxos de Scenedesmus sp foram os acidos
oleico (43-52%), palmitico (24—27%) e linoléico (7—11%). Mais recentemente, Lai et al. (2019)
estudaram o crescimento de Dunaliella viridis em um fotobiorreator com intensidades de luz
iniciais variadas (100, 300, 400 ¢ 600 pumol fotons.m=2.s') e niveis de nitrogénio (9 e 60
gm>). Eles obtiveram que a produgdo maxima de lipidios estava na concentragdo inicial de
nitrogénio de 9 gm= e 300 umol de fotons.m=2.s! de intensidade de luz. Além disso, o estudo
demonstrou relagoes lineares entre intensidade de Iuz e concentracdo de biomassa, e também entre
intensidade de luz e clorofila a. Além disso, os autores mostraram que ¢ possivel utilizar dados
de luz em tempo real como método de quantificagdo de biomassa e clorofila a. Gris et al. (2014)
estudaram Scenedesmus obliquus cultivada sob diferentes intensidades de luz e ciclos de claro-
escuro. Eles mediram o crescimento, produtividade, fotossintese e composi¢do bioquimica da
microalga. Os autores verificaram que a taxa maxima de crescimento foi obtida em 150 pumol
fotons.m=.st, acima desse valor, apesar do acumulo de biomassa, a fotoinibicdo e o estresse
oxidativo diminuiram a eficiéncia fotossintética. Mais informacdes sobre os efeitos da intensidade
da luz no crescimento das microalgas podem ser encontradas nos estudos de Sforza et al. (2012),
Iasimone et al. (2018), Huesemann et al. (2013), Gonzalez-Camejo et al. (2018), Patel et al.
(2019), Whitton et al. (2019) ¢ Cuaresma et al. (2009). A Tabela 1 apresenta os principais

resultados dos artigos recentes sobre o tema.
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Tabela 1: Principais tendéncias nos efeitos de intensidades de luz variadas no cultivo de microalgas. Os valores de

intensidade da luz sdo relatados como pmol fétons.m2.s

—1

(380-780 nm)

contetdo de lipidios e
rendimento de biomassa.

Microrganismo Fonte de luz Melhor intensidade Efeitos Principais Referéncia
de luz
Policultura Lampadas 100 (em comparagdo | Produtividade de biomassa e (IASIMONE et al.,
microalgal fluorescentes com 20 e 50) maior teor de massa lipidica 2018)
Scenedesmus sp. Lampadas 400 (em comparagao Maior relagdo de (LIU et al., 2012)
tricromaticas com 50 e 250) carotenoides e clorofila,

adequada para um
crescimento mixotrofico
efetivo. Condic¢ao suficiente
de luz necessaria para o
crescimento mixotrofico

Scenedesmus Lampadas 150 (em comparagdo | Taxa maxima de crescimento (GRIS et al., 2014)
obliquus fluorescentes de | com 10, 50, 200, 350
até 150 umol ¢ 1000)
fotons.m?.s"'e
LED para
intensidades mais
altas
Scenedesmus LED 200 (em comparagao Otima remediagio de (WHITTON et al.,
obliquus com 50, 200 e 1000) nutrientes 2019)
Nannochloropsis LED SL 3500 150 (em comparagao Maior nimero de células e (SFORZA et al., 2012)
salina com 5, 50, 120, 150, taxa de crescimento. Células
250, 350 ¢ 1000) superiores se protegem do
excesso de luz
Ecossistema Lampadas 125 (em comparagdo | Aumento da produtividade da (GONZALEZ-
complexo fluorescentes com 40 e 85) biomassa CAMEIJO et al., 2018)
contendo
microalgas,
algas e bactérias
Chlorella sp. LED 35e 150 A deficiéncia de luz foi (PATEL et al., 2019)

2.3.3 Efeitos de diferentes comprimentos de onda no crescimento de microalgas

A literatura mostra que os efeitos dos distintos comprimentos de onda podem ser sentidos

de diferentes formas pelas espécies microalgais, que sdo de suma importancia para otimizar a

composi¢ao bioquimica da microalga cultivada, proporcionando assim concentragdes maiores do

composto de interesse a cada cultivo. A intengdo central dessa se¢do ¢ apresentar alguns

resultados da literatura sobre esses estudos.
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Iniciando a tematica considerando os estudos que levaram ao uso da luz verde para o
cultivo de microalgas, Mohsenpour ¢ Willoughby (2013) divulgaram que essa faixa de
comprimento de onda promoveu a produgdo de clorofilas a € b em uma cepa de C. vulgaris. E
também mostraram a menor concentragdo de biomassa para G. membranacea, quando cultivadas
em fotobiorreatores sob esse comprimento de onda. Das et al., (2010) obtiveram rendimento
maximo de ésteres metilicos de acidos graxos para Nannochloropsis sp. quando as culturas foto-
e mixotroficas foram expostas ao LED verde. O trabalho de Baba et al., (2012) no entanto,
mostrou que no crescimento de Botryococcus braunii, a luz verde foi menos eficaz do que a azul
e a vermelha para o crescimento, fixagdo fotossintética de CO, e produgdo de
hidrocarbonetos. Mais recentemente, Jung et al., (2019) descobriram que o LED verde promoveu
o maior teor de lipidios, atingindo ~ 61% (p/p) do peso celular seco em Phaeodactylum
tricornutum, Dunaliella tertiolecta e Isochrysis galbana.

Para luz azul, Chen et al., (2010) estudaram a cianobactéria Spirulina platensis em frascos
com agitagdo e observaram que esse comprimento de onda rendeu as melhores taxas de produgdo
de pigmentos especificos (clorofila a e ficocianina) em altos niveis de intensidade de luz, 3.000
umol fotons.m=2.s'. Shu et al., (2012) e Pérez-Pazos e Fernandez-Izquierdo (2011)
cultivaram Chlorella sp, os primeiros autores em um reator coluna de bolhas e os ultimos em um
fotobiorreator de serpentina. Shu et al. (2012) indicaram que o LED azul a 1000 lux foi o ideal
para a formacdo de Oleo, assim como Pérez-Pazos e Fernandez-Izquierdo (2011) que também
mostraram uma maior producdo de lipidios sob luz azul. Izadpanah et al. (2017) também
trabalharam com a Chlorella sp. investigando o papel do espectro de luz no isolamento e no
crescimento de microalgas de aguas residuais urbanas. Indicando que as maiores células, as
maiores densidades de biomassa e de lipidios também foram encontradas usando a luz azul. Zhao
et al. (2018) estudaram a Chlamydomonas sp . e obtiveram o conteudo ideal de luteina sob luz
azul. A luteina ¢ frequentemente usada como aditivo alimentar e desempenha um papel critico na
fotossintese ¢ fotoprotecdo nas microalgas. No entanto, os melhores resultados de crescimento
celular foram encontrados sob luz branca. Fu et al. (2013) cultivaram Dunaliella salina em um
reator de coluna de bolhas sob a combinacao de luz azul e vermelha e mostrou acimulo de luteina
¢ P-caroteno. Han et al. (2019) teve resultados semelhantes cultivando o mesmo organismo ¢
usando um sistema de deslocamento de comprimento de onda de LED azul-vermelho, obtendo

uma maior densidade e produtividade de B-caroteno quando comparado a um tnico diodo emissor
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de comprimento de onda. Bredda et al. (2020) também combinou azul e vermelho e obteve uma
maior produtividade de lipidios para Dunaliella salina, mas a produtividade 6tima de biomassa
foi alcangada sob uma mistura de 65% de luz azul e 35% de luz verde. Beltran (2013) e Katsuda
et al. (2004) cultivaram Haematococcus pluvialis em fotobiorreatores e vasos de vidro,
respectivamente. O primeiro descobriu que para comprimentos de onda mais curtos (luz azul) o
tamanho da célula, a quantidade de pigmento vermelho e a cinética de crescimento eram maiores
do que a cultura iluminada com luz verde. O segundo, por sua vez, mostrou que comprimentos
de onda curtos induzem o acumulo de astaxantina e também, que a luz intermitente de LEDs azuis
¢ um método de iluminagdo promissor para o cultivo de algas em ambientes fechados. Marchetti
et al. (2013) estudaram a Isochrysis sp e relataram que o conteudo relativo de carboidratos foi
menor sob luz azul do que sob luz branca, enquanto a clorofila a e a atividade fotossintética foram
maiores. Em contraste, a cota de carbono foi menor ¢ o contetido de proteina foi maior sob luz
azul do que sob luz branca. Yoshioka et al. (2012) estudaram a Isochrysis galbana e de acordo
com seus experimentos, a densidade celular da amostra cultivada sob luz azul intermitente foi
significativamente maior do que nos outros comprimentos de onda. Das et al. (2010) e Kim et al.
(2014) cultivaram a Nannochloropsis sp, os primeiros autores atingiram a taxa de crescimento
especifico maximo com LEDs azuis ¢ os segundos indicaram um aumento da evolugdo
fotossintética de oxigénio, fixacdo de carbono e absor¢ao de nutrientes pela luz azul.

Em relagdo aos efeitos da luz vermelha no crescimento de microalgas, Kim et al., (2014)
afirmaram que mudancas fisioldgicas mais significativas foram observadas sob luz vermelha do
que sob luz azul para o cultivo de Nannochloropsis gaditana e também, que a iluminagdo
vermelha pode ser util para a producdo de lipidios. Shu et al. (2012) obtiveram resultados que
indicaram que o comprimento de onda ¢ a intensidade de luz ideais para a formagdo de biomassa
de Chlorella sp era o LED vermelho a 1000 Iux. Chen et al. (2010) também atestaram que o LED
vermelho ¢ o melhor para o crescimento de algas no cultivo de Spirulina platensis. Rendon
(2013), entretanto, obteve os menores valores de produgdo de biomassa para Chlorella
vulgaris utilizando luz vermelha e os maiores valores encontrados foram quando a cultura foi
exposta a luz branca. Das et al. (2010) também teve uma taxa minima de crescimento especifico
para LEDs vermelhos. Mais resultados sobre o uso de luz verde, azul e vermelha usada para
cultivar microalgas estdo disponiveis em Okumura et al. (2015), Koc e Anderson (2012), Kwon

et al. (2013), Costa et al. (2013), Abiusi et al. (2014), Markou (2014), Kula et al. (2014), Atta et
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al. (2013), Teo et al. (2014), Xu et al. (2013), Vejrazka et al. (2012), Deniz et al. (2019), Bernstein
etal. (2014).

A fim de utilizar a intensidade e a qualidade da luz como ferramentas de manipulagéo da
composi¢do bioquimica das células e de otimizagdo na produgdo microalgal, um controlador

policromatico de luz foi proposto no presente trabalho baseado na logica Fuzzy.

24 FUZZY

2.4.1 Lobgica Fuzzy

No Brasil nos referimos a logica Fuzzy, utilizando a seguintes expressoes: logica difusa
ou logica nebulosa. O entendimento da logica e do controle nebuloso esta baseado nos conceitos
fundamentais da teoria difusa que serdo apresentados nesta segao.

De maneira geral, a 16gica nebulosa é um sistema que se baseia em cima de um raciocinio
aproximado. E isso quer dizer que para uma determinada agdo, essa logica se baseia em
expressoes vagas, ou subjetivas, como ¢ o caso do pensamento humano, em contrapartida a logica
classica resulta apenas em verdadeiro ou falso. Ou seja, nesse tipo de raciocinio € possivel dizer
que algo ¢ parcialmente falso, ou parcialmente verdadeiro. Um exemplo disso ¢ quando
colocamos um observador humano para responder se um conjunto de 4 tagas de vinho, que foram
preenchidas de maneira desigual, estdo cheias ou vazias. De acordo com a pergunta seria possivel
responder para uma analise classica de uma das tacas se ela se encontra cheia ou vazia. Mas e se
a taca estiver parcialmente cheia? Ou parcialmente vazia? A 16gica nebulosa entdo surgiu para
lidar com essas incertezas, transformando as informagdes aproximadas para um formato numérico
que pode ser facilmente manipulado por computadores (PASSINO; YURKOVICH, 1998).

Os conjuntos Fuzzy, ou conjuntos nebulosos, foram desenvolvidos para lidar com
conjuntos onde a fronteira ndo era definida. Ou seja, conjuntos como “Volume alto” ou “Agitagdo
baixa” que ndo possuem um critério de pertinéncia definido. Ao definir o conjunto de “Volume
alto” dentro da logica ordinaria, que era a ferramenta disponivel antes da utilizagdo do conjunto
Fuzzy, nimeros eram atribuidos a este conjunto, € o que estivesse fora ndo era considerado como
um alto volume, considerando essas premissas muitas imprecisoes eram geradas. O que foi sanado
pelos conjuntos nebulosos que atribuiam graus de pertinéncia ao conjunto em questdo, que
podiam variar de 0 a 1, sendo 0 quando o elemento néo pertencia e 1 quando ha a total pertinéncia
(ZADEH, 1965).

A definicdo do grau de pertinéncia de cada conjunto ¢ dada através das fungdes de
pertinéncia, que consideram todos os elementos de um conjunto. Estas fungdes podem assumir

diversas formas (quadradas, retangulares, trapezoidais, triangulares entre outras). E a diferenca
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entre elas esta nas informagdes que serdao geradas. Perdas podem ser sentidas em regides onde a
inclinagdo é zero ¢ podem ser reduzidas em regides mais suaves das formas (NELLES, 2001;
PASSINO; YURKOVICH, 1998).

As variaveis linguisticas, como o proprio nome ja diz, sdo varidveis em que seus valores
ndo sdo nimeros e sim expressdes. Como por exemplo intensidade da luz, velocidade, presséo
etc. Elas sdo utilizadas dentro da 16gica Fuzzy pela facilidade de aplicagdo junto as regras que sdo
formadas. Contudo, por serem linguisticas elas com certeza sdo menos especificas que as
numéricas normalmente utilizadas. Os valores linguisticos sdo aplicados as variaveis linguisticas
e se apresentam por exemplo da seguinte maneira: alto, baixo, 6timo, muito baixo, muito alto e
etc, que sdo intervalos que permitem a percepcdo dos dados quando agregados as variaveis
linguisticas (PASSINO; YURKOVICH, 1998; SIMOES; SHAW, 2007).

Dessa forma quando analisamos uma funcdo de pertinéncia seja ela qual for, que
represente por exemplo a intensidade luminosa, ela pode assumir alguns intervalos definidos
previamente, como por exemplo: baixa, média e alta. E é através dela que de forma semelhante
ao pensamento do ser humano, € possivel passar de uma regido de intensidade de luz baixa para
uma de intensidade de luz média de forma suave e gradual (NELLES, 2001).

Um tultimo conceito fundamental do Fuzzy sdo os operadores 16gicos, que ja sdo bastante
difundidos: “SE”, “E”, “ENTAO” “NAO” e “OU”. A sua utilizacdo ¢ dada através de uma
estrutura dividida em duas partes no minimo (NELLES, 2001; PASSINO; YURKOVICH, 1998).
A antecedente, que vem antes da utilizagdo do operador ¢ a consequente, que vem ap6s. Seguindo
0 mesmo exemplo da intensidade luminosa, podemos exemplificar essa utilizacdo:

“SE intensidade luminosa for baixa ENTAO a luz ndo é suficiente”
2.4.2 Controle Fuzzy

A diferenca do controle Fuzzy com alguns controles classicos estd na modelagem
matematica que ¢ desenvolvida para representar o processo. Controles classicos podem se basear
em modelos do processo para serem sintonizados, ja o controle Fuzzy, baseia-se no conhecimento
do especialista daquele processo. Através de algoritmo capaz de converter as estratégias de
controle de natureza “humana” em estratégias de controle automatico (PASSINO;
YURKOVICH, 1998). Considerando essas premissas quando a modelagem do processo ¢
complexa, mas existe um especialista com plenos conhecimentos sobre as agdes de controle da
planta, essa abordagem pode ser aplicada.

Um processo controlado por um controlador Fuzzy apresenta uma estrutura comum de
“looping” onde o controlador alimenta os atuadores do sistema, que por sua vez aplicam ou ndo
acdes no processo, as consequéncias destas acdes sdo monitoradas por sensores que alimentam o

controlador Fuzzy com os dados sobre o processo. A expressdo “controlador Fuzzy” se refere a
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um conjunto de componentes basicos como a interface de fuzzyficagao, a base de conhecimento,
a base de dados, o procedimento de inferéncia e a interface de defuzzyficagdo (GOMIDE;
GUDWIN, 1994).

A interface de fuzzyficacdo ¢ responsavel por receber os dados das variaveis de entrada,
advindos dos sensores, efetuar a normaliza¢do destes, e aplicar o processo chamado de
fuzzyficagdo, que nada mais é do que a transformag¢@o dos nimeros recebidos em conjuntos Fuzzy
constituintes das variaveis linguisticas utilizadas neste tipo de abordagem néo classica.

A base de conhecimento ¢ o componente que estd implementado com as regras de
controle, ou seja, as ag¢des relacionadas ao conhecimento do especialista humano, ¢ onde a
estratégia do controlador se encontra. Ja a base de dados ¢é o local destinado ao armazenamento
das fungdes de pertinéncia e das caracteristicas das regras linguisticas, ou seja, de todas as
informagdes do processo. As regras Fuzzy como mencionadas acima sdo muito importantes para
o controlador Fuzzy, pois sdo através delas que as ag¢des sdo inferidas. Como por exemplo:

“SE a intensidade da luz esta baixa ENTAO aumente a poténcia do painel luminoso”

Neste caso a premissa contida no “SE” representa a condicdo e o consequente do
“ENTAO” a agiio. Dessa forma as regras nebulosas sdo criadas e o comportamento do sistema
sera caracterizado por elas.

O procedimento de inferéncia é um componente muito importe pois € nele em que todas
as acoes acontecem. Neste “local” os dados de entrada sdo processados, as regras Fuzzy sdo
avaliadas e a inferéncia das agdes que serdo tomadas pelo controlador Fuzzy sdo obtidas através
dos operadores logicos. Logo apés esta etapa, para que as a¢des de controle sejam recebidas de
maneira matematica pelos atuadores, a interface de defuzzyficagdo ¢ de suma necessidade, essa
interface é responsavel por transformar as agdes de controle Fuzzy, através do mapeamento dos
valores de saida fuzzyficados em seus valores correspondentes do universo real das variaveis

(GOMIDE; GUDWIN, 1994; PASSINO; YURKOVICH, 1998).

2.5 CONTROLE DE LUZ NA PRODUCAO DE MICROALGAS

O controle de processos ¢ uma ferramenta amplamente utilizada, pois otimiza, garante a
seguranca e reprodutibilidade da operacdo de sistemas de producdao de microalgas. As logicas de
controle mais utilizadas sao heuristicas, On/ Off e PID. Porém, ao analisar processos que utilizam
microrganismos para a fabricacdo de produtos de interesse, muitos deles ainda ndo utilizam o
controle de processos como aliado para alcancar melhores resultados, o que implica em um amplo
campo de aplicagdo dessa ferramenta, denominado “controle de bioprocessos”.

As técnicas mais utilizadas para controle de bioprocessos sdo baseadas em sistemas de
feedback. Esses sistemas manipulam as variaveis apropriadas com base em alguma ldgica ¢ na

medi¢do ou estimativa da variavel controlada. Neste tipo de controle, a variavel medida é
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comparada com o ponto de ajuste desejado para gerar uma resposta de controle. Existem varios
algoritmos de controle disponiveis, dos mais simples aos mais complexos, como On / Off, PID,
Controles Avangados, Logica Fuzzy, Heuristicas ¢ Redes Neurais Artificiais (CASTRUCCI;
BITTAR; SALES, 2011; OGATA, 2010).

Assim, nesta se¢do sera fornecido o estado da arte sobre controle de luz na produgao de
microalgas, devido a importancia discutida anteriormente sobre esta variavel durante o cultivo de

microalgas.
2.5.1 Estratégias de Controle de Luz Nao Automatizadas

O controle da luz em microalgas € encontrado de duas maneiras: os controladores manuais
e os automatizados. De forma ndo automatizada, Hwang e Maier (2019) estudaram os efeitos da
intensidade da luz e do comprimento de onda na composicao lipidica e no crescimento de
Neochloris oleoabundans, e usaram um controle manual para variar a quantidade e a qualidade
da luz. A estratégia utilizada foi ligar ou desligar as lampadas individualmente. Essa manipulagdo
levou os autores a constatarem que para essa espécie, a luz vermelha proporcionou a maior taxa
de crescimento ¢ favoreceu a producdo de acidos graxos monoinsaturados de acordo com o
aumento da intensidade da luz. Os autores relataram ainda que a estratégia de controle do
comprimento de onda da luz foi eficaz em aumentar a producao do referido metabolito ¢ poderia
melhorar a sustentabilidade econdmica de sistemas de produgdo de microalgas para bioquimicos
especificos. Seguindo a linha de controle da qualidade da luz, Han et al. (2017) utilizaram a
técnica de controle policromatico durante o cultivo da espécie Nostoc flageliforme. A intensidade
da luz foi manipulada ajustando-se a distancia do frasco de cultura em relagdo as lampadas da
fonte e sua quantificacao foi dada por um sensor de luz solar quantico Light Scout Dual (Spectrum
Technologies, EUA). Os resultados do trabalho permitiram aos autores relatarem um aumento de
66% na biomassa ¢ um aumento de 217% na produgao de polissacarideos extracelulares.

O controle da intensidade da luz ¢ frequentemente denominado lumostato, termo utilizado
na literatura para caracterizar um sistema que visa prevenir a fotoinibi¢do da cultura em baixas
densidades celulares e também ndo limitar esse processo devido ao autossombreamento quando
altas densidades celulares sdo atingidas (ERIKSEN; GEEST; IVERSEN, 1996). Os trabalhos que
citaram esse termo sdo apresentados a seguir.

Imaizumi et al. (2016) submeteram uma cultura de Chlorella zofingiensis a agdo
lumostatica, o que implicou em aumentar a intensidade luminosa do cultivo em relagdo ao
aumento da biomassa microalgal. A luminosidade foi medida com sensor quantico (QSPL-2101,
Biospherical Instruments, EUA) e a densidade da cultura foi obtida pelo procedimento de

biomassa seca. Esta abordagem permitiu a maior densidade celular (13,5 £ 0,35 g. L) e taxa de
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produgdo de biomassa volumétrica (2,41 + 0,12 g.L'.dia") ja relatada em qualquer cultura
fotoautotrofica anterior desta espécie de acordo com os autores.

Choi et al. (2003) também desenvolveram uma agdo lumostatica sobre um fotobiorreator
de coluna de bolhas para o cultivo da espécie Haematococcus pluvialis. O parametro de controle
foi a taxa especifica de captura de luz (ge), que ¢ a quantidade total de energia luminosa absorvida
pela cultura dividida pela biomassa total presente. A manipulagdo da energia luminosa foi feita
através do numero de lampadas e sua distdncia do fotobiorreator. Essa intensidade de luz foi
medida com um sensor quantico LI-COR (LI-190SA, LI-COR, Lincoln, NE, EUA). O trabalho
demonstrou a superioridade da a¢do lumostatica quando comparada aos resultados sob brilho
constante.

Trabalho semelhante ao de Choi et al. (2003) foi desenvolvido por Chen et al. (2011).
Eles propuseram um lumostato que foi testado usando a espécie Chlorella sp. A luz era fornecida
por dois painéis, cada um compreendendo 30 lampadas fluorescentes (Philips 8 W) cuja
intensidade era variada ajustando-se o niumero de lampadas e a distincia entre os painéis e o
fotobiorreator. A intensidade da luz incidente foi medida na superficie interna do fotobiorreator
na auséncia de meio de cultura usando um sensor quantico (LI-190SL da LI-COR Inc., EUA). A
intensidade média especifica da luz, definida como a quantidade de energia luminosa recebida
por célula por unidade de tempo no fotobiorreator, foi selecionada como um dos parametros de
controle da luz neste estudo, que concluiu que a estratégia lumostatica melhorou o crescimento
das microalgas.

No estudo de Lee et al. (2006a), a intensidade luminosa oferecida a cultura foi dada por
meio de lampadas fluorescentes (FL 18D, OSRAM, Coréia) e o ajuste também foi feito pelo
numero de lampadas e pela distancia ao fotobiorreator. A intensidade foi medida com um sensor
quantico LI-COR (LI-190SA, LI-COR, Lincoln, NE, EUA) e o parametro utilizado na operacao
lumostatica foi a taxa especifica de captura de luz (ge). O trabalho concluiu que as operacdes
lumostéticas baseadas na taxa de capta¢do de luz especifica de 3,5 x 107 pE.cell’l.s™! foi
considerada a melhor maneira de obter culturas de H. rainfall com alta densidade celular,
relatando também que esta estratégia pode ser aplicada a outros sistemas de producdo em
biotecnologia de microalgas.

Operagdes lumostaticas usando a taxa especifica de captura de luz como um parametro
de controle ndo sdo apenas uma maneira eficiente de obter altas densidades celulares na cultura,
mas também sdo uma forma econdmica de reduzir o tempo de cultivo e economizar energia,
independentemente da escala (LEE et al., 2006b). Os autores relatam que a taxa de captagdo de
luz especifica ¢ um dos melhores parametros para aumentar a escala dos fotobiorreatores. O
aparato experimental utilizado pelos autores, era composto por um sensor quantico LI-COR (LI-

190SA, LI-COR, Lincoln, NE, EUA) para medir a intensidade luminosa, que era fornecida através
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de uma fonte construida por lampadas fluorescentes (FL18D, OSRAM, Coréia) distribuidas em
painéis circulares posicionados ao redor dos fotobiorreatores, a intensidade também foi ajustada
pelo nimero e distancia das lampadas fluorescentes ao fotobiorreator.

Em seguida, sdo poucos os trabalhos encontrados na literatura que manipulam a
intensidade luminosa de forma mais refinada, por meio da varia¢do da poténcia da radiagdo

incidente, e ndo apenas alterando a distancia da fonte de luz em relagdo a cultura.

2.5.2 Estratégias de Controle de Luz Automatizado

Os primeiros autores a abordar esse tipo de manipulacdo foram Eriksen et al. (1996), que
iluminaram a cultura de Synechoccus sp por meio de gabinetes de lampadas revestidos de espelhos
para excluir a interferéncia da luz externa. Doze lampadas fluorescentes (Philips TLD 18W / 33)
foram controladas por varia¢do de tensdo na faixa de 30 V ¢ 200 V por um dimer (EL1 x 36/2 x
18FD, Helvar, finlandia) regulado por um potenciometro digitalmente controlado (X9MME,
Xicor Inc., Califoérnia). A intensidade luminosa dos tubos fluorescentes foi medida por um
medidor Macam Q101 Quantum. Os autores relataram que a agdo lumostatica permite o uso ideal
da luz em processos fotoautotréficos.

Os segundos e ultimos autores a usar um sistema automatizado foram Ifrim et al. (2013),
que implementaram uma técnica de controle de feedback (FLC) para regular a intensidade média
da luz incidente, por meio da manipulagdo do gerador de tensdo do painel de diodos emissores de
luz (LED). A intensidade luminosa foi medida por um sensor quantico LI-COR fotémetro LI-
1400. A validagdo deste sistema foi feita utilizando a espécie Chlamydomonas reinahardtii ¢
demonstrou por simulag@o que o controle da luz incidente pode produzir pelo menos 10% a mais
de biomassa por mol de foton fornecido a cultura quando comparado a sistemas com intensidade
luminosa constante.

Leis de controle também foram relatadas pelo trabalho de Mairet et al. (2015), que
propuseram duas abordagens nao lineares que regulam o fator de atenuagao de luz na cultura de
microalgas. Os autores demonstraram por meio de simulagdes numéricas que o controlador
adaptativo apresentou desempenho satisfatorio para regulagem sob luz constante. O processo se
apresenta como um modo de operagdo interessante para otimizar a produgdo de biomassa em
condigOes externas.

Alguns trabalhos também usaram o controle sobre o cultivo de microalgas, mas ndo
necessariamente usando a luminosidade como uma variavel controlada para manter a luz em seu
estado ideal. Liu et al. (2018), propuseram uma melhoria na produ¢do de microrganismos por
meio do modo de cultivo denominado pré-colheita continua, onde através do transbordamento da

cultura ele consegue retirar parte da biomassa produzida. Essa abordagem garantiu uma
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distribui¢do e intensidade luminosa 6tima para o cultivo da Spirulina platensis administrada em
sistema fechado (fotobiorreator), direcionando o controle da concentragdo de biomassa que

minimizasse o efeito negativo da atenuacdo da luz.
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CAPITULO 3- DESENVOLVIMENTO DE HARDWARE UTILIZADO NOS
CULTIVOS DA PRESENTE TESE

Neste capitulo sera apresentado todo o aparato experimental desenvolvido como pré-
requisito para o desenvolvimento do controlador policromatico de luz, objetivo central desta tese.
Portanto na se¢do 3.1 encontram-se os detalhes sobre o desenvolvimento do painel luminoso. Na
sec¢do 3.2 é apresentado o sistema que manipula a poténcia luminosa e qualidade da luz do painel.
E na segdo 3.3 esta descrito todo o desenvolvimento ¢ avaliagdo do condensador utilizado junto

ao fotobiorreator desenvolvido por Guedes (2017) que sera utilizado nesta tese.
3.1 PAINEL LUMINOSO

A luz oferecida para as culturas de microalgas ¢ de suma importancia como ja discutido,
portanto, esta se¢do apresenta todo o desenvolvimento do painel luminoso que foi utilizado
durante os cultivos da Scenedemus obliquus nesta tese. A fonte artificial escolhida para ser a
responsavel por essa emissao foi o LED em funcao de todas as vantagens discutidas no Capitulo
2.

3.1.1 Materiais e métodos

3.1.1.1 Construgdo do painel

Foi desenvolvido um painel policromatico com 72 LEDs de 10 W, sendo 20 desses
brancos, 21 azuis, 21 vermelhos e 10 verdes. E a fim de aumentar a vida 1til desses componentes,
a tensdo e a corrente elétrica utilizadas nos diodos emissores de luz ¢ crucial, ja que LEDs deixam
passar qualquer corrente acima da corrente inicial pré-estabelecida pelo fabricante. Dessa forma
utilizamos um multimetro da marca Minipa, modelo ET1002 para estabelecer esses valores em
funcdo de diversos resistores testados de 2 W de poténcia em serie com o LED utilizado para

compor o painel. O aparato experimental utilizado esta descrito na Figura 1.
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Figura 1: Aparato experimental utilizado nos testes para definigdo do melhor resistor para o LED.
Fonte: Do autor (2021).
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O painel contou com uma placa de aluminio, que foi furada previamente em 288 pontos,
necessarios para a implementagio da parte elétrica do painel e para a fixagdo dos componentes.
Os LEDs foram dispostos na superficie dessa placa entre as furagdes e a area de contato LED +
placa foi otimizada com pasta térmica. Parafusos de latdo foram utilizados nas extremidades do

LED para sua total fixagdo na placa, como apresenta a Figura 2.

Figura 2: Fixagdo dos LEDs na placa
Fonte: Do autor (2021).

Ap6s a fixacdo dos LEDs foi disposto um circuito em paralelo para alimentar os diodos
emissores de luz da mesma cor, através de uma fonte 12 v e 20 A. Na extremidade positiva desses
componentes foram também adicionados os resistores de valores determinados anteriormente,

sendo utilizado nesse processo aproximadamente 216 soldas. Como parte complementar e
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indispensavel foi instalo um dissipador de calor no centro da superficie traseira, possuindo 30

aletas resfriadas por um cooler. Todo esse sistema pode ser visualizado pela Figura 3.

Figura 3: Visdo traseira do painel luminoso
Fonte: Do autor (2021).
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3.1.1.2 Caracterizagdo dos comprimentos de onda emitidos pelo painel

Os LEDs utilizados para a composicao do painel sdo diodos emissores de luz disponiveis
no mercado, o que ndo permite identificar o fabricante e assim ter acesso ao “datasheet” do
componente elétrico, dessa forma para detalhar os comprimentos de onda emitidos pelos LEDs
que constituem o painel desenvolvido no presente trabalho, testes foram realizados utilizando um
aparato experimental como descrito pela Figura 4. Nela é possivel notar o painel aqui
desenvolvido emitindo energia luminosa, que por sua vez ¢ absorvida por um radidmetro da marca
StellarNet Inc, modelo Fiber Optic Spectrometer responsavel por fornecer os espectros

eletromagnéticos e todo esse sistema isolado de luz externa através de caixas opacas.

Figura 4: Aparato experimental utilizado para a determinag¢@o do comprimento de onda emitido pelos LEDs do painel
luminoso
Fonte: Do autor (2021).
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3.1.2 Resultados

3.1.2.1 Desenvolvimento da fonte luminosa do trabalho

Resistores foram testados em conjunto com os diferentes LEDs que contemplam o painel
luminoso do presente trabalho, com a finalidade de limitar a corrente elétrica que passa por esse
sistema a fim de favorecer a vida util desse componente. Portanto os dados obtidos de tensdo e de
corrente elétrica desse sistema em funcdo de diferentes resistores sdo apresentados na Tabela 2
para o LED branco, na Tabela 3 para o verde, na Tabela 4 para o azul e na Tabela 5 para o

vermelho.

Tabela 2: Resistores testados para o LED branco

Resistor (Ohm) Uresistor (VOIt) Urepvolt) Isistema (A)
10,4 2,18 9,40 0,20
8,3 2,03 9,54 0,22
6,8 1,89 9,68 0,26
5,6 1,73 9,80 0,29
4,7 1,55 9,87 0,33
33 1,42 9,82 0,33

Fonte: Do autor (2021)

Tabela 3: Resistores testados para o LED verde

Resistor (Ohm) Uresistor (VOIt) ULepvolt) Isistema (A)
18 2,80 8,68 0,14
10,4 2,56 8,8 -
8,30 2.3 9,06 -
6,8 2,1 9,05 -

Fonte: Do autor (2021)

Tabela 4: Resistores testados para o LED azul

Resistor (Ohm) Uresistor (VOIt) Urepvolt) Isistema (A)
27,0 2,18 9,41 0,07
21,7 2,03 9,66 0,08
18,0 1,90 9,78 0,09
Fonte: Do autor (2021)
Tabela 5: Resistores testados para o LED vermelho
Resistor (Ohm) Uresistor (VOIt) Urepvolt) Isistema (A)
27 2,64 8,96 0,09
21,9 2,57 9,06 0,10
18,1 2,41 9,20 0,12
15,0 2,32 9,23 -
12 1,93 9,42 0,15
10,4 2,04 9,60 0,18

Fonte: Do autor (2021)

A tensdo apresentada pelo LED sem a utilizacdo de resistor foi de 11,38 volts para o

branco; 11,37 volts para o verde; 11,38 volts para o azul e 11,35 volts para o vermelho. E visando
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uma poténcia no LED menor que 10 W os resistores escolhidos para contemplar o circuito elétrico
do painel foram o de 10,4 Ohm para os LEDs brancos (destacado em cinza na Tabela), de 4,7

Ohm para os verdes, de 27 Ohm para os azuis ¢ o de 12 Ohm para os vermelhos.

O painel luminoso depois de construido foi acoplado ao fotobiorreator como ¢
apresentado pela Figura 5.

Figura 5: Painel luminoso acoplado ao fotobiorreator.
Fonte: Do autor (2021).
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3.1.2.2 Caracterizagdo dos comprimentos de onda emitidos pelos LEDs

As leituras dos quatro conjuntos de LEDs analisados pelo radidmetro estdo apresentadas
na Figura 7. O conjunto de LEDs brancos apontaram uma emissdo na faixa de 400 a 700 nm
correspondente ao espectro visivel (Figura 6), mas também emitiu na regido de 300-400 nm e na
regido acima de 750 nm, contudo essas emissdes fora do espectro visivel apontaram uma poténcia
de iluminagdo quase nula. Ja para o LED vermelho a faixa de emissao foi de aproximadamente
580-750 nm o que compreende a faixa do amarelo até o vermelho, também apresentou emissdes
acima de 750 nm, regido de infravermelho, na mesma grandeza observada no LED branco. O

verde emitiu de 490-590 nm o que corresponde a faixa do verde no espectro ¢ teve baixa poténcia
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de iluminacao abaixo de 490 nm, regido do ultravioleta e acima de 590 nm. Para o azul a emissdo

iniciou em 440 nm e foi até 495 nm, correspondendo a faixa de azul, mas também emitiu 300-

440 nm em baixa poténcia de iluminacéo.

Figura 6: Espectro de radiacdo eletromagnética.

Fonte: Adaptado de Carvalho et al. (2011)
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3.2 SISTEMA QUE MANIPULA A POTENCIA DO PAINEL

O sistema que manipula a tensao elétrica utilizada pelo painel e que consequentemente
manipula a intensidade emitida pelo painel, ¢ de suma importancia para a conclusio desta tese,
pois ¢ através deste que o controlador policromatico desenvolvido aqui conseguiu manipular a
poténcia elétrica dos conjuntos de LEDs para manter a variavel controlada no sefpoint desejado,
variavel medida pelos sensores de luz. Dessa forma nessa sec¢do estd descrito como esse sistema

foi elaborado.

3.2.1 Materiais e métodos
3.2.1.1 Desenvolvimento do sistema de manipula¢do do painel

O sistema de manipulagdo da poténcia do painel utilizou como principal componente
eletronico um transistor, modelo IRFZ46, que por sua vez necessitou para completar o seu circuito
elétrico de um resistor de 1k Ohm e um resistor de 10k Ohm (Figura §), de um Arduino mega
responsavel por emitir os sinais elétricos e de uma fonte de corrente continua de 12 V, com 20 W
de poténcia, como apresenta a Figura 9. A principal fungio do transistor é a de amplificar a tensdo
enviada pelo Arduino mega que trabalha em uma faixa de tensdo de 0-5 V, para tensdes reais de
operacao do painel luminoso de 0 a 12 V. Considerando essas premissas quatro transistores foram
requeridos, cada um recebendo sinais de uma porta PWM do Arduino que manipula a tensdo

enviada aos transistores e assim comandando os conjuntos de LEDs

Figura 8: Circuito elétrico utilizado no controlador dos LEDs para o componente IRFZ46N
Fonte: Do autor (2021)

e Fonte
12v

O processo de conexdo das saidas dos transistores com o Arduino e da placa luminosa
com a fonte de alimentagdo estdo apresentados pela Figura 9. E o pseudocodigo utilizado para

comandar o controlador estd descrito pelo Quadro 1.
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Figura 9: Conexdo dos transistores para o Arduino e do painel luminoso para a fonte de alimentag¢do
Fonte: Do autor (2021).

20 LEDS 21 LED 21LEDS 10LEDS
Brancos Azuis Vermelhos Verdes

e ilcs

Fonte 12V

Quadro 1- Pseudocodigo utilizado no controlador de luminosidade. RGBW corresponde as corres vermelho, verde,
azul e branco, respectivamente.

Inclusdo de bibliotecas

Declaracao de variaveis

Configuracdo da comunicagdo com o computador

Repetigdo infinita:
Leituras das instru¢des enviadas pelo computador (Atualizacdo do set point)
Conversao dos valores lidos do computador em numeros para o controle de poténcia

Cria efeito “AMANHECER” quando o painel ¢ ligado ou cria efeito “ESCURECER”
quando o painel é desligado

Leitura dos sensores de luz
Conversao dos dados elétricos dos sensores em PAR
A Cada um minuto:
Calcula a poténcia de cada painel usando a 16gica de controle escolhida

Envia os respectivos valores de poténcia (RGBW) para as respectivas portas PWM
Aguardar dez segundos

Fim

Fonte: Do autor (2021)
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3.2.1.2 Caracteriza¢do da variagdo da tensdo em relagdo aos sinais PWM

A poténcia luminosa utilizada pelos conjuntos de LEDs ¢ a variavel essencial para o
sistema do controlador policromatico de luz, portanto seu comportamento em fungdo dos sinais
PWM foram caracterizados. E para tal feito um sensor quantico, modelo LI-250 da Li-Cor Inc foi
utilizado, responsavel por mensurar a radia¢do fotossinteticamente ativa emitida por cada um dos

conjuntos de LEDs.

3.2.2 Resultados
3.2.2.1 Sistema de manipulagdo da tensdo do painel

O sistema que manipula a tensao do painel que utiliza o transistor, pode ser visualizado
pela Figura 10, como também o seu sistema de dissipacdo de calor € os cabeamentos que vao

tanto para o Arduino quanto para o painel luminoso.

Figura 10: Sistema montado para manipular a tensdo emitida ao painel luminoso; (A) vista lateral e (B)

vista frontal.

Fonte: Do autor (2021)

3.2.2.2 Caracterizagdo da tensdo elétrica utilizada pelo painel em relagdo aos sinais
PWM

Os resultados da radiagdo fotossinteticamente ativa em func¢do da poténcia emitida por
um dos painéis luminosos para cada conjunto de LEDs esta apresentado pela Figura 11, onde a
maior poténcia luminosa ¢ contemplada pelo comprimento de onda branco, contudo esse ndo ¢ o
valor méaximo atingido pelo sistema, ja que apenas um dos painéis foi acionado, o dobro desse

valor pode ser alcangado quando o sistema trabalhar com os dois painéis ligados ao mesmo tempo.
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Figura 11: Comportamento da PAR em fungdo do aumento da poténcia do painel luminoso em (A) para o branco, (B)
para o vermelho, (C) para o verde e em (D) para o azul
Fonte: Do autor (2021)
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3.3 CONDENSADOR DE BAIXO CUSTO

O fotobiorreator “Airlift” desenvolvido por Guedes (2017) forga a circulagdo interna do
meio, ¢ consequentemente sua homogeneizacdo, através da forga motriz ocasionada pela
introdugdo de um gas no sistema, geralmente ar. Contudo, essa introdugdo de ar pelo aspersor
desencadeia um arraste da fase liquida aumentando a perda de massa do sistema. Dessa forma
fica indispensavel a utilizagdo de um condensador acoplado ao fotobiorreator para evitar que o
volume perdido por arraste gasoso ndo interrompa a agitagdo desse equipamento, ja que se 0
volume atingir a altura do aparato “Airliff”” a conexdo da coluna do “riser” com o “downcomer”
fica interrompida (Figura 12).

A refrigeragdo de condensadores comumente utilizados é dada através de banhos
termostaticos que além de ocupar muito espaco, também agregam custo ao processo. Dessa forma

a alternativa encontrada na presente tese foi propor um sistema de refrigeragdo mais barato para
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ser utilizado junto ao condensador, utilizando pastilha Peltier. O desenvolvimento do condensador

refrigerado pela pastilha Peltier esta detalhado nesta segdo.

Figura 12- Esquema da interrupgdo da agitagdo em fungdo da perda de volume por arraste
Fonte: Do autor (2021)
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3.3.1 Materiais ¢ métodos
3.3.1.1 Comportamento da variagdo do volume sem a utilizagdo do condensador

Um experimento para avaliar o comportamento do arraste de liquido durante o uso do
equipamento nos cultivos foi proposto, considerando essa premissa todas as condigdes de um
cultivo real foram simuladas: 6 litros de volume inicial (utilizou-se agua destilada), vazdo de
alimentagdo de ar em 1,5 L.min’!, ilumina¢do de 200 pmol.m2s", fotoperiodo de 12 h, e
temperatura do meio liquido de 25°C.

As amostragens da altura do liquido foram feitas a cada 24 horas ¢ durante esse momento
a alimentacdo de ar foi interrompida. Para isso foi utilizada uma régua milimetrada fixada na
parede do fotobiorreator. A incerteza dos valores medidos é de metade da menor escala da régua,
ou seja, = 0,05 cm. O efeito de paralaxe desse experimento foi minimizado com o auxilio de uma
camera, responsavel por efetuar todas as amostragens, ela foi previamente fixada de maneira a
capturar fotos frontais da régua que media a altura do meio. A posicdo da camera mais
especificamente foi de sete centimetros de distancia da superficie do reator e a quinze centimetros

de altura da base do equipamento, como apresenta a Figura 13.
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Figura 13: Aparato experimental usado no teste de arraste de liquido
Fonte: Do autor (2021)
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As medidas da largura e da profundidade do fotobiorreator contidas em Guedes (2017)
foram utilizadas para calcular o volume aferido a cada amostragem, proporcionando a avaliagdo

da variagdo de liquido perdido por arraste gasoso através da Equagdo 3L XPxAh, = AV,

L xPxAh, = AV, Equacao 3

Na equacao: L=20,0 cm e P= 10,0 cm.

3.3.1.2 Construc¢do do condensador

Um condensador foi construido para ser anexado a saida de gases do fotobiorreator,
utilizando chapas de ago inox soldadas em formato hexagonal ¢ com as extremidades verticais
em formato tubular. Este formato de condensador ndo usual foi escolhido para obter uma
superficie lateral larga, retangular e plana, ¢ assim permitir 0 maximo contato da pastilha Peltier,
responsavel pelo resfriamento, com as paredes do condensador, enquanto as extremidades
mantiveram o formato que possibilitou o encaixe do sistema ao fotobiorreator. A Figura 14
apresenta o trocador de calor construido, assim chamado por ainda ndo apresentar o sistema de

resfriamento acoplado.

45



Figura 14: Trocador de calor construido
Fonte: Do autor (2021)

O sistema de resfriamento do condensador foi montado utilizando uma pastilha Peltier da
marca Latina, com dimensdes 40x 40x 4 mm e temperatura de operacdo nominal entre -55°C ¢
83°C. A extremidade fria da pastilha foi conectada a chapa de cobre do equipamento ¢ a outra
extremidade que libera calor foi posta em contato com um dissipador de calor, com aletas
metalicas, acoplado a uma ventoinha para maximizar a perda de energia térmica. O conjunto com

todos os componentes descritos acima sera chamado de condensador no restante desta secdo.

3.3.1.3 Comportamento da variagdo do volume com a utiliza¢do do condensador

Apds o desenvolvimento do condensador, um experimento exatamente igual ao
experimento que determinou o arraste de liquido no fotobiorreator foi proposto, diferindo apenas
no uso do condensador construido neste trabalho e no tempo de amostragem que foi de 24 horas,
para que o comportamento do condensador atuando em cima da perda de meio por arraste gasoso

fosse aferida.
3.3.2 Resultados

Os dois experimentos que levaram em conta o arraste gasoso de meio no fotobiorreator
foram comparados, como apresenta a Figura 15. Sendo notdria a otimizacdo causada pelo uso do

condensador.

46



Figura 15: Arraste de 4gua com e sem o uso de condensador
Fonte: Do autor (2021)
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Como os resultados apresentados seguiram uma tendéncia linear, ajustes foram propostos
e os valores do coeficiente angular e do coeficiente de determinacao sao mostrados na Tabela 6.

A incerteza nos valores medidos ¢ de metade da menor escala da régua, ou seja, 0,05 cm.

Tabela 6: Coeficiente angular das linhas de tendéncia e coeficiente de determinagdo

Experimento a R?
Sem condensador 3,18 (£ 0,04) 0,9985
Com condensador 1,25 (£ 0,01) 0,9997

Fonte: Acervo pessoal

A perda do volume de liquido do reator foi linear em ambos os casos e demonstrou-se
coerente, considerando que as condi¢cdes do ambiente interno e externo do reator foram mantidas
constantes. A razdo entre o coeficiente angular da reta correspondente aos experimentos foi de
0,56. Portanto, o uso de condensador na saida de gas do fotobiorreator resultou em uma redugao
de 44% de perda de massa por arraste gasoso. Sendo essencial a utilizagdo desse sistema para
reduzir a perda de massa por arraste, ja que foi perdido apenas metade do liquido que seria perdido
sem o condensador. O sistema também deve chamar ateng@o para o seu baixo custo em relagdo

aos banhos termostaticos que sdo geralmente utilizados nesse tipo de aplicagao.
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As pecas principais utilizadas no condensador do trabalho contemplam placas de aco
inox, Arduino, pastilha Peltier € uma ventoinha, que no total tem custo de ~ R$ 290,00, enquanto
um banho termostatico pode variar segundo o seu modelo de R$1000,00 a R$ 16.650,00,
representando uma diferenca significativa de custo entre os dois sistemas e comprovando que o
sistema utilizado ¢ muito econdmico estruturalmente. E sua eficiéncia pode ser aumentada com o
controle da temperatura do condensador, alcangando-se valores otimizados que potencializem a

redugdo do arraste gasoso e, simultaneamente, impeca algum desperdicio de energia elétrica.
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CAPITULO 4- DESENVOLVIMENTO DE SISTEMA DE AFERICAO DA
RADIACAO FOTOSSINTETICAMENTE ATIVA (PAR) EMITIDA POR
LEDS

Neste capitulo sera abordado um sistema de afericdo da radiagdo fotossinteticamente ativa
comumente utilizado nos cultivos de microrganismos fotossintetizantes. Devido ao alto custo
destes sensores a presente tese teve como objetivo propor um novo sistema que fosse de baixo
custo e capaz de mensurar essa grandeza tdo importante e de extrema necessidade para guiar o
controlador policromatico de luz desenvolvido neste estudo. Como informagdes adicionais
reportamos que esse sistema gerou um depdsito de patente que possui o nimero de identificagao:

BR 102021 011501 7.

4.1 SENSOR BARATO PARA A MENSURACAO DA RADIACAO
FOTOSSINTETICAMENTE ATIVA (PAR) APLICADO A CULTURAS DE
MICROALGAS

4.1.1 Resumo

A producdo de microalgas esta diretamente ligada a qualidade ¢ a quantidade de luz
oferecida ao fotobiorreator. Se a luz for excessiva, ocorre fotoinibicdo e, se estiver abaixo do valor
ideal, seu crescimento ¢ limitado. Portanto, para obter um bioprocesso otimizado, a radiacdo
fotossintética ativa (PAR) deve ser monitorada. No entanto, acompanhar a luz em processos
fotossintéticos pode ser uma tarefa muito cara, pois os sensores disponiveis no mercado possuem
um alto valor. Assim, o presente estudo apresenta uma tecnologia de baixo custo para a medigéo
da PAR, a partir de um sensor RGB comum que utiliza correlagdes matematicas para calibrar a
sua leitura elétrica em leituras de PAR. Este sistema de medicao ¢ de facil montagem, o que o
torna acessivel a profissionais de todas as areas, além de possuir leituras estaveis. Esta nova
abordagem de medi¢do da PAR possibilita sua aplicagdo em cultivos de microalgas devido ao seu
baixo custo, permitindo a utilizacdo de mais de um sistema de aquisi¢cdo por cultura, permitindo
que iluminacdo seja manipulada e assim se torne homogénea, além de ser facilmente

implementada junto a sistemas de controle de luz responsaveis pela otimizagdo da produgéo.

Palavras-chave: sensor PAR, Radiagdo Ativa Fotossintética, sensor de luz, microalgas,

fotobiorreator, Scenedesmus obliquus
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4.1.2 Introdugio

O uso biotecnologico de microalgas tem mostrado grande potencial para a producao de
quimicos finos, suplementos alimentares (humano e animais) e biocombustiveis (SPOLAORE et
al., 2006; YING YING TANG et al., 2020). Dentre as possibilidades, esses microrganismos
podem produzir produtos de alto valor agregado como [-caroteno, astaxantina, acido
docosahexaendico, acido eicosahexaendico e pigmentos como a ficobilina (BOROWITZKA,
2013). O potencial comercial para a produgdo industrial de sua biomassa e metabdlitos vem
ganhando cada vez mais reconhecimento nos setores industriais (BOROWITZKA, 1999;
LORENZ; CYSEWSKI, 2000b; RAJA et al., 2014; STEPHENS et al., 2010; SUGANYA et al.,
2016; WIJFFELS; BARBOSA, 2010). No entanto, o grande gargalo na producdo desses
microrganismos ¢ como produzi-los de forma eficiente e acessivel.

O desafio para aumentar a viabilidade da produg¢@o ¢ otimizar a energia luminosa para a
fotossintese; uma das maneiras de atingir esse objetivo ¢ garantir a intensidade ideal da radiacdo
fotossinteticamente ativa (PAR) para todas as células de microalgas presentes na cultura
(CUARESMA et al., 2009). As microalgas sdo organismos autotréficos (Embley and Martin,
2006; Ying Ying Tang et al., 2020) que transformam energia luminosa em energia bioquimica.
Assim, a otimizagdo da qualidade luminosa alcangada no processo pode contribuir para diminuir
o custo de cultivo e aumentar a biomassa possibilitando sua comercializagdo (CUARESMA et
al., 2009).

No entanto, calcular a luminosidade em culturas em tempo real ndo é simples. Os
equipamentos disponiveis no mercado que medem a radiacdo fotossinteticamente ativa sdo de alto
valor, dificultando sua popularizagdo. Uma das caracteristicas mais interessantes dos sistemas de
medi¢do da PAR que propomos ¢ o uso ininterrupto durante todo o cultivo de microalgas, bem
como a utilizacdo deste sensor em diferentes pontos da cultura, a fim de monitorar a distribuigdo
de luz adequada. Isso é importante porque a intensidade ¢ a qualidade da luminosidade
determinam o desenvolvimento e as propriedades de crescimento das microalgas (HWANG;
MAIER, 2019), bem como sua composi¢do quimica (Choi et al., 2003; Ifrim et al., 2013; Liu et
al., 2018; Cheng-Wu et al., 2001).

O estudo de Hwang e Maier (2019b) mostrou os efeitos do comprimento de onda na
composi¢do lipidica e no crescimento de Neochloris oleoabundans, observando que para esta
espécie a luz vermelha favoreceu a produgao de acidos graxos monoinsaturados. A investigagdo
de Han et al., (2017) confirmou a importancia da qualidade da luz oferecida as culturas da
Cyanobacteria Nostoc flageliforme, relatando um aumento significativo de polissacarideos

extracelulares quando submetidos a luz azul ou vermelha em comparagao com a luz branca. Em
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geral, a maioria das investigagdes concorda que o controle do brilho aplicado & producao
autotrofica ¢ fundamental.

O monitoramento da PAR de formas alternativas pode ser encontrado na literatura. O
estudo de Ogren e Sjdstrom (1990) relatou a estimativa do efeito da fotoinibigio no ganho de
carbono em folhas de um dossel de salgueiro. Eles usaram medig¢des do fotodiodo de fosforeto de
arseneto de galio (5 mm de didmetro; modelo G1125-02; Hamamatsu Photonics KK, Japao)
calibrado usando um sensor quantico PAR (Modelo Li-190SB, Li-Cor Inc., Lincoln, Neb., EUA).
Outros autores tém utilizado este tipo de fotodiodo para diminuir os custos de monitoramento da
copa das plantas, como foi o caso do estudo de Aaslyng et al. (1999) que modificou o material
difusor do sensor descrito por Ogren e Sjdstrom (1990) para um padrio espectral melhor definido.
Eles também desenvolveram a parte eletronica deste sensor, afirmando que o desempenho do
novo fotodiodo atende aos requisitos de um sensor PAR através de uma excelente correlagdo com
o sensor PAR comercial. Para avaliar a precisdo dos sensores PAR comercializados, Akitsu et al.
(2017) estudaram nove desses sensores, através dos erros causados pela resposta espectral nao
ideal, que foram causados por uma combinagdo ndo complexa da resposta espectral, bem como
observaram a degradacdo da sensibilidade nos sensores utilizados a longo prazo entre outras
analises e recomendaram dois sensores quanticos com erros minimos, LI-COR (LI-190) e PREDE
PAR (02D).

Neste trabalho apresentamos uma ferramenta acessivel para a inferéncia em tempo real
da PAR aplicada a culturas de microalgas. O sistema desenvolvido permite que todo publico
interessado possa reproduzir o sensor, utilizando pouco conhecimento de eletrénica e baixo
investimento, como também possibilita que varios sensores sejam utilizados em uma mesma

cultura durante todo o cultivo em tempo real.

4.1.3 Materiais e Métodos
4.1.3.1 Sensores

4.1.3.1.1 Sensor de baixo custo

Um sensor de baixo custo do mercado (US$ 7), modelo TCS34725, denominado RGB,
foi utilizado neste trabalho. Seu sinal pode ser manipulado usando a biblioteca
“Adafruit TCS34725.h” para fornecer um sinal digital filtrado dos valores de intensidade e brilho
de vermelho (R), verde (G) e azul (B). O chip TCS34725 foi conectado a um Arduino Mega 2560,

conforme mostrado no diagrama da Figure 16.
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Figure 16: Conexao do sensor RGB com o Arduino
Fonte: Do autor (2021).

Q TCS34725 Q

RGB SENSOR

LED INT SDA SCL 3V3 GND VIN

0O@® @ @O
 S—

]
=

ONING¥Y

NI9OTYNY

O controlador (Arduino) foi responsavel por adquirir, em tempo real, os valores
fornecidos pelo sensor utilizando a biblioteca Adafruit para este fim (Adafruit, 2013). O

pseudocddigo ¢ apresentado no Quadro 2, com a leitura elétrica do sensor feita a cada segundo.
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Quadro 2: Pseudocodigo usado no controlador Arduino. “R” refere-se a leituras em vermelho, “G” em verde, “B”

em azul e “RGB” a soma das anteriores.

Inclusdo de biblioteca: Wire.h
Inclusdo de biblioteca: Adafruit TCS34725.h
Inicializagdo da biblioteca Adaftruit;
Configuracdo da biblioteca Adafruit(Integrationtime 700MS, TCS34725 GAIN 1X);
Configuracdo da comunicagao Serial;
Loop:
R= calculo R(usando Adafruit);
G= calculo_G(usando Adafruit);
B= calculo B(usando Adafruit);
RGB=R+G+B;
Transmissao para o computador através da comunicagao Serial: (RGB, R, G, B);

Aguarda 1 s e repete o loop

Fonte: Do autor (2021)

O software Supersys-photo foi usado para salvar os dados de luz a cada minuto para
analises posteriores. Todas as medidas automaticas utilizadas nas correlagdes com o sensor
comercial sdo uma médias de vinte pontos de aquisi¢do. A comunicacio entre o computador € o

Arduino ocorreu através da porta serial.

4.1.3.1.2 Sensor de alto custo comercial

O sensor quantico, modelo LI-250 da Li-Cor Inc (~US$900) ja consolidado no mercado
foi utilizado para a comparagdo com os dados do sensor de baixo custo e para validar as medi¢des
do sensor proposto. As medidas de PAR foram feitas em diferentes intensidades de luz para
comparagdo com o sensor RGB. Cada medigao feita com o sensor quantico corresponde a média

de quinze pontos de aquisi¢do, de acordo com a fungao padrdo do equipamento.
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4.1.3.2 Testes

Apods a montagem de todo o sistema de aquisicdo de dados, os sensores foram dispostos
no fotobiorreator conforme Figura 17 e entdo submetidos aos seguintes procedimentos
experimentais. Os sensores foram fixados externamente a parede de vidro do fotobiorreator
orientados para medir a luz que passa por ele. O painel de LED foi posicionado do lado oposto
para emitir luz que passara pelo reator, sera absorvida pelas microalgas e sensibilizara os sensores.
O painel luminoso foi construido com 20 LEDs brancos com as seguintes especificacdes
nominais: tensdo 9 — 12 V; corrente 900 mA; fluxo luminoso 90 — 120 lm/w; angulo de feixe
120°; temperatura de operagdo - 20°C a 60°C; temperatura de cor 6000 k — 6500 k. Esse tipo de
biorreator possui duas regides principais: uma de alta densidade (downcomer) e outra de baixa
densidade (riser) causada pela pulverizagdo de gas (Cerri e Badino, 2010). Os sensores foram

instalados no downcomer porque a regido € homogénea e livre de bolhas de ar.

Figura 17: Aparato experimental: fotobiorreator airlift de placas planas (A), painel de luz (B), sensor de baixo custo
(C), sensor de alto custo comercial (D), aspersor (E), area do riser (F) e area de downcomer (G).
Fonte: Do autor (2021).

4.1.3.2.1 Sensibilidade

O primeiro teste foi submeter o sensor TCS34725 a uma variagdo de energia luminosa
dada pela variagdo da poténcia do painel de LED, a fim de medir sua escala de variagdo e

sensibilidade.
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4.1.3.2.2 Estabilidade

O sensor TCS34725 foi submetido a um teste de estabilidade realizado por mais de 60
horas, alternando periodos de claro e escuro; durante o periodo iluminado a intensidade da

poténcia luminosa foi mantida constante.

4.1.3.2.3 Comportamento da aquisi¢do da PAR

O sensor de alto custo e o sensor de baixo custo foram submetidos a uma variacdo
luminosa de 0 a 300 umol féton/m?.s com passos de 20 pmol foton/m?.s. Os resultados adquiridos
do sensor de baixo custo permitiram obter a por¢ao pretendida de cada comprimento de onda

registrado na medida do respectivo PAR calculado pelo sensor comercial.

4.1.3.3 Cultivo microalgal para a valida¢do do sensor

O cultivo microalgal para validac¢ao do sensor foi dado utilizando a microalga verde de
agua doce Scenedesmus obliqgus em meio BG-11 (Rippka et al., 1979). O cultivo foi dado em um
fotobiorreator airlift de placas, sistema fechado, com fluxo de ar de 1,5 L/min, temperatura de
26°C e iluminacdo constante de 200 umol foéton/m2.s fornecida por painel de LED branco, e
fotoperiodo de 12 h claro e 12 h escuro. As células foram quantificadas usando a camara de
contagem de células em um hemocitdmetro (Fuchs-Rosenthal) sob um microscopio dptico (Nikon

Eclipse modelo E200, Japao).

4.1.4 Resultados e discussdes
4.1.4.1 Mensuracdo da variacdo da intensidade luminosa

Ambos os sensores, de baixo custo e alto custo, foram submetidos a diferentes
intensidades de luz, para que seus sinais pudessem ser avaliados e comparados. Os resultados
obtidos podem ser vistos na Figura 18 e apresentam um comportamento semelhante entre os
sensores testados. Este primeiro experimento indicou que o componente eletronico de baixo custo
¢ sensivel para medir variagdes da radiacdo fotossinteticamente ativa devido ao aumento da
poténcia do painel luminoso. Deve-se notar que a emissdo de PAR néo ¢ linearmente proporcional

a poténcia elétrica fornecida ao painel de LED.
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Figura 18: Comportamento dos sensores em fungdo da variagao de poténcia do painel de Iuz (O eixo y principal
mostra os valores de saida da porta analdgica do sensor RGB e o secundario as leituras do sensor quantico (LI-250)

Fonte: Do autor (2021).
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4.1.4.2 Estabilidade

Como o sistema apresentou sensibilidade compativel, sua estabilidade em longas horas
de uso precisava ser determinada. A Figura 19 mostra os dados do sensor em um experimento
com mais de 60 horas de uso, alternando periodos de claro e escuro. Os dois primeiros periodos
de iluminagdo duraram doze horas ¢ o terceiro 24 horas. Analisando a Figura 19, percebe-se que

os sinais do sensor permaneceram estaveis mesmo apos longos periodos no claro e no escuro.
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Figura 19: Teste de estabilidade de acordo com a leitura do sensor de baixo custo sob intensidade de luz constante
nos periodos de luz acesa e apagada.

Fonte: Do autor (2021)
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4.1.4.3 Potencial do sensor PAR com sensor de baixo custo para aferi¢do da PAR.

A maioria dos sensores de luz de baixo custo atualmente sdo capazes de detectar a
variagdo na luminosidade, mas podem nédo quantificar a radiagdo fotossinteticamente ativa, que é
expressa como o numero de fotons na faixa de comprimento de onda de 400 a 700 nm por unidade
de area e tempo (JONES, 1992). Para analisar este item, o sensor estudado neste trabalho
(TCS34725) foi avaliado por comparagdo com o sensor comercial LI-250. A aquisi¢do de dados
com os sensores mostrou que o painel de LED branco utilizado sempre emitiu a mesma relagdo
de poténcia para todos os comprimentos de onda: 26,3% para vermelho (580-720 nm), 38,1%
para verde (475-600 nm) e 35,6% para azul (410-495 nm). Desta forma o PAR total foi
fragmentado em seus respectivos componentes vermelho ®, verde (G) e azul (B) para construir a
correlagdo linear com o sinal do LI-250. A Figura 20 mostra os dados que foram utilizados nas

correlacdes lineares entre o sensor de baixo custo e o comercial.
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Figura 20: Dados de saida do sensor de baixo custo (Simbolos: B-azul, G-verde, R-vermelho ¢ RGB- soma RGB) em
funcdo das medigdes do sensor Licor PAR.

Fonte: Do autor (2021)
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O comportamento linear dos dados permitiu a constru¢do de uma equagdo de calibracdo
para cada saida do sensor de baixo custo, Equagbes 4 a 7, que apresentaram um excelente
coeficiente de determinagdo de correlagdo (R?), validando aqui o uso do sensor de baixo custo

proposto para a medi¢do da intensidade luminosa em bioprocessos.

PARR (umol foton /m2.s) = 0.0032 x Saida R + 0.0547; R*=1 Equacgao 4
PARg (umol foton /m2.s) = 0.0033 x Saida G —0.0379; R>=1 Equagao 5
PARg (umol foton /m2.s) = 0.0032 x Saida B + 0.2259; R*=1 Equagao 6
PARRggs (umol foton /m2.s) = 0.0032 x Saida RGB + 0.2379; R>=1 Equagao 7

Licor. Analisando a Figura 20, podemos observar valores de PARrgs que correspondem
a soma de PARg, PARG ¢ PARg. Podemos extrair informagdes muito importantes desse
fenomeno: qual comprimento de onda fotossinteticamente ativo estd sendo mais ou menos

absorvido pelo microrganismo. Esta informag¢@do ndo ¢é fornecida pelo sensor comercial Licor.
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4.1.4.4 Avaliagdo do sensor em processo biologico

Para validagdo em bioprocessos, o sensor de baixo custo proposto foi utilizado em um
cultivo real. Para o cultivo de microalgas fotoautotroficas em fotobiorreatores, ¢ desejavel que a
luz seja avaliada em tempo real, pois ¢ um dos fatores limitantes do seu crescimento
(YOSHIMURA; OKADA; HONDA, 2013). Apesar de sua importancia, isso raramente ¢
realizado pelos sensores disponiveis no mercado. A Figura 21 apresenta os valores de PAR
calculados usando os dados online do sensor TCS34725 ¢ as equagdes 4 a 7, em cultivo de
Scenedesmus obliquus. Analisando a Figura 21, é possivel observar uma tendéncia decrescente
da intensidade da luz que passa pelo fotobiorreator, atenuagdo da luz causada pelo
autosombreamento da alta densidade populacional. Este é um problema muito relevante relatado
por varios autores como Tebbani et al. (2014) como fator limitante para o crescimento, sendo

entdo um resultado esperado.

Figura 21: Medigdes de PAR usando o sensor de baixo custo durante o cultivo de Scenedesmus obliquo em um
fotobiorreator.

Fonte: Do autor (2021)
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Como esperado, o aumento da concentragdo celular que ocorreu ao longo do tempo
(1,15*%10° células/mL no primeiro dia para 2,26*10° células/mL no tltimo dia apds 155 horas) e
a absor¢do das células da radiagdo fotossinteticamente ativa para a fotossintese, resultou no
conhecido efeito de auto-sombreamento. Isso foi detectado pela diminui¢ao da intensidade da luz
que passou pelo fotobiorreator e também pela diminuicdo da velocidade de crescimento

populacional. Esta informacao pode ser utilizada em sistemas de controle automatico usando os
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dados do sensor aqui estabelecidos, ¢ para manter um valor controlado otimizado pode ser
implementada uma correc¢do na poténcia de luz fornecida. Um pequeno aumento no PAR também
¢ observado na Figura 21, seguido de uma diminui¢do logo apds o inicio de cada periodo de luz.
Este fendmeno esta relacionado ao assentamento das células durante o periodo escuro, quando
ndo ha borbulhamento. Isso foi confirmado por observac¢do visual na parte inferior do
fotobiorreator (dados ndo mostrados). Outra observagao que pode ser feita a partir da Figura 21 ¢
em relagdo ao periodo de operacdo do sistema, acima de cem horas, o que torna a tecnologia
proposta aplicavel a microalgas ou outros processos que exijam medi¢do on-line de intensidade
luminosa por periodos tdo prolongados.

O atual sistema proposto para bioprocessos difere dos sensores renomados no mercado
pela praticidade da aquisi¢@o de dados em tempo real, através de uma plataforma que combina
utilidade, disponibilidade e custo. Além disso, este sistema abre horizontes no campo do controle
de bioprocessos, uma vez que a medi¢do manual normalmente utilizada nos sensores disponiveis
no mercado ndo apresenta integragdo trivial com sistemas de controle automatico de luz, diferente
do sensor apresentado neste trabalho, que pode fornecer dados ao sistema de corregdo de
intensidade de luz, além de contribuir para a otimiza¢do do crescimento de microalgas ou a

producgdo de qualquer metabdlito de interesse, uma vez que utiliza hardware e software livre.

4.1.5 Conclusio

O sistema de inferéncia PAR desenvolvido por este trabalho apresentou excelentes
resultados quando comparado ao sistema comercial, com correlagdes lineares quadraticas acima
de 0,999, estabilidade de mais de 140 horas de uso continuo em medi¢des online € com custo
estimado de implantagdo na ordem de US$ 50, aproximadamente 10 vezes menor que o custo dos
sensores tradicionais. Além de oferecer dados de intensidade luminosa em tempo real durante os
processos de produgdo de microalgas, este sistema permite que o controle 1ogico seja facilmente
implementado, pois um Unico controlador Arduino também pode manipular a intensidade
luminosa emitida por meio de um painel controlavel. Outra vantagem deste sistema ¢ a facilidade
de acesso aos dados, por meio de software livre do proprio Arduino, que permite a integragdo
quase automatica com outro software como o LabVIEW, amplamente utilizado para

implementacdo de programas de controle industrial.
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CAPITULO 5- DESENVOLVIMENTO DE “SOFTWARE” PARA
MONITORAMENTO E CONTROLE DE FOTOBIORREATOR

Neste capitulo sera abordada de maneira simplista o desenvolvimento de um software
implementado em LABview responsavel por monitorar variaveis do processo e controlar a luz
automaticamente, ja que este estd protegido. O “software” gerou um registro de programa de
computador no Instituto Nacional de Propriedade Industrial, tendo como niimero de processo: BR

512021002065 ¢ nome SUPERSYS Photo, seu certificado esta apresentado pela Figura 22.

Figura 22: Certificado de registro de programa de computador
Fonte: Do autor (2021).

LRI

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL
MINISTERIO DA ECONOMIA

INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
DIRETCRIA DE PATENTES, PROGRAMAS DE COMPUTADOR E TOPOGRAFIAS DE CIRCUITOS INTEGRADOS

Certificado de Registro de Programa de Computador

Processo N° BR512021002065-0

O Instituto Nacional da Propriedade Industrial expede o presente certificado de registro de programa de
computador, valido por 50 anos a partir de 1° de janeiro subsequente a data de 01/08/2017, em conformidade com o
§2°, art. 2° da Lei 9.609, de 19 de Fevereiro de 1998.

Titulo: SUPERSYS Photo

Data de criagdo: 01/08/2017

Titular(es): FUNDA(;AO UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
Autor(es): ANTONIO CARLOS LUPERNI HORTA; VANESSA CAMPOS GUEDES
Linguagem: LABVIEW

Campo de aplicagdo: AG-12; BL-07; BT-01; FQ-12; IN-02

Tipo de programa: AT-01; AT-06; GI-01; GI-06; SO-07

Algoritmo hash: SHA-512

Resumo digital hash:
18a9077828d172513b964dd7832b9891ac32{855694di4dc351472be7c819388672h9basS7i1b73bba3a57668ac9862108d
d9f831702d9c15696269656fb91a47

Expedido em: 31/08/2021

Aprovado por:
Carlos Alexandre Fernandes Silva
Chefe da DIPTO
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5.1 INTRODUCAO

A industria biotecnoloégica no passado era constituida majoritariamente por praticas
artesanais, contudo os avangos da pesquisa e desenvolvimento desse setor proporcionaram e
proporcionam cada vez mais tecnologia, permitindo que novos bioprocessos sejam viabilizados e
que antigos sejam otimizados.

A maior parte das praticas biotecnologicas implicam no cultivo de microrganismos, que
por sua vez possuem necessidades especificas para seu desenvolvimento como pH, oxigénio
dissolvido, composigdo nutricional, temperatura, pressdo, dentre outros. Devendo, portanto, os
cultivos serem conduzidos dentro de uma faixa 6tima desses valores, visando a um crescimento
saudavel que garantira valores altos de produtividade. Ficando completamente explicito a
importancia de manter as variaveis dos bioprocessos nos valores estabelecidos durante todo o
periodo de cultivo, pois qualquer variagao ambiental ou nutricional pode ocasionar diminui¢do da
produtividade ou até mesmo a morte dos microrganismos ¢ com isso condi¢des ndo lucrativas.
Portanto monitorar as variaveis dos bioprocessos para entdo controla-las, proporcionam um
ambiente ideal para as culturas se desenvolverem o que otimiza a producdo, como também
aumenta a replicabilidade do seu produto final (FREITAS; ANDRADE, 2016).

Em tese, entender o que ocorre durante o bioprocesso ¢ o passo primordial para a
melhoria, sendo as ferramentas de monitoramento vitais nesta etapa. O monitoramento intensivo
de quantas varidveis forem possiveis agrega muito valor a implementacdo de controladores, que
utilizam essas informacgdes para tomarem agdes corretivas que manterdo o ambiente de cultivo o
mais proximo do ideal possivel. Mas tudo o que foi dito anteriormente s6 ¢ possivel com a
utilizagdo de sensores, que fornecem dados na velocidade de aquisicdo necessaria, ou seja, para
microrganismos com velocidade de crescimento baixa, aquisi¢do a cada hora é interessante, para
as células que crescem de maneira mais rapida a aquisi¢do a cada minuto pode ser adequada
(GLINDKAMP et al., 2009). Contudo muitos sdo os trabalhos que indicam as vantagens de um
monitoramento on-line das variaveis do processo (DIETZSCH; SPADIUT; HERWIG, 2013;
GLINDKAMP et al., 2009; HARMS; KOSTOV; RAO, 2002; HAVLIK et al., 2013;
VOIJINOVIC; CABRAL; FONSECA, 2006)

As tecnologias de sensoriamento espectroscopicas € Oticas por ndo serem invasivas e
carregarem muitas informagdes, em relagdo aos outros sensores, vem ganhando destaque nos
bioprocessos (JENZSCH et al., 2006). E por este motivo foram selecionadas para fornecerem
informagdes sobre a produgdo de microalgas neste estudo. Além também de fornecerem valores
de suma importincia para os processos fotossintéticos fotoautotroficos, que possuem como
variavel critica a luz (HAVLIK et al., 2013).

As amostragens dos sensores estao divididas em duas categorias a online que ¢ quando

essas amostragens e analises sdo automaticas, ou seja, sem o conceito manual dessas tarefas e
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offline quando o contrario ¢ valido. Os sensores também podem ser classificados em fisicos
(temperatura, pressdo, velocidade de agitag@o...), quimicos (pH, oxigénio dissolvido, didéxido de
carbono dissolvido...) e também como “softsensors” que pela defini¢do ¢ um sensor associado a
um algoritmo de estimativa que resulta em uma medida de interesse (FREITAS; ANDRADE,
2016).

Dessa forma os sistemas responsaveis por receberem as informagdes dos sensores,
supervisionarem os bioprocessos ¢ controla-los sdo uma ferramenta indispensavel para os
bioprocessos, sendo o objetivo central deste capitulo que apresenta o desenvolvimento do
software Supersys PHOTO® responsavel pelo monitoramento e controle das variaveis mais

importantes do fotobiorreator utilizado durante esta tese.

5.2 MATERIAIS E METODOS
5.2.1 Aquisi¢ao dos dados

O Supersys PHOTO® recebe os dados enviados através de uma “string” que constitui
dados de trés sensores de luz diferentes: LDR, BH1750 ¢ TCS34725 e de trés sensores de
temperatura DS18b20, advindos de um Arduino Mega. O programa de computador desmembra
essa “string” ¢ analisa separadamente os dados recebidos, efetuando antes do processamento
destes dados um filtro de média movel responsavel por suavizar os ruidos e dissolver erros de
aquisi¢do, como por exemplo um valor zero de luz, durante o periodo claro, completamente

discrepante do valor anterior recebido.
5.2.2 Comunicagdo com o “hardware”

A comunicacdo entre o Arduino que fornece valores dos sensores com o software é dada
através da comunicagdo Ethernet através do bloco de programacao que traz a fungdo “TCP read”,
portanto ¢ indispensavel a indexa¢do do endereco de IP configurado previamente no Arduino ¢

da taxa de comunicacao.
5.2.3 Suplemento gasoso

O programa permite ao usudrio adicionar duas vazdes de gases ao cultivo (ar e/ou didxido
de carbono), manipulando controladores de fluxo de massa, modelo: GFC da marca Aalborg para
esta fun¢do, através de sinais de corrente que correspondem a variagao do fluxo gasoso dentro da
faixa de valores de 1 a 5 L/min. O Supersys PHOTO® desempenha essa fungdo quando o usudrio
seleciona na tela inicial de configuracdo quais sd3o os gases que serdo suplementados ao
fotobiorreator e em qual vazdo, o que ativa a subVI responsavel por essa tarefa, que contém em

seu interior estruturas como leitura e escrita, responsaveis pelo envio e recebimento de dados para
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a CompactDAQ onde os GFC estao conectados. Ela é uma plataforma de aquisi¢ao de dados da
National Instruments, que possui diferentes modulos, sendo um destes um modulo analdgico que
envia os sinais elétricos para os controladores de fluxo de massa, que por sua vez controlam

considerando essas premissas a vazao de gas oferecida aos cultivos.
5.2.4 Fotoperiodo

Os fotoperiodos sdo abordados pelo Supersys PHOTO® através de um bloco de
programacao intitulado “Elapsed Time” que € iniciado sempre que o botdo “Iniciar tempo claro”
¢ ativado, o que permite uma certa flexibilidade para as a¢des adversas aos cultivos. Os periodos
em horas, para quando existe luz e para os momentos de auséncia, ¢ estabelecido pelo usuario,

através da entrada de uma varidvel numérica que € processada e comanda o “Elapsed Time”.
5.2.5 Set points de luz

Os set points da radiagdo fotossinteticamente ativa declarados pelo usuario para o painel
de interesse em func¢do dos quatro comprimentos de onda permitidos: vermelho, verde, azul e
branco, sdo processados pelo software que os transformam em uma unica “string”, enviada ao
Arduino Mega apto a recebé-la neste formato, através da comunicacdo Ethernet ja discutida
anteriormente, contudo agora utilizando o bloco “TCP write”. Os primeiros caracteres indicam
quais painéis serdo utilizados e assim controlados, se apenas um estara em funcionamento ou se
nenhum deles estara ligado, funcionalidade também utilizada pelo “Elapsed Time” para

desligar/ligar a luz quando o fotoperiodo é completado.
5.2.6 Tela de monitoramento

Os dados podem ser visualizados em tempo real, através da guia de visualizagdes, onde
o usudario seleciona os dados que deseja acompanhar, enviando comandos ao programa de
computador para executar o grafico de monitoramento daquela variavel em tempo real. Utilizando
para tanto as variaveis convertidas em numéricas, apds o desmembramento da “string” enviada
pelo Arduino com os valores dos sensores e que foi recebida pelo Supersys PHOTO®, elas sdao

organizadas em uma estrutura chamada “Array”.
5.2.7 Salvamento de dados

O Supersys PHOTO®, permite salvar todas as informagdes obtidas durante o cultivo,
como todas as medidas de luz, de temperatura, de vazdo de gas e do fotoperiodo, através da
estrutura “bundle” que agrupa todas as informag¢des em “clusters”, que serdo direcionados as

colunas devidamente nomeadas para receber essas informagdes. Outro bloco de programagdo
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utilizado € o “Write to text file”, junto com estruturas de tempo que finalizam o salvamento dos
dados no disco rigido do computador.

O tempo de salvamento ¢ definido pelo usuario na tela inicial de configuragéo, onde todas
as fungdes que estardo ativas durante a utilizagdo do software sdo acionadas, permitindo neste
ambito entdo que o usuario indique qual a frequéncia do salvamento, se sera a cada segundo,

minuto ou horas, e qual o local de destino do arquivo de dados.
5.3 RESULTADOS

O tinico resultado previsto para este capitulo ¢ o funcionamento do Supersys PHOTO®
com todas as suas funcionalidades, o que implica em um monitoramento completo do cultivo de
microalgas fotoautotroficas e o controle de sua varidvel mais importante a luz. Considerando essas
premissas podemos visualizar a tela inicial do software (Figura 23) responsavel por fazer as
configuragoes de quais instrumentos serdo utilizados durante o cultivo, como também indicar se
o salvamento dos dados serd requerido, e em caso afirmativo, qual o endereco de destino do
arquivo de dados e da frequéncia do salvamento, além de permitir a selegcdo do gas utilizado nos

fluxémetros e suas vazdes maximas.

Figura 23: Tela inicial do Supersys PHOTO®
Fonte: Do autor (2021)

Assim que o software ¢ iniciado duas sdo as op¢des de janelas para o usuario, sendo a primeira
delas mais voltada para a visualiza¢ao dos dados (Figura 24) e a segunda para configuragdo dos

parametros do cultivo (Figura 25).

65



Page1 Page2 l Page3 |

Figura 24

: Tela de visualizag¢do dos parametros do cultivo em tempo real.
Fonte: Do autor (2021)
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Figura 25: Terceira guia do programa, onde o usudrio pode manipular o set point de luz do fotobiorreator, visualizar as “strings” enviadas e recebidas de dados e o endereco de salvamento do
arquivo de dados.
Fonte: Do autor (2021)
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A Figura 24 representa um monitoramento real durante um cultivo, plotando valores da
radiagdo fotossinteticamente ativa sentida pelos sensores emitida pelo painel com comprimento
de onda branco. Dessa forma ao finalizar o cultivo, temos um arquivo de dados, contendo todos
os valores a cada minuto, durante os 7 dias de processo. Permitindo que esses dados possam ser
utilizados também para modelar o processo, além de alimentar o controlador policromatico de luz

desenvolvido neste estudo.

54 CONCLUSOES

Essa ferramenta de monitoramento e controle desenvolvida para ser utilizada junto ao
fotobiorreator durante os processos de produgao de microalgas, se fez primordial pois através dela
os dados de todos os sensores a cada minuto de cultivo foram salvos, além de alimentarem o
controlador policromatico, que teve toda a sua inteligéncia implementada em Arduino, também
permitiu que o usuario utilize essas informacdes para desenvolvimento de outras ferramentas que
possam enriquecer o processo de produgdo, um exemplo disso é o treinamento de redes neurais
que possam inferir a concentracao celular de forma online durante esses cultivos. Tarefa que esta
sendo desenvolvida por outros pesquisadores no Laboratorio de desenvolvimento e automagao de
bioprocessos (LADABIO2) da Universidade Federal de Sdo Carlos. Portanto todos os dados de
luz apresentados nesta tese, sdo advindos dos arquivos fornecido pelo Supersys PHOTO® como
também os principais resultados de otimizagdo de produtividade, que so6 foram possiveis gragas a

utilizacdo desta nova ferramenta.



CAPITULO 6- CARACTERIZACAO DOS EFEITOS DA QUALIDADE DA
LUZ SOBRE A SCENEDESMUS OBLIQUUS

Como visto na Sec¢do 2 desta tese, a composicao bioquimica das microalgas pode ser
manipulada através do comprimento de onda disponivel para as células durante o processo de
cultivo. E por este motivo o presente capitulo apresenta a caracterizagdo da composicao
bioquimica da espécie Scenedesmus obliquus quando submetida a cultivos em diferentes
comprimentos de onda (Figura 26), a fim de preencher a lacuna de conhecimento sobre a dindmica

dessa espécie em fungdo da qualidade da luz absorvida.

Figura 26: Aparato experimental utilizado durante os cultivos de caracterizag¢do dos efeitos de diferentes
comprimentos de onda sob o crescimento de Scenedesmus obliquus.
Fonte: Do autor (2021)

6.1 EFEITOS DA QUALIDADE DA LUZ NA COMPOSICAO BIOQUIMICA DA
SCENEDESMUS OBLIQUUS

6.1.1 Introdugdo

As microalgas fotoautotroficas dependem da luz para realizar a fotossintese, que é um
processo de transformacdo da energia luminosa em energia bioquimica utilizada pela célula para
crescer e sobreviver (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2002; FALKOWSKI; RAVEN, 2007). A
energia luminosa oferecida as microalgas possui dois fatores muito importantes que atuam no
desenvolvimento do microrganismo, a intensidade e a qualidade do comprimento de onda.

A intensidade de luz oferecida as microalgas, refere-se ao fluxo de foétons em uma
determinada area em um determinado intervalo de tempo. Essa variavel pode limitar o

crescimento das microalgas caso seu valor nao seja suficiente, bem como fotoinibir esse



crescimento em caso de valores excessivos (QIANG; ZARMI; RICHMOND, 1998). No entanto,
o0 uso da intensidade da luz excessiva ou inferior a ideal pode ser importante nos processos de
otimizagdo de produtos microalgais. Valores de luz indesejados causam estresse celular € acabam
por desencadear mecanismos de defesa das microalgas, que podem aumentar a producdo de um
composto bioquimico, ou até mesmo modificar os parametros fisiologicos, alteracdes que podem
ser de interesse para a industria de biotecnologia (IASIMONE et al., 2018; PATEL et al., 2019;
WHITTON et al., 2019).

A produgdo de um bioproduto especifico de uma espécie de microalga pode ser
aumentada levando em consideragdo ndo so6 a intensidade da luz, mas também a qualidade desta
luz oferecida a cultura (comprimento de onda irradiado). De acordo com varios estudos, ao
modificar o comprimento de onda durante o cultivo, o comportamento bioquimico da espécie
também muda (DENIZ et al., 2019; HAN et al., 2019; JUNG et al, 2019; STEVCIC;
PULKKINEN; PIRHONEN, 2019). Considerando que manipular a cor da luz em culturas ¢ uma
tarefa simples, exigindo apenas mudangas fisicas no aparato experimental que irradia a energia,
essa abordagem torna-se atrativa para bioprocessos, pois seu retorno tende a ser promissor. No
entanto, para que a otimizagdo de um determinado bioproduto microalgal seja eficiente pela
manipulac¢do da qualidade da luz, a composi¢@o bioquimica da espécie deve ser estudada em
relacdo a diferentes cores de luz, para que sejam conhecidas quaisquer alteragdes em relagdo as
diferentes cores. Portanto este estudo teve como principio investigar a composicao bioquimica do
Scenedesmus obliquus quando submetida a luz azul, vermelha e branca, ¢ a uma mistura de luzes

(vermelha e azul).

6.1.2 Materiais e métodos

6.1.2.1 Condicoes de crescimento

A espécie utilizada foi a Scenedesmus obliquus que foi cultivada em frascos de cultura de
tecidos. O meio de cultura utilizado foi 0 BG-11 (RIPPKA et al., 1979) e 600 mL foi volume final
da cultura. A concentragdo celular inicial era de 10° cel.mL'. Foram realizados quatro
tratamentos, o primeiro consistiu na exposi¢ao das células a luz branca, o segundo a uma mistura
de luz vermelha e luz azul, o terceiro utilizou luz vermelha e o quarto a luz azul. Os tratamentos
foram dados em triplicata e foram submetidos a ciclo claro/escuro de 12/12h e a intensidade de
luz para cada um deles foi inicialmente ajustada para 200 umol foéton.m?2.s™!. Ar foi injetado nas
culturas por borbulhamento durante todo o periodo de cultivo, sem interrup¢do. E as culturas
foram isoladas da interferéncia da luz externa através de caixas opacas como mostra a Figura 27.

As culturas foram mantidas a temperatura de 24°C ¢ intensidade de 200 umol féton.m

257!, Todos os materiais utilizados, incluindo o meio de cultura, foram esterilizados em autoclave



por 20 minutos, a temperatura de 120°C e pressdao de 1 atm. Toda a manipulacdo da cultura
(inoculagdo e amostragem) foi feita em cabine de fluxo laminar para manter a cultura asséptica.
Os experimentos foram monitorados diariamente quanto a concentragdo celular,
viabilidade celular, concentragdo de clorofila a e rendimento quantico fotossintético maximo. No
terceiro dia de cultivo (fase exponencial), foram coletadas amostras para analises bioquimicas:

carboidratos, proteinas, carotenoides e parametros fotossintéticos.

Figura 27: Aparato experimental utilizado durante o cultivo de Scenedemus obliquus em quatro diferentes
comprimentos de onda: branco, azul e vermelho, vermelho e azul.
Fonte: Do autor (2021).
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A densidade optica foi analisada diariamente em um comprimento de onda de 684 nm
que indica crescimento de microalgas (LEDUY; THERIEN, 1977), utilizando um
espectrofotometro (Femto 800 XI, Brasil). As células foram quantificadas usando uma camara de
contagem de células (Fuchs-Rosenthal) sob microscépio optico (Nikon Eclipse modelo E200,
Japdo). A clorofila a foi determinada por fluorescéncia “in vivo” (Turner Designs, Trilogy, EUA).
Para isso, uma curva de calibragdo foi construida plotando a concentragdo de clorofila a extraida
de células de Chlorella vulgaris em crescimento exponencial (SHOAF; LIUM, 1976) contra a
fluorescéncia de clorofila a “in vivo” (Chl a; ug.mL™). A secdo linear desta curva foi ajustada por
regressdo linear e usada para calcular a concentragdo de clorofila a. A viabilidade celular foi

analisada usando um Muse® Cell Analyzer (Merck Millipore, EUA). A viabilidade foi expressa



como porcentagem de células vidveis em relagdo ao niimero total de células analisadas por
citometria.

As taxas de crescimento foram determinadas por regressao linear do logaritmo natural da
densidade celular versus tempo (dias) e concentrag¢do de clorofila versus tempo (dias) para a fase
de crescimento exponencial, com a inclinagdo correspondente a taxa de crescimento especifica

maxima (pmax).

6.1.2.2 Andalises fotossintéticas

A avaliacdo dos parametros fotossintéticos incluiu medidas adquiridas usando um
fluorimetro de amplitude modulada (PHYTO-PAM, Heinz Walz GmbH, Alemanha) a
temperatura ambiente, onde os cinco niveis fundamentais de fluorescéncia sio obtidos a partir da
fluorometria PAM (Fm, F'm, Fs, FO e F'0).

Antes das medi¢des, todas as amostras foram adaptadas ao escuro por 20 minutos. A luz
modulada de baixa intensidade foi de 1 umol féton.m™.s™! e forneceu uma medida da fluorescéncia
constante inicial (Fo) da microalga (JUNEAU; EL BERDEY; POPOVIC, 2002). O pulso
saturante foi de 0,2 s; 2000 umol foton.m?.s™! e registrou a fluorescéncia maxima das células
adaptadas ao escuro (Fm). Com esses dois parametros foi calculado o rendimento quantico

maximo (¢pM), de acordo com a Equagao 8.

Fy— Fo Equacdo 8

A condigdo operacional da Scenedesmus obliguus foi avaliada durante a fase de
crescimento exponencial. A luz actinica foi de 130 umol foton.m™.s™! 0 que garante fluorescéncia
de estado estacionario (Fs), por novos pulsos de saturagdo, a cada 40 segundos por 20 minutos,
registrou a fluorescéncia maxima em células adaptadas a luz (F'm ). A partir desses parametros,

o rendimento quantico operacional (¢p'M) foi obtido pela Equagao 9.

'y = F'y — Fs Equagdo 9
M FIM
A partir da Equagdo 10, proposta por Oxborough e Baker (1997), foi calculada a

fluorescéncia minima das células adaptadas a luz (F'o).



P Fy Equagdo 10
=R, By
Fut P

Os valores estimados para os dois tipos de quenching segundo Juneau, El Berdey e
Popovic (2002), foram calculados a partir dos parametros de adaptacdo ao escuro e a luz. O
quenching fotoquimico (qP), calculado pela Equagdo 11, indica a fragdo de energia luminosa
destinada a fase fotoquimica. O guenching NPQ, calculado pela Equagdo 12, descreve a
dissipacgdo de energia, principalmente por calor, mecanismo utilizado como defesa contra excesso

de luz e danos oxidativos (FRANCO et al., 2012; MULLER; LI; NIYOGI, 2001).

F'yy—Fs Equagdo 11
qP = o/~
Fy—Fy
Fy—F' Equacao 12
NPQ = M : M quacg
F'y

6.1.2.3 Andlises bioquimicas

A determinagdo dos carboidratos totais seguiu 0 método de Albalasmeh et al. (2013) e a
curva padrio (Figura 28) foi baseada em solugdo de glicose (1 mg.mL™"); os pardmetros do ajuste
linear estdo descritos na Equacdo 13, que teve um coeficiente de correlagdo 0,999. Para esta
determinagdo foram utilizadas amostras de 10 mL coletadas durante a fase exponencial, estas

foram centrifugadas (4400 rpm, 20°C, 15 min) e o pellet mantido a -22°C até a analise.

Figura 28: Curva padrio construida através de dados de concentragdo de carboidrato e absorbancia lida em 315 nm.
Fonte: Do autor (2021).
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A quantificacdo da proteina das microalgas foi feita de acordo com Bradford (1976) com
albumina bovina (BSA; 1 mg.mL") utilizada como padrdo. Os pardmetros do ajuste linear da
curva padrdo (Figura 29) estdo descritos na Equagdo 14, que teve um coeficiente de correlagdo de
0,999. Para determinagao de proteinas, 50 mL de amostra da cultura em crescimento exponencial

foram centrifugados (4400 rpm, 20°C, 15 min) ¢ o pellet reservado (-22°C) para analise.

Figura 29: Curva padréo construida através de dados de concentraco de proteinase m relagdo a absorbancia lida em
595 nm.
Fonte: Do autor (2021)
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Carotenoides totais e clorofilas foram determinados de acordo com Wellburn (1994) em
3 mL de cultura em crescimento exponencial. A clorofila total foi determinada como em Shoaf
and Lium (1976) com DMSO, e as concentra¢des foram calculadas seguindo a equagao proposta

por Jeffrey and Humphrey (1975) usando leituras de espectrofotometro 665, 649 ¢ 480 nm

6.1.2.4 Andlises estatisticas

Todas as comparacdes feitas neste estudo foram baseadas na ANOVA de fator tnico (o=
5%), para indicar diferenca estatisticamente significativa entre as amostras comparadas dos quatro
tratamentos. As comparac¢des indicadas pela ANOVA como estatisticamente diferentes foram

submetidas ao teste de Tukey. O software utilizado foi o Excel.



6.1.2.5 Composi¢do espectral

Os painéis utilizados tiveram sua composigdo espectral determinada por um radiémetro
da marca StellarNet Inc, modelo Fiber Optic Spectrometer. A analise da qualidade da luz emitida
pelos painéis ¢ fundamental nesse tipo de investigacdo bioquimica, pois sdo esses dados que
garantirdo comparagdes precisas do comportamento das microalgas. No entanto, o espectro de
emissdo muitas vezes nao ¢ descrito na literatura, impedindo comparagdes entre os resultados
publicados e os encontrados pelos pesquisadores. Assim, este trabalho declara a composic¢ao dos

espectros emitidos pelos painéis utilizados na Figure 30.



Figure 30:Espectro de emissdo dos trés tipos de LEDs utilizados no painel: A) branco; B) Vermelho e C) Azul.
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6.1.3 Resultados e discussdes

O acompanhamento do crescimento da Scenedesmus obliquus quando submetida as
diferentes cores de luz ¢ apresentado pela Figura 31A em fungdo dos dados de absorbancia e pela
Figura 31B em relagdo aos dados de concentragado de clorofila a para todos os periodos de cultivo.

As taxas maximas de crescimento (umax) dos diferentes tratamentos foram obtidas
ajustando linearmente os dados durante a fase exponencial, configuradas do dia 0 ao dia 2
(identificadas visualmente pelas curvas na Figura 31), e sdo mostradas na Tabela 7, para ajustes

que utilizaram os dados de absorbancia e de concentracdo de clorofila a.

Figura 31: Curva de crescimento para cada tratamento (Branco, Azul, Vermelho e Mix de Vermelho e Azul) em
fungdo da absorbancia (A) e da concentragdo de clorofila a (B) durante o cultivo.
Fonte: Do autor (2021).
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Tabela 7: Taxa de crescimento maxima calculada para os diferentes regimes de qualidade de luz emitida para a
espécie com base em dados de absorbancia (densidade Optica 684 nm) e dados de concentragio de clorofila a.

Absorbancia Concentracio de Clorofila a
Qualidade da luz pmax (dia™) umax (dia™)
Branco 1,5(£0,2) 1,13 (£ 0,06)
Vermelho e Azul 1,45 (+0,07) 1,03 (= 0,01)
Vermelho 1,31 (+0,07) 1,11 (+0,03)
Azul 1,27 (+ 0,09) 1,08 (+ 0,07)

Fonte: Do autor (2021)

A velocidade maxima de crescimento, calculada através dos dados de absorbéancia nos
diferentes tratamentos, ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa, exceto quando
comparado o tratamento 1 com o 4. Neste caso, 0 umax das culturas em luz branca (1,472 d™!) foi
de 15,52% superior a da luz azul (1.274 d"). Esse efeito pode ser explicado pela composigdo da
luz branca, que contém picos em azul e vermelho, que sdo os principais comprimentos de onda
absorvidos pela clorofila, principal pigmento fotossintético das clordfitas. As clorofilas possuem
clorofila a (pico de absor¢do em 430 ¢ 680 nm) e clorofila b (pico de absor¢do em 450 ¢ 660 nm)
(KEELING, 2013; TAKAICHI, 2011). Portanto o aumento de umax na luz branca pode estar
associado a alta eficiéncia quantica das algas acima da luz vermelha (660-680 nm) (BLANKEN
et al., 2013; PILON; BERBEROGLU:; KANDILIAN, 2011) que esta presente no espectro de
emissdo dos LEDs brancos. Em relagdo ao pmax obtido pelos dados de concentragido de clorofila
a, ndo foi obtida diferenca significativa, implicando que a taxa maxima de crescimento ndo ¢
alterada pelas qualidades de luz testadas. Isso esta em desacordo com informacdes da literatura,
como a do trabalho de Schulze et al. (2014), que estudaram os efeitos da qualidade da luz sobre
Nannochloropsis oculata e Tetraselmis chuii, e um de seus resultados mostra que a taxa de
crescimento € afetada pela cor da luz. Outro estudo (FIGUEROA; AGUILERA; NIELL, 1995)
relata que a maior taxa de crescimento observada em Porphyra umbilicalis foi detectada sob luz
vermelha em comparacdo com luz azul. Para Nanochloropsis sp o maior nivel de crescimento foi
obtido sob luz azul (DAS et al., 2011). De acordo com Juneja et al. (2013) e Kommareddy e
Anderson (2004) o efeito da qualidade da luz no crescimento de microalgas ¢é especifico para cada
espécie devido a diferengas nas vias metabolicas, pigmentagdo e fotorreceptores.

Os dados de viabilidade celular obtidos suportam a ideia de que a qualidade da luz ndo
interfere no crescimento da Scenedemus obliquus como visto na Figure 32. Ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre as qualidades de luz e viabilidade celular. Esses resultados
mostram que as células permaneceram saudaveis durante a fase exponencial em todos os
comprimentos de onda testados, corroborando o fato de que os comprimentos emitidos sdo
utilizados pela clorofila. No entanto, mesmo que esse ndo seja 0 comportamento obrigatorio para

outras espécies, a comparagao dos resultados foi dificultada pela falta de estudos encontrados que

2



analisassem esse parametro. Assim, o presente estudo baseia-se nos parametros fotossintéticos
que ainda serdo discutidos para indicar que este era um resultado esperado, uma vez que a

Scenedesmus obliquus nao foi afetado fotossinteticamente pela qualidade da luz.

Figure 32- Comportamento da viabilidade celular durante o cultivo em diferentes tratamentos
Fonte: Do autor (2021).

\ 0 Branco © Vermelho e Azul A Vermelho < Azul\
100 %
99 %

98 -

97

96 -

Viabilidade (%)

94 |

92 -

91

90- 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
0 1 2 3 4 5

Tempo (dia)

O rendimento quantico maximo do PSII (¢,,) nao foi alterado pelas diferentes qualidades
de luz neste estudo e durante todos os dias de cultivo foi obtido um perfil estavel entre 0,74 a
0,76. De acordo com Masojidek et al. (2010) esse perfil corresponde ao de microalgas saudaveis,
que varia de 0,6 a 0,8. O que concorda com Baba et al. (2012) que estudaram a Botryococcus
braunii ¢ também ndo encontraram alteragdes em ¢, com relagdo a luz vermelha, verde e azul.
O estudo de Kamalanathan et al. (2019) testou os parametros fotossintéticos da Scenedemus sp
em fungdo de seu crescimento (fotoautotrofia, mixotrofia e heterotrofia) e apresentou valores de
& para microalgas cultivadas fotoautotroficamente entre 0,68 e 0,73, aproximadamente a mesma
faixa encontrada no presente trabalho. Assim, os resultados de ¢'); sugerem que o estado
fisiolégico do aparelho fotossintético era saudavel (KRAUSE; WEIS, 1991; PARKHILL;
MAILLET; CULLEN, 2001) e que nao foi alterado por nenhum dos comprimentos de onda para
em que a Scenedesmus obliquus foi exposta. No entanto, isso ndo significa que outro
comportamento nao possa ser encontrado em outras espécies, como no caso das diatomaceas que

apresentaram reducdo de ¢'y; na luz vermelha (VALLE et al., 2014).



A Figure 33 apresenta o quenching qP (fotoquimico) e o NPQ (ndo fotoquimico), bem
como o rendimento quéntico efetivo. As analises estatisticas ndao mostraram diferengas
significativas. Os resultados de P permitem dizer que a energia luminosa estava sendo
direcionada para a fotoquimica da fotossintese em todas as qualidades de luz testadas, ou seja, o
PSII estava convertendo a energia absorvida em energia bioquimica (KRAUSE; WEIS, 1991;
MAXWELL; JOHNSON, 2000), ndo sendo prejudicados ou degradados como resultado dos
tratamentos. Isso esta de acordo com o comportamento obtido para Botryococcus braunii, onde o
gP nao foi afetado pela qualidade da luz utilizada (BABA et al., 2012). Uma das dire¢des que a
energia ndo enviada a via fotoquimica pode tomar é a dissipagdo de calor, que pode ser
representada pelo NPQ (MULLER; LI; NIYOGI, 2001). Segundo a literatura (ANDERSSON et
al., 2006; IHNKEN; EGGERT; BEARDALL, 2010; LOPEZ-CLIMENT et al., 2011) o NPQ ¢
uma resposta ao estresse, uma via de autoprotegdo ao evitar o fluxo excessivo de elétrons para o
PSI, reduzindo assim o potencial de fotoinibicdo (SONOIKE, 2011). Os presentes resultados ndo
mostraram variacdo do NPQ em funcao da qualidade da luz em Scenedemus obliquus, o que
concorda com os resultados encontrados para Botryococcus braunii por Baba et al. (2012). Como
as culturas desta pesquisa foram configuradas para ter a mesma intensidade de luz PAR,
independentemente da cor da luz utilizada, elas ndo foram expostas a intensidades excessiva e
nem a escassez de luz. Como os mecanismos de desencadeamento do NPQ dependem das
caracteristicas evolutivas das espécies de microalgas (GOSS; LEPETIT, 2015; IHNKEN;
EGGERT; BEARDALL, 2010), apontamos que diferentes espécies de microalgas podem ter
diferentes respostas a luz em compara¢do com a Scenedesmus obliquus do presente estudo.
Semelhante ao qP e NPQ, nenhuma diferenga foi obtida para o rendimento quantico efetivo de
PSII (¢'),) neste estudo. Assim, destacamos que a capacidade de mover elétrons além do PSII na
cadeia de transporte em um determinado estado de adaptagdo a irradidncia, determinado pelo
coeficiente de rendimento quantico efetivo (ENRIQUEZ; BOROWITZKA, 2010), nio sofre
modificagcdes na Scenedesmus obliquus em relacdo a qualidade das luzes testadas.
Comportamento semelhante foi relatado por Baba et al. (2012), que indicou efeitos nulos no
¢’y em fungdo das qualidades de luz testadas (vermelho, verde e azul) em Botryococcus braunii.
Mercado et al. (2004) estudaram cinco espécies de diatomdaceas e relataram que em trés delas ndo
foram detectadas alteragdes em 'y, . Eles mostraram que Nitzschia laevis tinha o maior [’y ,
enquanto Navicula sp tinha seu ¢’)y; em valor 45% menor sob a luz azul em comparagdo com luz
branca.

O comportamento dos parametros fotossintéticos aqui discutidos estdo diretamente
ligados a arquitetura celular de cada espécie de microalga, a composi¢do dos pigmentos e ao
arranjo do cloroplasto, pois essas caracteristicas sdo responsaveis pela captura de fotons pela

molécula de clorofila (SCHULZE et al., 2014)



A composi¢do bioquimica da biomassa durante o crescimento celular exponencial ¢é
apresentada na Figure 34, mostrando que, embora ndo tenham sido observadas diferengas
significativas para os parametros fotossintéticos e para as taxas de crescimento, a producdo de
biomoléculas foi afetada para as diferentes cores de luz. Uma maior concentragdo de proteinas foi
observada em S. obliguus sob luz azul (ANOVA p < 0,05), mas para os carboidratos o contrario
foi indicado.

Figure 33: Parametros fotossintéticos NPQ, qP e rendimento quantico efetivo para Scenedesmus obliquus quando

exposta a diferentes cores de luz.
Fonte: Do autor (2021).
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Em relagdo aos carboidratos a luz azul se destacou mais uma vez, mas agora pela baixa
quantidade produzida (4,6 + 0,4 pg.mL™"). Essa qualidade da luz foi a Unica com diferencas
significativas em relagdo aos demais comprimentos de onda. Todas as demais comparagdes foram
consideradas iguais.

A luz azul é encontrada na parte inferior da faixa de comprimentos de onda do espectro
visivel, e portanto, possui 57% mais energia do que a luz vermelha, localizada na outra
extremidade do espectro e essa condigdo garante uma penetragdo mais profunda em culturas de
microalgas do que os outros comprimentos de onda (KIRK, 1994). Por isso, uma das influéncias
da luz azul é o excesso de energia que atinge o aparelho fotossintético. Esse excesso normalmente
¢ indicado pelo aumento do NPQ e acumulo de pigmentos (GOSS; LEPETIT, 2015), mas como
visto, esse pardmetro fotossintético ndo foi afetado pela luz azul na presente pesquisa, indicando
que isso ndo foi um problema para a Scenedesmus obliquus.

Outra importante influéncia da luz azul relatada por Ruyters (1984) esta nas enzimas

fotossintéticas, incluindo as de sintese de pigmentos e fotorrespiracdo, ¢ enzimas de degradagdo



de carboidratos. O autor relatou que essas alteragdes enzimaticas sio comandadas por dois tipos
de mecanismos de defesa, chamados de controle grosso e controle fino. No controle grosso, a luz
azul pode atuar sobre a quantidade de enzima ativa e sobre a capacidade da enzima, alterando a
taxa de sintese ou degradacdo, ¢ ¢ através deste mecanismo que Ruyters (1984) indica um forte
efeito da luz azul na sintese de proteinas. No controle fino, as altera¢cdes ocorrem por meio da
regulacdo da atividade de moléculas enzimaticas preexistentes ¢ um importante indicador desse
tipo de influéncia é a quebra de carboidratos. As influéncias da luz azul relatadas por Ruyters
(1984), podem explicar os resultados encontrados neste estudo para Scenedesmus obliquus, que
constitui um aumento na sintese proteica ¢ uma diminui¢do nos carboidratos, indicando que a

influéncia pode estar relacionada as enzimas.

Tabela 8: Efeitos na proporcao de carboidratos/proteinas em S. obliquus em funcdo das diferentes qualidades de luz
testadas.

Carboidrato/Proteina
Branco 2,22 (£0,02)
Vermelho e Azul 3,2(£0,6)
Vermelho 2,3(£04)
Azul 0,8 (£ 0,20)

Fonte: Do autor (2021).

O menor valor de carboidratos sob luz azul foi explicado por Emerson e Lewis (1943) em
funcdo do aumento do consumo de O, neste comprimento de onda. Em seu estudo, os autores
observaram um maior consumo de O; na fase escura apds o uso da luz azul durante o periodo
fotossintético, do que em comparagdo com a luz vermelha. Kowallik (1982) explicou que o
aumento na captacdo de O, ndo resulta da inibi¢do do comprimento de onda, mas da interferéncia
do consumo extra de oxigénio e que a degradagao adicional de carboidratos ocorre mesmo durante
a fotossintese, independente do maquinario fotossintético quando a luz azul ¢ utilizada.

Schulze et al. (2016) indicaram uma estimulagdo da luz azul sob o uso de nutrientes como
N-NO; em Tetraselmis chuii, quando comparado com a luz vermelha, indicando também um
efeito negativo nas relagdes carboidrato-proteina em comprimentos de onda de 400 — 450 nm.
Kim et al. (2013) encontraram um maior uso de fosforo, cerca de 50% , quando Scenedesmus sp
foi exposta a luz azul, em comparagdo a luz branca. Informacdo que concorda plenamente com
os resultados apresentados na Tabela 8§ deste estudo, que demonstra uma diferenca significativa
para todos os comprimentos de onda em relagdo ao azul. No entanto, esse aumento no uso de
nutrientes esta ligado a ativacao de transportadores/enzimas responsaveis pela assimilagao de NO;
e P. Um indicador desse fendmeno sdao as altas relagdes C:N ¢ niveis mais elevados de
carboidratos ou lipidios em vez de proteinas (ADAMS; BUGBEE, 2014). Essa opg¢ao foi entdo

descartada no presente estudo, pois a luz azul foi responsavel pela menor sintese de carboidratos
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e maior proteina, contrariando o indicador de inibi¢do por falta de nutrientes. A auséncia da
limitacdo de nutrientes neste caso também ¢é confirmada pela taxa maxima de crescimento, que
foi igual entre os tratamentos.

Em relagdo a analise dos carotenoides, foram apontadas diferengas estatisticamente
significativas entre a luz branca e a mistura (azul e vermelha) ¢ entre a luz branca e a vermelha.
Todos os outros sendo considerados iguais. A média da luz branca (0,156 pg.mL™ é superior a
da luz vermelha (0,102 pg.mL™") e da luz mista (0,095 pg.mL"'). Como é bem conhecido, os
carotenoides desempenham dois papéis principais no cloroplasto, atuando como pigmentos
fotossintéticos e fotoprotetores (SUN et al., 2018).

A diferenga da luz branca em relagdo a mistura (vermelha ¢ azul) ¢ a luz vermelha pode
ser explicada pela composi¢do do espectro dos LEDs utilizados (Figure 30) e pela composicao
dos pigmentos das Clorofitas. Assim, baseamos a explicacdo em informacdes difundidas que
indicam que as luzes vermelha e azul sdo intensamente absorvidas pela clorofila a (MADIGAN,
MARTINKO, BENDER, 2016). Assim, neste estudo a comparagao da luz branca, que é composta
por comprimento de onda além do azul e do vermelho, desenvolveu carotenoides capazes de lidar
com essas energias fora dos picos de absor¢ao 6timos, explicando o maior valor para a luz branca

em relacdo a luz mista e luz vermelha.

Figure 34: Analise bioquimica da biomassa da Scenedesmus obliquus nos diferentes tratamentos: luz branca, luz
combinada (vermelho e azul), luz vermelha e luz azul. O eixo principal y faz referéncia as colunas de proteinas e
carboidratos e o eixo secundario y as colunas de carotenoides.

Fonte: Do autor (2021).
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6.1.4 Conclusio

As taxas maximas de crescimento ndo foram afetadas pelos tratamentos, mantendo o
crescimento constante independente da qualidade de luz oferecida. Os parametros fotossintéticos
indicaram que as qualidades de luz testadas ndo afetam a fotossintese. Fornecemos ferramentas
para produzir proteinas de Scenedesmus obliquus de forma otimizada e de facil implementagao,
pois basta a alteragdo do comprimento de onda oferecido a cultura. Nossa pesquisa abre também
uma lacuna a ser preenchida pela area de controle de luz, que podera aliar o efeito da intensidade
com a qualidade da luz para maximizar a produtividade. A luz azul foi identificada como o melhor
comprimento de onda a ser oferecido a Scenedesmus obliquus quando o objetivo ¢ maximizar a
produg@o de proteinas totais na biomassa. Quando o objetivo ¢ a producao de carboidratos, todas
as qualidades de luz testadas sdo indicadas, exceto a luz azul. Para a producédo de carotenoides, a
luz branca ¢ mais promissora, pois tem uma vantagem sobre a mistura da luz vermelha com a azul

em 39,10% e sobre a luz vermelha em 34,52%.



CAPITULO 7- DESENVOLVIMENTO DO CONTROLADOR
POLICROMATICO DE LUZ APLICADO A PRODUCAO DE MICROALGAS

Neste capitulo serda abordado o desenvolvimento e a avaliagdo do controlador
policromatico de luz, objetivo central desta tese, que visou a otimizagao da produgao microalgal
em fun¢do da luz (Figura 35). E como visto no Capitulo 2, existem rarissimas aplicagdes de
logicas de controle convencionais dentro de controladores automaticos neste setor da
biotecnologia, evidenciando uma grande lacuna a ser preenchida pela pesquisa ¢
desenvolvimento, sendo, portanto, uma aplicagdo nobre que o estudo pretende proporcionar para

a area de produ¢do de microalgas.

Figura 35: Fotobiorreator em funcionamento durante os cultivos de validag¢do do controlador
Fonte: Do autor (2021)




7.1 CONTROLADOR POLICROMATICO DE RADIACAO
FOTOSSINTETICAMENTE ATIVA APLICADO A MICROALGAS

7.1.1 Resumo

A utiliza¢do de microalgas na biotecnologia esta em ascensdo, pois apresenta algumas
vantagens sobre outros microrganismos, como o uso de luz e dioxido de carbono como substratos
para seu crescimento, devolvendo oxigénio e sintetizando naturalmente antioxidantes, proteinas,
carboidratos, carotenoides, entre outros produtos. No entanto, a produgdo de microalgas ainda
enfrenta sérios problemas devido a luz. Este estudo aborda o desenvolvimento de um controlador
automatico PAR (Photosynthetic Active Radiation) baseado em logica Fuzzy, contemplando
também uma funcionalidade inédita, a possibilidade de escolha do comprimento de onda que sera
emitido. O presente estudo comparou cultivos que ndo utilizaram o controlador desenvolvido com
cultivos que usaram. As culturas controladas tiveram uma produtividade de biomassa ~ 200%
maior em comparagdo com as nao controladas. A alteracdo do comprimento de onda de branco
para azul em culturas ndo controladas mostrou um aumento de 173% na produgdo de proteinas
totais e acionando o controlador, obteve-se um aumento adicional de 23%. Além disso, o

controlador PAR reduziu o consumo de energia em trés vezes.

7.1.2 Introducdo

Tornar os processos produtivos sustentaveis ¢ uma necessidade eminente em nosso
planeta, e diante disso, diversas alternativas de substituicdo de fontes ndo renovaveis por
renovaveis vém se destacando. Nesse sentido, as microalgas se encaixam perfeitamente como
sintetizadores naturais de antioxidantes, antibidticos, acidos graxos insaturados, proteinas,
carboidratos, carotenoides, entre outros, despertando o interesse de setores industriais como
cosméticos, farmacéuticos e alimenticios (BOROWITZKA, 2013). As microalgas também se
destacam por contribuir para a mitigagdo do CO, atmosférico, pois a fotossintese realizada por
esses organismos promove a descarbonizagdo do ar e devolve o oxigénio como bonus, ou seja,
um subproduto metabolico essencial a vida no planeta (ZHAO; SU, 2014).

Em linhas gerais, a fotossintese pode ser definida como o processo de transformagdo da
energia luminosa em energia bioquimica, utilizada pelas células para seu desenvolvimento e
sobrevivéncia (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2002; FALKOWSKI; RAVEN, 2007). No
entanto, o fornecimento de luz para culturas de microalgas ndo ¢ trivial e apresenta-se como um
dos gargalos de produgdo para este bioprocesso.

A escolha da qualidade da luz, ou seja, o comprimento de onda oferecido a cultura, pode
levar a alteragdes bioquimicas nas células em relagao as culturas em diferentes bandas do espectro

eletromagnético e torna-se uma ferramenta interessante para processos de microalgas, podendo
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direcionar a cultura no caminho de otimiza¢ao dos produtos de interesse(BABA et al., 2012;
CHEN et al., 2010b; KIM et al., 2013). O grande problema da luz no crescimento de microalgas
ndo estd relacionado apenas a qualidade da luz, mas também na sua intensidade, que pode
fotoinibir, se em excesso, ou limitar o crescimento, se ndo for suficiente (QIANG; ZARMI;
RICHMOND, 1998). Dessa forma, foi sugerido uma operacdo de controle, chamada por varios
autores de operagdo lumostatica, que tem como principio manter a intensidade luminosa adequada
em funcdo da concentracdo celular na cultura (CHOI; SUH; LEE, 2003b; ERIKSEN; GEEST;
IVERSEN, 1996).

A intensidade da luz pode ser manipulada usando um painel de LEDs (diodos emissores
de luz), que sdo fontes de luz muito promissoras, pois apresentam alta eficiéncia energética e
controlabilidade em relagdo a intensidade e comprimento de onda (BANTIS et al., 2018;
SCHULZE et al., 2014)

Para controlar a intensidade luminosa das culturas, muitos estudos adotaram a operacao
lumostatica manual, ajustando a variavel controlada através do niumero de luzes e da distancia
entre elas e a cultura (CHEN et al., 2011; LEE et al., 2006a, 2016; MURCHIE; LAWSON, 2013;
SUH; LEE, 2001). Pouquissimos trabalhos automatizam o controle da luz como um sistema mais
refinado, como ¢ o caso do estudo de Eriksen et al., (1996) que corrigiu a intensidade da luz
usando um potenciémetro manipulado digitalmente. No entanto, os autores ndo deixam claro qual
logica de controle foi utilizada para gerar as agoes lumostaticas. Ifrim et al. (2013) utilizaram a
técnica de controle de lineariza¢do por feedback para linearizar o modelo utilizado e, assim,
controlar a intensidade luminosa média, através da manipula¢do do gerador de tensdo do painel
luminoso. Além desses estudos, existe ainda outra classificagdo de controle da luz, que néo se da
necessariamente pela manipulagdo da fonte de luz, mas pelo controle da concentragdo celular,
fazendo uma pré-colheita das células sempre que a iluminagdo tende a ser prejudicada pela
densidade celular, devido ao fenomeno do auto-sombreamento (LIU et al., 2018; LOMBARDI;
WANGERSKY, 1991).

O interesse em logicas de controle automatico para manter a variavel luz em seu valor
ideal deve aumentar, pois o controle de outras variaveis de processos biotecnologicos ja estdo
difundidas e em pleno funcionamento, como: pH (GALES et al., 2020; PAWLOWSKI et al.,
2014), oxigénio dissolvido (CAMPANI et al., 2018; GEHAN et al., 2019), temperatura (LI et al.,
2021; SILVA etal., 2021) e pressdo (FITZMAURICE et al., 2021; KUMAR; MANDAL, 2021)..
O controle automatico nada mais ¢ do que um sistema que monitora a variavel controlada por
meio de um sensor conectado diretamente ao controlador, que por sua vez gera sinais elétricos de
saida responsaveis por manter a variavel controlada em seu valor de set point, sem a necessidade
de um operador humano, que neste caso, ¢ responsavel por realizar agdes corretivas (OGATA,

2010; STANBURY; WHITAKER; HALL, 2017). Existem inumeros tipos de controladores que



podem ser utilizados para esta finalidade, como on-off, proporcional-integral-derivativo (o
classico PID), logica fuzzy (STANBURY; WHITAKER; HALL, 2017), entre outros.

O controlador liga-desliga ¢ o tipo de controlador mais simples comumente utilizado. Sua
acdo ¢ ligar o sinal (estado de agdo 1) sob uma determinada condi¢do e desligar (estado de acdo
2) caso contrario. O controlador proporcional (P) agrega mais precisdo, pois atua
proporcionalmente ao erro, ou seja, quanto maior a diferenga entre o setpoint e o valor lido da
variavel controlada, maior a atuagdo do controle. Este modo de controle ¢ util, mas possui um
erro estacionario inerente, o que limita sua aplicagdo. O controlador proporcional-integral (PI)
apresenta uma resposta proporcional ao tempo de permanéncia do erro, eliminando o erro
estacionario inerente ao controlador puramente proporcional; o problema com este controlador é
que ele adiciona jitfer na resposta do controle, o que pode adicionar instabilidade ao sistema. O
termo derivativo (D) analisa a tendéncia do erro e adiciona uma resposta antecipatoria ao PI;
prever o comportamento do sistema. O problema deste controlador ¢ sua sensibilidade a ruidos
nas leituras da varidvel controlada. Neste caso, este controlador ndo ¢ adequado para controlar
variaveis com sensores ruidosos, pois podem tornar a resposta de controle instavel. O controlador
proporcional-integral-derivativo (PID) ¢ o mais abrangente, pois engloba as trés agoes:
proporcional, integral e derivativa. Este controlador se beneficia das vantagens dos trés
controladores a0 mesmo tempo, razao pela qual ¢ muito utilizado (STEPHANOPOULOS, 1983).
Cerca de 90% dos controladores atualmente em operagdo sao PID (PASSINO; YURKOVICH,
1998).

Recentemente, houve um aumento no interesse de controladores baseados em logica
Fuzzy, que manipulam valores aproximados usando regras linguisticas como “se (...), entdo (...)”.
Esses algoritmos podem absorver o conhecimento de operadores especialistas humanos e podem
lidar com ndo linearidades de sistemas reais de processos complexos e dindmicos. Esses
controladores tém quatro componentes principais: i- A "base de regras" que retine (na forma de
regras) o conhecimento do especialista humano sobre como operar o sistema; ii- O mecanismo de
inferéncia que avalia quais regras devem estar em vigor no momento; iii- A fuzzificagdo que
transforma e classifica as entradas comparando-as com as regras da base de regras e iv- A
defuzzificagdo que converte as conclusdes alcangadas pelo mecanismo de inferéncia no sinal de
controle que sera utilizado como entrada para a planta.

Este estudo teve como objetivo utilizar a l6gica Fuzzy para controlar a intensidade da
radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR) que passa por um fotobiorreator durante um processo
de produgdo de microalgas, bem como manipular a poténcia luminosa do painel de LED, de forma
independente, para cada comprimento de onda, vermelho, verde, azul e branco, para otimizar o

crescimento celular durante o processo.



7.1.3 Materiais e métodos
7.1.3.1 Aparato experimental

Foi utilizado um fotobiorreator Airlift feito com placas planas de vidro transparente, com
volume util de 6 L, encamisado a uma temperatura de 24°C e aerado com ar a uma vazao de 1,5
L/min. A saida de gas do fotobiorreator passa por um condensador para minimizar a perda de
liquido por arraste gasoso e a saida de gas do condensador por sua vez ¢ borbulhada em uma
solugdo de sulfato de cobre para manter a assepsia. Antes de cada batelada, o fotobiorreator foi
esterilizado em autoclave a 1,5 atm e 120°C por 20 min.

A fonte de luz utilizada consiste em dois painéis de LED constituidos por luz: branca
(400-710 nm), vermelha (580-720 nm), azul (410-495 nm) e verde (475-600 nm). Cada painel é
responsavel por cobrir uma superficie do fotobiorreator e para tanto possuem dimensdes de 20 x
35 cm. A poténcia de cada canal de cor € manipulada através de um circuito controlado por um
Arduino Mega através de portas PWM. O circuito controlado é composto por transistores, modelo
IRFZ46, ¢ resistores (1 KOhm ¢ 10 KOhm), conforme Figura 36 que amplificam o sinal PWM
enviado aos LEDs de poténcia, portanto neste estudo foram utilizados dois destes sistemas, pois

dois painéis de LEDs sdo requeridos.

Figura 36: Circuito de poténcia responsavel por amplificar a tensdo enviada pelo microcontrolador Arduino na faixa
de 0-5 volts para as portas PWM (3, 5, 6 e 7) conectadas ao painel de LED que opera na faixa de 0-12 volts. T
corresponde aos transistores (IRFZ46), R1 ao resistor de 1 KOhm e R2 ao resistor de 10 KOhm.

Fonte: Do autor (2021).
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Dois de sensores RGB, modelo TCS34725, foram utilizados para monitorar online as
variaveis controladas PAR de cada painel: PAR R1 (vermelho), PAR G1 (verde), PAR Bl
(azul) PAR_ W1 (branco), PAR R2 (vermelho), PAR G2 (verde), PAR B2 (azul) e PAR W2
(branco).

Para evitar a interferéncia da luz externa, o fotobiorreator foi colocado no centro de uma
caixa metalica escura (Figure 37), que possui dois painéis de luz fixados nas suas paredes, que
estdo posicionados paralelos as superficies do fotobiorreator. Os respectivos sensores RGB foram
fixados em cada parede do fotobiorreator, posicionado no lado oposto do painel que sofrera as

acoes de controle.

Figure 37:Aparato experimental dos cultivos. Sensor 1 instalado na parede frontal e Sensor 2 instalado na parede
traseira do fotobiorreator.
Fonte: Do autor (2021).
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7.1.3.2 Cultura

A espécie cultivada foi uma cloréfita de agua doce comum, Scenedesmus obliquus,
gentilmente cedida pela Colegdo de Culturas de Microalgas de Agua Doce da Universidade
Federal de Sdo Carlos (CCMA-UFSCar) por meio do Laboratorio de Biotecnologia de Algas. O
meio de cultura BG-11 foi utilizado (RIPPKA et al., 1979). O fotoperiodo foi de 12 h claro ¢ 12

h escuro e a concentragdo inicial de células foi de 10° células.mL".



A contagem celular foi dada através de uma camara de contagem de células Fuchs-
Rosenthal sob um microscopio optico (Nikon Eclipse modelo E200, Japdo). A clorofila foi
determinada por fluorescéncia in vivo (Turner Designs, Trilogy, EUA) e para isso foi construida
uma curva de calibragdo plotando a concentragdo de clorofila a extraida de células de Chlorella
vulgaris em crescimento exponencial (SHOAF; LIUM, 1976) contra a fluorescéncia de clorofila
ain vivo. A secdo linear desta curva foi ajustada por meio de regressao linear e usada para calcular
a concentracdo de clorofila a

As taxas de crescimento foram determinadas por regressao linear do logaritmo natural da
densidade celular versus tempo (dias) ¢ da concentra¢do de clorofila a versus o tempo (dias),
durante a fase de crescimento exponencial, com a inclinag¢do correspondente a taxa de crescimento
especifica maxima (umax).

A produtividade global com base nos dados de concentragdo celular (Pyigpar, o) fOi
calculada pela Equacgdo 15, onde dCx ¢ a variacdo da concentragdo celular e dt ¢ a variacdo do
tempo. A Equagdo 16 foi usada para calcular a produtividade global com base nos dados de

concentragdo de clorofila a (Pgjgpar,cc), onde dCc € a variagdo da concentragdo de clorofila a.

P _dcx Equagio 15
global, cx dt
dCc Equagdo 16

P =__
global,cc dt

7.1.3.3 Estratégia de controle

Foram realizados quatro conjuntos de culturas diferentes, em triplicata, conforme Tabela
9, totalizando um total de 12 bateladas no fotobiorreator. A primeira triplicata, identificada por
W, foi iluminada por LEDs brancos com intensidade inicial de 200 pmol foton.m?.s™!, medida
pelo sensor RGB apds a inoculagdo, cuja poténcia elétrica correspondente foi mantida constante
até o final da o processo. A segunda triplicata, B, foi iluminada por LEDs azuis com intensidade
inicial de 200 umol foton.m?.s!, e também mantida em poténcia elétrica constante até o final do
cultivo, observando-se queda na PAR medida pelo sensor ao longo do tempo, como no caso W.
A terceira e quarta triplicatas, CW e CB, foram culturas iluminadas por luz branca e azul
respectivamente ¢ utilizaram o sistema de controle automatico, que manteve a PAR medida pelo
sensor em seu valor 6timo de 200 umol féton.m™2.s"! durante todo o cultivo, manipulando a
poténcia elétrica ¢ respectivamente a luminosidade do painel. As culturas foram amostradas a
cada 24 h para medir a concentrag@o celular e a concentragdo de clorofila a. A concentragdo de
proteina foi analisada a partir de amostras colhidas no segundo dia da fase de crescimento

exponencial (BRADFORD, 1976).



Tabela 9: Culturas realizadas em triplicata com poténcia de luz fixa (W e B) e com poténcia de luz controlada (CW e
CB). W significa emissdo de luz branca e B emisséo de luz azul. Inicialmente, independente do controle do sistema, o
PAR foi ajustado para 200 pmol féton.m™2s™!.

Nomenclatura w B Cw CB
Cor Branco Azul Branco Azul
PAR 200 (sem 200 (sem 200 200
(umol foton.m2.s") controle) controle) (controlado) | (controlado)

Fonte: Do autor (2021).

O controlador desenvolvido considera multiplas entradas ¢ multiplas saidas (MIMO),
reunindo a¢Ges de controle de 4 controladores especificos de uma unica entrada ¢ uma saida
(SISO), um para cada cor: vermelho, verde, azul e branco. Os controladores foram construidos
com logica Fuzzy, cada um possuindo uma variavel de entrada PAR correspondente a sua
respectiva cor medida pelo sensor RGB; como saida, cada controlador SISO calcula a modulagéo
por largura de pulso (sinal PWM) para lidar com a tensdo de alimentagdo do respectivo painel de
luz. Os pontos de ajuste dos processos controlados foram definidos de acordo com os resultados
dos cultivos ndo controlados. Os dados obtidos foram utilizados para definir os limites, inferiores

e superiores, do universo discursivo das regras Fuzzy.

Figura 38: Visualizacdo grafica dos conjuntos Fuzzy definidos para a variavel de entrada PAR: PAR muito baixo
(PVL), PAR baixo (PL), PAR 6timo ascendente (PAO), PAR 6timo descendente (PDO), PAR alto (PH) ¢ PAR muito
alto (PVH).

Fonte: Do autor (2021).
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Os conjuntos nebulosos foram: PAR muito baixo (PVL), PAR baixo (PL), PAR 6timo
ascendente (PAO), PAR 6timo descendente (PDO), PAR alto (PH) ¢ PAR muito alto (PVH),

descritos na

Tabela /0 ¢ Figura 38. E o conjunto de regras Fuzzy ¢ mostrado na Tabela 11.

Tabela 10: Conjuntos difusos do contexto da radiacéo fotossinteticamente ativa (PAR). PAR muito baixo (PVL),
PAR baixo (PL), PAR 6timo ascendente (PAO), PAR 6timo descendente (PDO), PAR alto (PH) e PAR muito alto
(PVH), onde a PAR seria a variavel controlada.

Radiacio fotossinteticamente ativa (umol foton.m2.s™!)
Configuracio Fuzzy | Identificador | Universo Fuzzy Grau de pertinéncia
PAR
Muito baixo PVL PAR <190 DMpyi=1
PAR
Baixo PL 190 200 DMpi=-0,1*PAR _lido + PAR _setpoint/10
PAR
Otimo ascendente PAO 190 200 DMpao=0,1*PAR_lido - (PAR_setpoint-10)/10
PAR
Otimo descendente PDO 200 210 DMppo= - 0,1*PAR_lido + (PAR_setpoint+10)/10
PAR
Alto PH 200 210 DMpi= 0,1*PAR _lido - (PAR_setpoint)/10
PAR
Muito alto PVH PAR >210 DMpyu= 1

Fonte: Do autor (2021).

Tabela 11: Conjunto de regras difusas: PAR muito baixo (PVL), PAR baixo (PL), PAR 6timo
ascendente (PAO), PAR 6timo descendente (PDO), PAR alto (PH) e PAR muito alto (PVH).

Se Entio Incremento/ Decremento
PVL Incrementa poténcia (IP) 10
PL Incrementa poténcia (IP) 10
PAO Mantenha poténcia (KP) 0
PDO Mantenha poténcia (KP) 0
PH Decrementa poténcia (DP) -10
PVH Decrementa poténcia (DP) -10

Fonte: Do autor (2021).

A Equagdo 17 apresenta a resposta final de cada controlador SISO, portanto, o controlador
MIMO ¢ composto por quatro equagdes equivalentes, uma para cada cor (i=R para vermelho, i=G

para verde, i=B para azul e i=W para branco).



PWM; = PWM,.; + DMpy.; * IP + DMpy; * IP + DMp4oi ¥ KP + DMppo; * KP +
DMpy;i * DP + DMpyu; * DP Equagdo 17

A energia ("¢" em mWh) foi calculada a partir da poténcia do painel (P em mW) e do
tempo ligado (dt em h), a partir da Equacdo 18. Em seguida, o valor da energia consumida foi
integrado ao longo de todo o tempo e dividido pela concentragdo celular acumulada no

fotobiorreator, gerando a quantidade de energia gasta por célula.

e=P.dt Equacgédo 18

O custo em dolares gasto em iluminag@o por célula foi calculado multiplicando o valor
de 0,1376 dolares por KWh (publicado pela Energy Information Administration (EIA, 2021) dos
Estados Unidos para o més de abril de 2021) pela energia utilizada por célula acumulada, descrita

na se¢ao 2.3.3.

7.1.4 Resultados e discussoes

Este estudo apresenta alguns resultados importantes sobre o desempenho de um
controlador de radiacdo fotossinteticamente ativa baseado em logica Fuzzy e a possibilidade de
selecionar o comprimento de onda que sera emitido para o cultivo de microalgas. Além disso,
mostramos que a luz azul favoreceu a sintese de proteinas em S. obliquus.

As culturas realizadas com poténcia constante (emitida pelo painel), tanto na luz branca
(W) quanto na azul (B) apresentaram um perfil de luz (medido pelo sensor RGB) decrescente ao
longo do tempo, apresentado pela Figura 39, iniciando em 200 umol foton.m2.s™! (valor PAR
ideal para S. obliquus) no tempo zero e terminando com ~9,49 umol foton.m2.s™! para luz branca
e em ~1,01 umol foton.m™.s ! para luz azul, em 128 h de cultivo.

As culturas em batelada em fotobiorreator que sdo adotadas por sua simplicidade, baixo
custo ¢ flexibilidade (BEZERRA et al., 2011), enfrentam um regime de luz desfavoravel como
mostra a Figura 39, em baixas concentragdes celulares ndo ha déficit de luz e/ou problemas com
efeitos de sombreamento, permitindo que as células crescam em taxas maximas (MARKER;
TSAVALOS; YOUNG, 1996; PARK, 2001). No entanto, em altas concentragdes celulares, o
fornecimento de luz torna-se insuficiente ¢ o auto-sombreamento se destaca, ocasionando um
problema que impede o cultivo de atingir taxas o6timas de crescimento, uma vez que ha uma
diminui¢ao na taxa de captura de luz (BOROWITZKA; HUISMAN; OSBORN, 1991; CHOI;
SUH; LEE, 2003b; OGBONNA; YADA; TANAKA, 1995; OLGA; JORDI, 1996).



Figura 39: Monitoramento do PAR durante as triplicatas de culturas submetidas a: A) luz branca (W1, W2 e W3) ¢ B)
luz azul (B1, B2 e B3), representada pelas linhas preenchidas e pelo eixo principal da PAR. A poténcia de emissdo do
painel durante o cultivo ¢ mostrada por linhas pontilhadas e refere-se ao eixo Poténcia.

Fonte: Do autor (2021).
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Ao contrario dos primeiros experimentos com a poténcia de iluminagao constante, o perfil
de luz oferecido as microalgas pelo controlador PAR desenvolvido neste estudo apresentou um
comportamento crescente, como pode ser visto na Figure 40A (para as triplicatas em luz branca

controlada: CW1, CW2 ¢ CW3) ¢ pela Figura 40B (para as triplicatas em luz azul controlada:



CB1, CB2 e CB3). Como pode ser visto nas duas figuras, a agdo do controlador Fuzzy foi estavel,
com baixas oscilagdes no sinal de controle, garantindo a qualidade da poténcia de saida e
mantendo as variaveis controladas, PAR W e PAR B, em seus respectivos setpoints (200 pmol
foton.m™2.s™!), mantendo a PAR dentro da faixa 6tima estabelecida nos pardmetros da logica Fuzzy
utilizada, proporcionando as células presentes nas culturas um ambiente com luz adequada para

0 seu crescimento.

Figure 40: Monitoramento da PAR durante os cultivos de validagdo do controlador: A) utilizando luz branca (CW1,
CW2 e CW3) representada pela linha preenchida referente ao eixo y principal; e o comportamento da poténcia
elétrica (P1, P2 e P3) emitida pelo painel durante os trés cultivos para manter o PAR em seu valor 6timo para o eixo y
a direita; B) utilizando a luz azul (CB1, CB2 e CB3) representada pela linha preenchida referente ao eixo y esquerdo;
e o comportamento da poténcia elétrica (P1, P2 e P3) emitida pelo painel durante os trés cultivos para manter a PAR
em seu valor 6timo para o eixo y a direita.

Fonte: Do autor (2021).
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A fonte de luz utilizada neste estudo possui uma limitagdo fisica em relacdo a poténcia
maxima de emissdo, o que foi evidenciado durante os cultivos controlados. Os experimentos com
controle Fuzzy foram finalizados logo apos atingir a poténcia maxima do respectivo painel
luminoso. As culturas em branco, CW1, CW2 e CW3, atingiram a poténcia maxima de painel de
500 W em aproximadamente 123 h, enquanto as culturas azuis CB1, CB2 ¢ CB3, atingiram uma
poténcia maxima de 700 W em aproximadamente 75 horas.

As curvas de crescimento foram obtidas a partir dos dados de concentracdo celular e
podem ser visualizadas na Figura 41. A definigdo da fase exponencial (dia 1 ao 3) proporcionou
o calculo das taxas maximas de crescimento obtidas pelas culturas. A Tabela 12 apresenta a
comparacgdo do umax entre culturas ndo controladas e controladas. Um aumento na taxa maxima

de crescimento de 40% (£ 1) foi obtido para a luz branca e 35% (+ 4) para a azul.

Figura 41: Curvas de crescimento para culturas ndo controladas e controladas sob luz branca (4) e luz azul (B).
W1, W2 e W2 referem-se a culturas sem uso do controlador e CW1, CW2 e CW2 para aqueles que utilizaram o
controlador sob luz branca, para luz azul foram utilizados B1, B2 e B3 para culturas que ndo utilizaram o
controlador e CB1, CB2 e CB3 para as controladas.

Fonte: Do autor (2021).
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Tabela 12: Taxa maxima de crescimento obtida para os diferentes regimes de qualidade de luz emitida para a espécie
através dos dados de concentragdo celular.

umax (dia™)

Branco Azul

Sem controle | Controlado | Sem controle | Controlado
0,78 £0,01 1,09 + 0,02 0,84 + 0,03 1,14 £ 0,00

Fonte: Do autor (2021)

Espera-se um aumento da concentragdo celular das culturas quando estas sdo submetidas
a acOes lumostaticas (agoes que ajustam a luz durante o cultivo ao valor desejado) (CHOI; SUH;
LEE, 2003a; IMAIZUMI et al., 2016; LEE et al., 2006a, 2006b). E para monitorar esta variavel
durante este estudo, a amostragem diaria para determinagdo da concentracdo celular e
concentracdo de clorofila a permitiu o calculo da produtividade para todas as culturas (W1, W2,
W3, Bl1, B2, B3, CW1, CW2, CW3, CB1, CB2 ¢ CB3). A Figure 42 mostra o perfil de
produtividade global das culturas usando o controlador em relagdo as culturas sem controle de
luz, em fungdo da concentragdo celular (Cx) e concentragdo de clorofila a (Cc), Figura 42A para

luz branca e Figura 42B para luz azul.



Figure 42: Produtividade em relagéo a concentragéo celular (Cx) no eixo y esquerdo e em relagdo a concentragdo de
clorofila a (Cc) no eixo y direito: A) cultivos com luz branca, sem usar o controlador (Cx no controlado e Cc ndo
controlado) e usando o controlador (Cx controlado e Cc controlado); B) cultivos em luz azul, sem utilziar o
controlador (Cx ndo controlado e Cc néo controlado) e usando o controlador (Cx controlado e Cc controlado).
Fonte: Do autor (2021).
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Em ambas as comparacdes da Figure 42 a produtividade foi maior para os cultivos que

utilizaram o sistema de controle da radiacao fotossinteticamente ativa em relagdo aos cultivos



dados sem o controlador, confirmando que o controle da PAR ¢ uma boa estratégia para aumentar
a concentracdo celular durante o cultivo de microalgas. O aumento da produtividade celular dos
cultivos em luz branca utilizando o controlador elaborado neste estudo em relagido aos cultivos
sem o uso do controlador foi de 196%, e 192% para a concentracdo de clorofila a, praticamente
dobrando a produtividade da espécie Scenedesmus obliquus no segundo dia de crescimento
exponencial. O conjunto de culturas que utilizou a luz azul apresentou um aumento de 205% na
produtividade celular e 206% na produtividade calculada a partir dos dados da concentracdo da
clorofila a.

Quando comparamos o controlador desenvolvido neste estudo com o desenvolvido por
Eriksen et al., (1996), que indica uma maior produtividade de Synechococcus sp ao utilizar o
sistema de controle em relagdo ao sem controle, essa comparagdo ndo € justa, pois o seu
controlador de luz foi guiado pelo controlador de pH, que por sua vez adiciona CO, com base no
pH lido. Seu controlador acessa a quantidade de pulsos de CO, adicionados em um periodo de
tempo e os compara com o intervalo anterior, € ¢ essa comparagdo que direciona se a luz
permanecera inalterada, se aumentara ou diminuird, em incrementos constantes. O controlador de
pH promove um perfil 6timo de CO, as microalgas fotossintéticas cultivadas durante os testes,
otimizando a fotossintese; e isso nao foi abordado pelo controlador deste trabalho, que visou
desenvolver um controlador suave da PAR para ndo prejudicar a microalga, ou seja, manipulou a
luz em diferentes etapas dependendo da necessidade do microrganismo a cada 1 minuto,
utilizando a 16gica Fuzzy para este feito. Isso ndo foi observado no controlador de Eriksen et al.
(1996) que manipula a luz em degraus constantes de 25 pmol féton.m™2.s! a cada 15 minutos. O
controlador desenvolvido na presente pesquisa pode ¢ deve ser utilizado em conjunto com um
controlador de pH para otimizar a fotossintese no sistema de cultivo.

Ifrim et al. (2013) implementaram um controlador ndo linear, através da técnica de
linearizagdo de feedback, para controlar a intensidade média da luz incidente. O controlador foi
guiado por uma sonda de turbidez, que teve seus dados previamente correlacionados com dados
de biomassa de microalgas. O controlador aumentou sua intensidade sempre que a biomassa
aumentou. O sistema de 1/O desenvolvido por eles teve sua complexidade aumentada por possuir
um modelo de crescimento que ndo conseguia prever o crescimento acima de 70 horas, mas
mesmo assim o controlador demonstrou para o cultivo de Chlamydomonas reinahardtii uma
producdo de pelo menos 10% maior em biomassa por mol de foton fornecido a cultura quando
comparado a sistemas com intensidade de luz constante, podendo chegar a 30% a mais.
Comparando o presente controlador com o de Ifrim et al. (2013) notamos que os autores
utilizaram a biomassa como pardmetro e no presente estudo foi utilizada a produtividade celular
e a concentragdo de clorofila. Entendemos que o aumento celular e a concentragdo de clorofila a
estdo ligados ao crescimento da cultura e consequentemente da biomassa e dessa forma podemos

considerar que o controlador baseado em logica Fuzzy ¢ mais promissor, pois aumentou a

2



produtividade do Scenedesmus obliguus em aproximadamente 200%, além de ter um
desenvolvimento mais simples baseado na experiéncia do operador proporcionada pela 16gica
Fuzzy.

O controlador proposto também permitiu manipular a composi¢do bioquimica da
biomassa das microalgas utilizando sua flexibilidade para modificar o espectro emitido, alterando
a luz branca convencional para o comprimento de onda escolhido pelo usuario, caracteristica
nunca relatada em controladores automaticos de luz para producdo de microalgas. Apresentando-
se como uma poderosa ferramenta para otimizar as alteragdes bioquimicas causadas por diferentes
comprimentos de onda em espécies microalgais, permitindo o controle do fluxo de fotons
emitidos. O uso de um determinado comprimento de onda para modificar a composigdo
bioquimica da biomassa microalgal ¢ uma alternativa que vem sendo amplamente discutida na
literatura (DENIZ et al., 2019; HAN et al., 2019; JUNG et al., 2019; SCHULZE et al., 2014;
STEVCIC; PULKKINEN; PIRHONEN, 2019). Considerando esta possibilidade, foi incorporado
ao presente controlador diferentes cores de luz além da branca. Os efeitos da exposi¢do de S.
obliquus a luz azul no acumulo de proteinas foram analisados e comparados com a luz branca.

Os resultados indicaram que a luz azul aumentou a producdo de proteinas totais em
57,05% quando a luz azul foi utilizada em culturas sem o uso do controlador PAR em relacdo a
luz branca, mas com o controlador proposto obteve-se um aumento adicional de 44,61% de
proteinas. Isso pode ser explicado pela melhor assimilagdo dos nutrientes sob luz azul, que ¢é
causada pela ativagdo de transportadores/enzimas responsaveis pela captacdo e assimilacdo de
nitrogénio e fosforo (KAMIYA; SAITOH, 2002; KIM et al., 2013). A influéncia da luz azul nas
enzimas também foi relatada por Ruyters (1984), que indicou uma altera¢do na sintese proteica
pelo mecanismo denominado controle grosso das enzimas, ou seja, na quantidade e atividade das
enzimas. Assim, esta implicito que o alto teor de proteina sob luz azul é devido ao efeito que esse
comprimento de onda tem nas enzimas fotossintéticas. Os presentes resultados indicam que
mesmo em culturas onde a qualidade da luz ¢ o fator mais importante para direcionar a produgao
para as biomoléculas de interesse, o controle da intensidade do comprimento de onda aumenta
ainda mais a producdo.

O aumento da produtividade celular e da produtividade calculada através dos dados da
concentracdo de clorofila a demonstram a eficacia do sistema de controle proposto neste estudo,
que ao manter a radiag@o fotossinteticamente ativa em seu valor 6timo ajustado pela densidade
de cultura implicou a melhora do desenvolvimento da espécie em relagdo ao problema da
atenuagdo de luz durante o cultivo. O controlador forneceu as células um perfil de PAR constante
ndo limitando seu crescimento por falta de luz em alta concentracgao celular, nem inibindo-as por
excesso de luz quando em concentragdo celular baixa.

O controlador, além de aumentar a produtividade e manter a qualidade da biomassa nas

culturas do fotobiorreator, também apresentou vantagens econdmicas em relacdo a energia
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especifica, ou seja, a energia utilizada por célula. A Figura 43 demostra o perfil da energia
especifica consumida durante a triplicata de cultivos em luz branca controlada (CW1, CW2 e
CW3) e luz azul (CB1, CB2 ¢ CB3) e luz branca nao controlada (W1, W2 ¢ W3) ¢ luz azul (B1,
B2 e B3). Os indices da Figura 43 mostram alto consumo de energia durante a fase lag para
culturas que ndo utilizaram controle de luz, ¢ um consumo muito menor em culturas dadas
utilizando o sistema de controle.

Na fase exponencial, o sistema de controle aumentou o consumo de energia, mas
permanece em niveis muito mais baixos do que os sistemas ndo controlados. Neste caso, a partir
do final da fase exponencial (~80 h) as culturas ndo controladas comeg¢am a declinar em relagdo
ao acumulo crescente de células, que aumenta com o tempo mesmo com luz constante.

Os custos operacionais do processo utilizando o sistema controlado foram menores
quando comparados aos cultivos operados com energia elétrica constante. Esta ¢ outra vantagem
dos sistemas controlados, que permitem a otimizacao da energia fornecida e consequentemente
dos custos envolvidos no processo. Considerando um processo de 70 horas como base de calculo,
a quantidade média de energia elétrica consumida no cultivo com luz branca nao controlado foi
de 0,0022 e de 0,0017 U$/ (cel/mL) para os cultivos controlados, indicando uma reducdo de
23,96% para o mesmo periodo utilizando o controlador. Para a luz azul, o processo nao controlado
consumiu 0,0089 U$.mL.cel !, enquanto o controlado consumiu 0,0064 U$.mL.cel!' no mesmo
periodo indicando uma redugdo de 28,77%. O consumo de energia foi menor nas culturas que

utilizaram o controlador.



Figura 43: Perfil de energia utilizada por célula (mWh) para iluminar cada triplicata de: A) luz branca controlada
(CWI1, CW2 e CW3) e luz branca ndo controlada (W1, W2 e W3); B) luz azul controlada (CB1, CB2 ¢ CB3) ¢ luz
azul ndo controlada (B1, B2 e B3), por concentragdo celular (células.ml™).

Fonte: Do autor (2021).
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7.1.5 Conclusio

O controlador PAR policromatico desenvolvido neste trabalho é uma contribui¢do para a
comunidade cientifica que ainda estuda formas de viabilizar bioprocessos que envolvem a
produgdo de microalgas e seus derivados. O controlador desenvolvido mostrou um aumento na
produtividade celular e de clorofila a em ~200% em relagdo aos cultivos sob poténcia de luz
constante. A funcionalidade de controlar de forma independente a intensidade e os comprimentos
de onda que alimentam o fotobiorreator permite a otimizagdo da composi¢do bioquimica das
células no bioprocesso. No presente estudo, a ilumina¢do com Iumostatica oferecida pelo
controlador Fuzzy em luz azul aumentou a concentragio de proteina em 231% quando comparada
a luz branca comum em culturas de microalgas. Além disso, foram obtidas proteinas 23% maiores
para o sistema controlado em relagdo ao nao controlado, ambos em luz azul. Assim, este estudo
impulsiona pesquisas na area de bioprocessos fotossintéticos, especialmente aqueles envolvendo
culturas de microalgas em fotobiorreatores em busca de compostos de alto valor que necessitam
de condigdes controladas. Além de aumentar a produtividade das células e proteinas, o sistema
de controle também reduz o consumo de energia elétrica, pois emite apenas a poténcia necessaria
em relagdo a fase do processo, ou seja, em baixa concentracdo celular a poténcia luminosa sera
minimizada e aumentada gradativamente em func¢do do crescimento e do sombreamento natural

devido a presenca de mais células no meio de cultura.



CAPITULO 8- CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo contemplou uma lacuna em relacdo a produgdo de microalgas,
propondo um controlador policromatico automatico que raras vezes foi desenvolvido para ser
utilizado nos processos microalgais, aplicando a logica Fuzzy para desempenhar esta fungao. Foi
também incorporado a este controlador uma nova funcionalidade, que permite a sele¢do do
comprimento ou a mistura de comprimentos de onda irradiados, o que acarreta além de um
aumento na produtividade, advindo do ambiente de luz ideal fornecido pelo controlador as
microalgas, o direcionamento da composi¢do bioquimica das células microalgais cultivadas,
otimizando ainda mais os resultados que ja eram muito expressivos mesmo sem a nova
funcionalidade, 200% de aumento na produtividade celular.

A grande problematica da producdo de microalgas esta nos altos custos desse processo,
implicando em relagdo custo/beneficio desfavoravel, o que prejudica o interesse da inddstria
biotecnologica quanto a esses microrganismos. Contudo, pode-se contribuir com informagdes
para reduzir tal limitacdo por meio de estudos que objetivem otimizar o processo de producao,
minimizando custos e aumentando a produtividade microalgal. Os bioprocessos em geral
superaram essa barreira através da tecnologia, desenvolvendo controladores automaticos
baseados em logicas de controle renomadas, dedicados a manter o ambiente o mais proximo do
ideal possivel e proporcionando crescimentos otimizados de diversas espécies. Também ¢ um
contribuidor a otimizagdo de bioprocessos, a compreensdo biologica e bioquimica das espécies
cultivadas.

O Capitulo 3 apresenta op¢des de “hardware” para um cultivo de baixo custo através do
desenvolvimento do painel luminoso constituido por LEDs, como também pelo desenvolvimento
do sistema responsavel pela manipulagdo da poténcia da fonte luminosa ¢ do condensador
utilizada no fotobiorreator. Todo esse conjunto foi desenvolvido com componentes eletronicos
baratos ¢ que minimizam o valor final da produgao.

O Capitulo 4 também reduz os custos finais através do sistema de inferéncia PAR
desenvolvido neste trabalho, o qual apresentou excelentes resultados quando comparado ao
sistema comercial, com correlagdes quadraticas lineares acima de 0,999, estabilidade de mais de
140 horas de uso continuo em medi¢des online e com custo estimado de implantagdo da ordem
de US $ 50, aproximadamente 10 vezes menor do que o custo dos sensores comerciais. Além de
oferecer dados de intensidade de luz em tempo real durante os processos de produgdo de
microalgas, o sistema permitiu também que o controle logico fosse facilmente implementado.
Isso foi possivel pois um unico controlador Arduino pode manipular a intensidade luminosa
emitida por meio de um painel luminoso manipulavel. Outra vantagem que esse sistema

apresentou foi a facilidade de acesso aos dados, por meio do software livre proprio do Arduino,



0 que permite a integragdo quase automatica com outro software como o LabVIEW, amplamente
utilizado para implementagdo de programas de controle industrial.

O Capitulo 5, por sua vez, considerou o desenvolvimento e o registro junto ao INPI, da
ferramenta de monitoramento e controle, de suma importancia, desenvolvida para ser utilizada
junto ao fotobiorreator durante os processos de produgdo microalgais. Através dela os dados de
todos os sensores a cada minuto de cultivo foram salvos, além de alimentarem o controlador
policromatico, que teve toda a sua inteligéncia implementada em Arduino, permitindo ainda que
0 usuario utilize essas informagdes para desenvolvimento de outras ferramentas que possam
enriquecer o processo de produgdo. Portanto, todos os dados de luz apresentados nesta Tese, sdo
advindos dos arquivos fornecido pelo Supersys PHOTO® como também os principais resultados
de otimizagdo de produtividade, que s6 foram possiveis gracas a utilizagdo desta nova ferramenta
que desenvolvemos.

No Capitulo 6, a caracterizagdo dos efeitos sentidos pela microalga Scenedesmus obliquus
em funcao do comprimento de onda foram compreendidos. As taxas maximas de crescimento ndo
foram afetadas pelos comprimentos, mantendo constante o crescimento populacional
independente da qualidade da luz oferecida. Os paradmetros fotossintéticos indicaram que as
qualidades de luz testadas ndo afetam a fotossintese para a Scenedemus obliquus. Também
apontando uma ferramenta de facil implementac¢do, mas muito potente em relagdo a otimizagao
da producdo de proteinas para esta espécie, bastando apenas a modificacdo do comprimento de
onda oferecido a cultura. A luz azul foi identificada como o melhor comprimento de onda a ser
oferecido a Scenedesmus obliquus quando o objetivo ¢ maximizar a produgdo de proteinas totais
na biomassa. Quando o objetivo é a produgao de carboidratos, todas as qualidades de luz testadas
sdo indicadas, exceto a luz azul. Para a producdo de carotenoides, a luz branca ¢ mais promissora,
pois teve vantagem sobre a luz vermelha e azul mista em 39,10% e sobre a luz vermelha em
34,52%.

Ja no Capitulo 7, a fim de otimizar a produc¢do microalgal, utilizou-se de todos os
Capitulos anteriores e desenvolvemos o controlador PAR, que ¢ uma contribuigdo para a
comunidade cientifica que ainda estuda formas de viabilizar bioprocessos que envolvam a
produgdo de microalgas e seus derivados. O controlador desenvolvido possibilitou um aumento
na produtividade celular e na clorofila a de ~ 200% em relagdo as culturas sob poténcia de luz
incidente constante. A funcionalidade de controlar de forma independente a intensidade e os
comprimentos de onda que alimentam o fotobiorreator permitiu, além de um aumento de
produtividade, a otimiza¢ao da composicao bioquimica das células no bioprocesso. No presente
estudo, a iluminacdo lumostatica automatica oferecida pelo controlador Fuzzy na luz azul
aumentou a concentragdo total de proteinas em 231% quando comparada a luz branca comum em
culturas de microalgas. Além disso, um aumento de 23% em proteinas foi obtido para o sistema

controlado em relagdo ao ndo controlado, ambos em luz azul. Assim, este estudo direciona

2



pesquisas na area de bioprocessos fotossintéticos, especialmente aqueles envolvendo culturas de
microalgas em fotobiorreatores na busca de compostos de alto valor que necessitem de condigdes
controladas. Além de aumentar a produtividade celular e proteica, o sistema de controle também
reduziu o consumo de energia elétrica, através da emissdo apenas da poténcia necessaria em
relacdo a fase de crescimento, ou seja, em baixa concentracdo celular a poténcia da luz sera
minimizada ¢ gradativamente aumentada com o crescimento populacional € sombreamento
natural devido a presenca de mais células no meio de cultura.

Portanto, de modo geral, esta pesquisa em muito contribuiu com o desenvolvimento de
processos € sua automatizagdo para cultivos microalgais, abrindo caminho para uma ampliagéo

de escala de cultivo com relagao custo/beneficio favoravel.
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