Universidade Federal de Sao Carlos
Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia

Programa de Pos-Graduacéo em Biotecnologia (PPGBiotec)

Fotobiorreator de iluminacao interna para producao de

biomassa algal e seus metabdlitos

Farid Nazih Saadi

Sao Carlos - SP
2018






Farid Nazih Saadi

Fotobiorreator de iluminacao interna para producao de

biomassa algal e seus metabdlitos

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-
Graduacdo em Biotecnologia da Universidade
Federal de S&o Carlos, como requisito a

obtencdo do titulo de mestre em Biotecnologia.

Orientacéo:
Prof.2 Dr.2 Ana Teresa Lombardi

Dr. Artur Placeres Neto

Sao Carlos - SP
2018






UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAQ CARLOS

i
UFL-‘{O'} ‘.?n Cento de Ciéncias exatas 2 de Tacna cgio

Programa de 2os-Graduagao em Biotcenologis

- Folha de Aprovagéio

Assiralaras das merores da cuer 530 xamir ade s dque ava’ou e apravon o Defesa e 1 sser
cardidate Fuic Nazit &200, realizaca om SECNZ018:

F20 e Mesirago co

/'\

\ ' |
‘J"(VL)} G &-_L,\,U,L'

Pﬂ"ﬂ-ﬁfﬂ"){lld T=resa  camoardi
U=aCar

\-F'w

= _}i s w_,gq_

Prof. Dr. Cléyi ‘-’faus 8% Oljveisa ce Soura
UFzCar

-_—

i ¢

- A > oD
o..é)-/ l AT .’I",«E Mal < '\TO\A‘\ ‘b’l P e ‘-J:-A.
Profa Ora. Silvia Heler mltl l:cvc-n Sreih

CEOIN







Agradecimentos

A Professora Ana Teresa Lombardi pela confianca e disposicdo na orientagéo
deste trabalho. Por todos os incentivos, apoio e ensinamentos académicos e

pessoais vindos de alguém que foi muito mais que professora: uma segunda méae!;
A minha familia por todo o apoio e incentivo em minha formagao;

A Carlos Aparecido Casali, pela boa convivéncia, amizade, cafés de tarde e

suporte na infraestrutura dos experimentos.

A Ademir Aparecido Sertori e Djalma Aparecido Lingari Durici, pelas essenciais

colaboracdes na confeccao dos fotobiorreatores desenvolvidos neste trabalho;

A Silvia Helena Govoni Brondi e Cldvis Wesley Oliveira de Souza, membros da

banca examinadora, pelo aceite em avaliarem este trabalho;

A Barbara Denadae, pelo companheirismo e carinho despendido, além da
colaboracéo na realizacao das analises cromatogréficas deste trabalho;

A Jaqueline Carmo, Vinicius Oliveira e Douglas Baracho pela amizade e boa

convivéncia dentro e fora do laboratério;
Aos demais colegas de laboratério pela parceria e boa convivéncia,

A Moacir Rossi Forim, por disponibilizar a infraestrutura para realizacdo das

analises cromatograficas;

A Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pelo

suporte financeiro e concessao da bolsa de mestrado;

A todos os amigos e professores que, direta ou indiretamente, tiveram

participacéo e colaboraram com minha formacéao.






Sumario
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt ettt e e e e ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e s nnstaneeeaaens 11
LISTA DE TABELAS . ...ttt ettt e e e e e e ettt e e e e e e e ettt e e e e e e e e nnnstaneeaaaens 13
L. RESUMO ..ottt ettt e e e e e e e e sttt e e e e e e e e s s bbb e et e e e e e e e e e nnnrrbreeaaaens 15
P Y = 1S I AN P PEPRPR 17
TR |V = 10] 500X TR 19
N @ 1= N | I LY@ 1P PEERPR 31
4.1 ODJEUVO GEIAL ... .ttt 31
4.2 ObjJetivOSs @SPECITICOS. .. .cuuiiiii i e 31
5. MATERIAIS E METODOS .....ccoiiuiiieee ettt s ee ettt eteste st etesaeave e aneesesaaeareanens 32
5.1 Crescimento microalgal em meios de cultura BG11L e WC.........coovviiiiiiiiiinieeeeiennn, 33
5.2 - Desenvolvimento de fotobiorreator de ColUNa ........ccooeeviiiiiiiiiiiii e 36
5.3 Aplicacéo do fotobiorreator no cultivo de microalgas ...............eevevveeeeeieeivniniinnnnnnnns 38
5.3.1 Cultivo de C. sorokiniana, C. pantanale e Picoplancton 237 ........cccceeeeevivvvivvnnnnnn. 38

7.

8.

5.3.2 — Aumento na concentracao de células e nutrientes e teste em C. sorokiniana... 39

5.4 — ANAlISES CrOMAtOQIAfICAS. . .uveeiiieeiiiiiiiie ettt e e e e e e aes 40
RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......oooueieeeieeeeeeteeeeee et ean e s aneneas 43
6.1 — Avaliagdo dos meios de Cultivo: BG11 € WC .........uuuuuuuummimmiiiiniinnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnes 43
5.2 — Desenvolvimento e aplicacdo do Fotobiorreator ..................eevveeiieiiiiiiiiiiiiiiiiieeiinnenns 48
5.3.2 — Melhoramento na concentracéo de células e nutrientes em C. sorokiniana ...... 53
5.4 — Andlise de Acidos graxos em Chlorella sorokiniana, Picoplancton 08 e Curvastrum
12T g} =T g = 1= 59
5.5 — Analise dos compostos orgéanicos volateis em Chlorella sorokiniana, Picoplancton 08
€ CUIVASIIUM PANTANAIE ... ettt b bbb e bbb bbb bbb sbebebesennsbbnennes 62
CONCLUSAO .....couiiieteit ettt ettt ettt e e 65
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......c.oiiiiiiiiieieitieiee e 66






11

Lista de Figuras

Figura 1 — Reacdo de decomposicdo do acido graxo poliinsaturado (18:2 w-6)
resulta no hexanal como um de seus

(O] 070 {11 (03P PPPPPPPPPPPP 22

Figura 2 — Penetracdo da luz quando incidida lateralmente por uma Unica fonte. Em
alta densidade celular ocorre o autossombreamento. A coluna d’agua refere-se ao
caminho Optico, distancia entre a fonte luminosa e a extremidade oposta do

[{0]10] o] l0]  (=T- (] SURTTETURNR TP 25

Figura 3 — Modelos de fotobiorreatores com diferentes geometrias e modos de

operacgao. A: Tubular; B: Raceway; C: Thin Layer ... 27

Figura 4 - Enquanto o sistema possui diametro de tamanho A, caminho a ser
percorrido pela luz serd B para todas as dire¢cbes devido a incidéncia luminosa
distribuida a todos os pontos do fotobiorreator a partir do seu centro....................... 28

Figura 5 — Esquema das especificagdbes do PBR em desenvolvimento. Medidas em
milimetros. Em A, vista superior mostrando-se a tampa em Nylon®. Em B, vista

frontal do fotobiorreator cilindrico desenVoIVIdO. .......coeieieeeeee e, 37

Figura 6 — Graficos do logaritmo natural da concentracdo de clorofila e da densidade
Optica obtida pela absorbancia em funcédo do tempo para as 6 espécies algais em
meios de cultivo BG11 e WC. Linhas vermelhas: meio BG-11 e linhas pretas: em
meio WC. m: concentragcdo de Clorofila a e +: absorbancia em 684 nm. A:
Monoraphidium pseudobraunii; B: Picoplancton 237; C: Curvastrum pantanale; D:
Ankistrodesmus densus; E: Picoplancton 175; F: Chlorella

o] (0] (a1 E=1 aT- VUTE R TR TR OPPRR 44

Figura 7 —Mudanca na coloracdo dos cultivos apés 720 h em WC, de verde para

amarelo, indicados pelas setas vermelhas ...........ccccceeiiiiiiiiiieiceee e 46

Figura 8 - Curvas de crescimento (linha continua) e rendimento quantico maximo
(losangos) em meio BG1ll das espécies A: Raphidocelis subcapitata; B:
Scenedesmus spinosus; C: Kirchneriella aperta; D: Hariotina reticulata; E:
D= 111 010 118 g TS o PSP TPPPPRRPN 47



12

Figura 9 — Resultados ao longo do cultivo de C. sorokiniana no PBR proposto. A:
linha pontilhada indica a intensidade luminosa e a linha continua a concentragdo de
células. B: rendimento quéantico maximo (losangos) e a concentracdo de clorofila a

(L] = W0 1 1 U = ) 50

Figura 10 — Resultados do cultivo de Picoplancton 237 no PBR proposto. A: linha
pontilhada indica a intensidade luminosa e a linha continua a concentracdo de
células. B: rendimento quantico méaximo (losangos) e a quantificacdo de clorofila a

(LT = Wt o] 1 1 U = ) 51

Figura 11 — Resultados do cultivo de C. pantanale no PBR proposto. Em A, a linha
pontilhada indica a intensidade luminosa e a linha continua a concentracdo de
células. Em B, rendimento quantico maximo (losangos) e a quantificacdo de clorofila

A (INN@A CONLINUA) .o e e e e e e e aaeeees 52

Figura 12 — Resultados dos cultivos de C. sorokiniana em BG11 convencional e
BG11 concentrado duas vezes. Os simbolos o e m representam a abundancia celular
(A), e concentracao de clorofila a (B), respectivamente, para BG11 - 1X e BG11 - 2X.
Em A, 0 mostra o rendimento quantico maximo utilizando BG11 - 1X e ¢ utilizando
T 0 54

Figura 13 — Representacdo grafica do crescimento de C. sorokiniana em meio de
cultivo BG11 concentrado 10 vezes. Em A, os losangos mostram o rendimento
quantico maximo e a linha continua a concentracdo de clorofila a. Em B, a

abundancia celular (linha continua) e Biomassa seca (barras verticais) .................. 55



13

Lista de Tabelas

Tabela 1 - Cepas utilizadas para a realizacdo deste estudo. Todas as espécies
foram cedidas pelo CCMA-UFSCAT..........ccooiiiiiiiiiie et 33

Tabela 2 - Nutrientes utilizados e suas respectivas concentracées nos meios de
CUILIVO BGLL € WC.. .ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et s as 34

Tabela 3 — Parametros aplicados ao Cromatografo Gasoso e ao Espectrometro de

Massas para a leitura das amostras e obtencéo dos dados de acidos graxos.......... 41

Tabela 4 — Parametros aplicados ao Cromatdografo Gasoso e ao forno para

Headspace para leitra das amostras e obtencéo dos dados de volateis................... 42

Tabela 5 - Velocidade de crescimento das cepas em meio BG11 e WC. Estes
valores foram calculados pelo logaritmo natural da concentracdo do pigmento
(o3 0] o ] 1= U= TR 45

Tabela 6 - Velocidades de crescimento obtidas a partir das curvas de concentracéo

de clorofila a M MEIO BG L. ... e e 48

Tabela 7 - Comparacéo entre as diferentes concentracdes de BG11, o nimero de

Células @ a bioMasSa SECA MEUITA. .. .cu.eeeeee e e 56

Tabela 8 — Comparacdo da performance dos diferentes fotobiorreatores. Ch:
Chlorella sp.; No: Nannochloropsis oculta; Ns: Nannochloropsis salina; Ss:

Scenedesmus sp.; Cv: Chlorella vulgaris; Cs: Chlorella sorokiniana......................... 57

Tabela 9 — Composicéo graxa para as espécies Chlorella sorokiniana, Picoplancton
237 e Curvastrum pantanale. SFA: Acidos graxos saturados; MFA: Acidos graxos
monoinsaturados; PFA: Acidos graxos polinsaturados; UFA: Acidos graxos
insaturados totais (MFA + PFA) ..ottt 59

Tabela 10 — Composicdo dos compostos organicos volateis de Chlorella
sorokiniana, Curvastrum pantanale e Picoplancton 237. Os dados estdo expressos

€M UNIAAJES FEIALIVAS (U0). ... uuuueieiiiieiiiiiii it e e e e e e e e e e e e 63



14



15

1. RESUMO

Microalgas sdo organismos com potencial aplicacdo nas industrias
farmacéutica, alimenticia e cosmética devido a capacidade de produzirem
biomoléculas de alto valor agregado como acidos graxos e compostos volateis. Para
seu desenvolvimento fisiolégico, as algas dependem da disponibilidade de diéxido
de carbono, nutrientes e incidéncia luminosa suficiente para que ocorra 0 processo
fotossintético. Conforme ha o aumento na concentracéo celular a iluminacgéo interna
dos cultivos algais é prejudicada por autossombreamento. A deficiéncia no
fornecimento de luz as células pode provocar queda no rendimento fisiolégico,
afetando o crescimento e sintese dos biocompostos. Buscou-se neste estudo,
desenvolver um novo modelo de fotobiorreator cilindrico com iluminacgéo interna por
LEDs intermediado por um controlador de iluminacdo, com o intuito melhorar a
disponibilidade de luz em todas as fases do cultivo, obter alta producdo de biomassa
algal e seus metabdlitos. O sistema apresenta incidéncia luminosa maxima de
2775,3 W m= e area iluminada de 0,0314 m2. Definido o meio de cultivo BG11 como
padrdo para este estudo, testaram-se concentracfes crescentes deste meio (BG11
1x, 2x e 10x) no cultivo de Chlorella sorokiniana. A saude celular foi monitorada com
medidas de rendimento fotossintético e em todos os tratamentos as células
obtiveram rendimento quantico maximo acima de 0,69, ou seja, as condicdes fisico-
guimicas disponibilizadas pelo fotobiorreator eram satisfatérias, ao menos, para
atender as necessidades nutricionais minimas para o crescimento celular. A
concentracéo celular denotada em biomassa seco néo apresentou diferencas entre
0os meios de cultivo BG11 1x e 2x. No entanto, utilizando BG11 10x, 0 mesmo
numero de células apresentou 6,87 g L, cerca de 200% mais pesadas que nos
demais tratamentos. O cultivo com meio de cultura BG11 10x atingiu a produtividade
celular de 0,36 g L dia. O sistema foi testado para o crescimento de Curvastrum
pantanale e microalgas picoplanctonicas, e os resultados mostraram a versatilidade

do fotobiorreator proposto no cultivo de outras espécies.

Palavras-chave: Biomassa, C. sorokiniana, Fotobiorreator, LED, Produtividade.



16



17

2. ABSTRACT

Microalgae are organisms with potential applications in the pharmaceutical, food and
cosmetic industries due to their ability to produce high added value biomolecules
such as fatty acids and volatile compounds. For their physiological development, the
algae depend on the availability of carbon dioxide, nutrients and sufficient light for the
photosynthetic process to occur. As there is an increase in cell concentration the
internal lighting of the algal cultures can be impaired by self-shading. The deficiency
in the light supply to the cells can cause a decrease in the physiological yield,
affecting the growth and synthesis of the biomolecules. The aim of this study was to
develop a new cylindrical photobioreactor with internal LED illumination
intermediated by a light intensity controller in order to improve the light availability in
all phases and densities of the culture. This would lead to high production of algal
biomass and its metabolites that can be used by the various sectors of industry. The
system we developed has maximum light incidence of 2775.3 W m=? and an
illuminated area of 0.0314 m?2. Defining the BG11 culture medium as the standard for
this study, increasing concentrations of this medium (1x, 2x and 10x BG11) were
tested in Chlorella sorokiniana cultures. Cellular health was monitored with measures
of photosynthetic yield (Phyto-PAM) and the results showed yield of ~ 0.69 in all
treatments. This can be considered a confirmation that the physico-chemical
conditions provided by the photobioreactor were sufficient to meet the microalgae
needs. The cell concentration reported as dry biomass showed that the 1x and 2x
BG11 culture media rendered similar biomass, but the 10x BG11 resulted in higher
biomass 6.87 g L! even though similar cell density (cells per mL) were obtained in
comparison with BG1x and 2x. This lead to the interpretation that BG11l 10x
produced 200% heavier cells than the other treatments and a productivity of 0.36 g L°
! day?!. The system was tested for the growth of Curvastrum pantanale and a
picoplankton species, and the results confirmed the versatility of the photobioreactor
proposed for the cultivation of other species.

Keywords: Biomass, C. sorokiniana, Photobioreactor, LED, microalgae Productivity.
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3. INTRODUGAO

As microalgas sdo organismos fotossintéticos de crescimento acelerado com
requerimento nutricional relativamente simples (Andersen, 2005). S&o capazes de se
multiplicar quanto ao numero de células e sintetizar biomoléculas de alto valor
agregado. As células algais sdo uma rica fonte de produtos naturais e as moléculas
sintetizadas podem apresentar efeito terapéutico (Thomas e Kim, 2013; Benedetti et
al., 2004; Spolaorea et al., 2006; Stolz and Obermayer, 2005). A composi¢éo interna
das células pode variar conforme as condigcbes do meio de cultivo na qual estdo
inseridas (Borowitzka 2013) e, portanto a diversidade dos produtos sintetizados por
estas células (carboidratos, proteinas, lipidios, vitaminas) pode ser
biotecnologicamente manipulada (Chia et al., 2013, 2015). Aplicagdes das mais
diversas tém sido propostas para as microalgas, dependendo do conteddo de
biomoléculas que apresenta, como por exemplo para fins alimentares,
farmacéuticos, agricolas, na producéo de biocombustiveis ou na industria cosmética
(Borowitzka, 2013).

O crescimento das microalgas requer recursos minerais que estdo presentes
no meio. Nutrientes como carbono, nitrogénio, fésforo, hidrogénio, oxigénio e silica
(no caso das diatomaceas) sdo necessarios para manutencao, divisdo celular e
processos metabolicos. A fonte de carbono inorganico no meio de crescimento, que
fornece CO:2 para a fotossintese, pode ser o carbonato de sodio (Zarrouk, 1966), que
dependendo do pH do meio, estara presente nas formas de CO2, HCOs, ou CO3*.
Calcio, magneésio, enxofre e potassio, que devem estar presentes em quantidades
relativamente elevadas, da ordem de 103 — 10° mol L%, sdo chamados de
macronutrientes. Ja ferro, manganés, cobre, molibdénio e cobalto sdo exigidos em
menor quantidade (~10° — 10® mol L!) sendo assim chamados de micronutrientes
(Guillard, 1975; Graham et al., 2009).

A fotossintese é o processo responsavel pela captacdo da energia luminosa e
conversdo da matéria inorganica disponivel no meio em compostos organicos.
Assim, é facil de entender a importancia destes microrganismos para a manutencao
da concentracdo do gas carbonico na atmosfera, onde quanto maior a populacao de

microalgas — ou qualquer outro organismo fotossintetizante — mais deste gas sera
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mitigado, e consequentemente maior serd a producdo de matéria organica pelo

metabolismo algal.

Os compostos organicos produzidos pelas microalgas podem ser de natureza
dissolvida (compostos extracelulares) ou particulada (compostos intracelulares).
Dentre os compostos extracelulares, citam-se 0s polissacarideos, macromoléculas
constituidas de diferentes unidades monossacaridicas unidas por ligacdes
glicosidicas. Diferem entre si a partir do grau de ramificacéo, tipo de ligacao, tipo de
monossacarideo e o comprimento da cadeia. Estas classificacfes conferem funcdes
diversas de acordo com o organismo ao qual esta inserido (Silva et al., 2006), tais
como flutuacdo, protecdo contra dessecamento, protecdo contra raios UV,
movimentacdo, aquisicdo de nutriente e atividade antioxidante nas células
microalgais (Cumashi et al., 2007; Fedorov et al., 2013; Zhang et al., 2010; Lahaye e
Robic, 2007).

Quanto ao conteudo particulado, isto é, de natureza intracelular, encontram-
se os lipidios, moléculas de funcbes estruturais e de armazenamento. Dentre os
lipidios gerados pelas microalgas pode-se citar a sintese de acidos graxos que no
cotidiano se aplicam em importantes segmentos como no enriguecimento de racdes
para peixes, matéria-prima para producéo de biodiesel e fonte de suplementacédo de
acidos graxos essenciais na dieta humana (Morais et al., 2008). Os &cidos graxos
sdo cadeias de hidrocarbonetos com um radical carboxilico em uma de suas
extremidades podendo apresentarem-se na forma saturada (ligacbes simples),
monoinsaturada (uma dupla ligacdo) e poliinsaturado (duas ou mais ligacdes
duplas). Cada acido graxo pertencente a uma dessas categorias possui diferentes
efeitos biologicos e propriedades fisico-quimicas (Campbell e Farrel, 2006). O
triacilglicerol € um lipidio formado pela ligagédo de trés &cidos graxos a uma molécula
de glicerol por meio de ligagBes éster e possuem a funcdo de reserva de energia
armazenados no tecido adiposo. Ja os fosfoglicerideos sdo formados por dois acidos
graxos, um glicerol e &cido fosforico e sdo o0s principais constituintes das
membranas biolégicas. Observa-se assim a importancia da presenca dos &cidos
graxos na alimentacdo animal devido a presenca desta gordura na composi¢cao de
elementos estruturais do organismo, sendo indispensavel sua suplementacao
principalmente tratando-se de acidos graxos esséncias, ou seja, aqueles nao

produzidos endogenamente.
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Os acidos graxos essenciais sao aqueles que devem ser advindos da dieta,
pois ndo sdo produzidos pelo organismo e sdo necessarios ao desenvolvimento
saudavel. Sdo eles os &acidos poliinsaturados w-3 e w-6, importantes para a
composicdo de tecidos e fluidos biolégicos e na manutencdo de processos vitais
(Perini et al., 2010). As principais fontes de acidos graxos w-3 na alimentacao
humana sao de peixes de 4guas frias como o salméo e a sardinha. Por este fato, em
alguns paises o alto consumo de peixes resultou em impactos ambientais negativos,
resultando na escassez e risco de extingdo de algumas espécies (Lenihan-Geels et
al., 2013). Além disso, o consumo de peixes em uma dieta longinqua pode ser
dificultado por ter baixa aceitabilidade pela populacdo devido seu forte sabor, e

também em dietas vegetarianas, onde ndo ha o consumo de carnes.

Diretrizes da nutricdo humana tradicional temem o alto consumo de &cidos
graxos saturados, induzem o uso dos poli-insaturados w-3 e procuram eliminar os
acidos graxos trans para se obter uma melhor qualidade de vida e reduzir as
probabilidades de desenvolvimento de doencas coronarias (Gidding et al., 2009;
Mozaffarian et al., 2008). No entanto, ainda ha controvérsias a respeito das
quantidades recomendadas para cada tipo de acido graxo numa dieta e se, de fato,
o consumo de gordura saturada desencadeia doencas cardiovasculares (Siri-Tarino
et al., 2010).

Quanto ao consumo de carboidratos, segundo Cassady et al. (2007), dietas
ricas neste composto estimulam o aumento do dueto glicose-insulina que circula no
plasma sanguineo, que por sua vez provocam efeitos nos processos metabdlicos.
Por outro lado, dietas reduzidas em carboidratos tem demonstrado ser uma
ferramenta eficaz para promover a perda de peso e melhora do perfil lipidico no
plasma. Essas dietas sdo normalmente baseadas no consumo de carne vermelha,
aves, peixes e moluscos, ricos em gordura saturada e insaturada. O consumo de
microalgas por seres humanos — se advindas de cultivos descontaminados e
processados em ambiente adequado — pode ser uma boa alternativa para a
suplementacdo dos &cidos graxos essenciais na dieta conforme recomendacdes

diarias estabelecidas.

Os compostos organicos volateis (COV) sao substancias alifaticas ou
aromaticas de baixo peso molecular e baixas temperaturas de ebulicdo, sendo os

principais responsaveis pela emissdo de odores caracteristicos em alimentos,
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plantas, tintas e produtos de limpeza. Os COVs sao estudados também com

possiveis aplicagdes comerciais na agricultura, perfumaria e alimentacao.

Por meio de mecanismos de auto-oxidacao de lipidios, em especial os acidos
linoleico e linolénico, sua reagcdo com o oxigénio leva a formacao de 9- e 13-
hidroperoxidos (Azarbad e Jelen, 2014). A partir da decomposicdo destes
hidroperoxidos sdo gerados radicais alcoxi precursores para a liberacdo de
hidrocarbonetos volateis, alcoois ou aldeidos ndo mais ligados a estrutura do glicerol
(Bate et al., 1998). Nesta decomposicdo também pode-se formar &lcoois néo
volateis e cetonas. O hexanal é um dos aldeidos majoritariamente produzidos
durante a oxidag¢do do acido linoleico (Elisia e Kitts, 2011) conforme demonstrado

pela reacéo simplificada na Figura 1.



23

/\/\/:\/:\/\/\/\/ COOH

Acido linoleico (18:2 w-6)

l Lipoxigenase (LOX)

PN G

13-Hidropero6xido

1 Hidroperodxidoliase

CHO CHO COOH
AN N \NNN
+
Hexanal 12-acido oxo-cis-9-dodecenoico

Figura 1 — Reacdo de decomposicdo do &acido graxo poliinsaturado (18:2 w-6)
resulta no hexanal como um de seus produtos.

E relatado na literatura que mais de 35 mil espécies de algas s&o causadoras
dos odores em ambientes aquaticos (Watson, 2004). Os principais componentes
odoriferos provenientes de algas e cianobactérias sdo, em geral, terpenoides
derivados de carotenoides e de acidos graxos. Portanto, o entendimento das
espécies de algas e sua relagdo com a producao e liberacdo de odores e os COVs
pode contribuir com a sintese de novos compostos a partir da biodiversidade
brasileira. O uso deste tipo de composto em produtos comerciais eleva seu valor
agregado, além de atribuir a composicdo de matéria-prima renovavel em sua

constituigao.

IndUstrias objetivam alta producdo de biomassa em cultivos algais, mas para
tanto devem conhecer a ecofisiologia da espécie a ser cultivada. Sabe-se que a

produtividade celular é consequéncia da interacdo de fatores bioldgicos — intrinsecos
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ao organismo — fisicos e quimicos do meio (Raven, 2007), fazendo-se necessaria a
consideracgao dos parametros como luz, temperatura, pH e nutrientes. Nutrientes e
iluminacdo sao fatores fundamentais ao crescimento de microalgas fotossintéticas.
Os meios de cultivo BG11 (Rippkad et. al, 1979) e WC (Guillard and Lorenzen, 1972)
atendem nutricionalmente estes requisitos e 0 uso de LEDs (Light Emitting Diodes)
como fonte luminosa sdo comprovadamente adequados a fotossintese (Carvalho et
al. 2011) e favorecem o crescimento saudavel das células algais (Zittelli et al., 2003;
Pegallapati et al., 2011; Ryu et al., 2009).

O LED é um modelo de iluminacdo artificial utilizado em cultivos de
microalgas em substituicdo as lampadas fluorescentes, uma vez que estas possuem
0 espectro de emissdo muito amplo, incluindo comprimentos de ondas de baixa
atividade fotossintética em algumas espécies. A luz branca trata-se da combinacdo
de todos os comprimentos de onda do espectro de luz visivel e é comumente
utilizado como fonte de iluminacdo em cultivos de microalgas. Além disso, o uso de
LEDs com emissao de um unico comprimento de onda (luz monocromatica) também
pode ser utilizado a fim de se modificar a composicdo bioquimica celular. Como
exemplos pode-se citar o aumento do conteldo de &cido eicosapentaenoico em
Nannochloropsis oceanica em luz vermelha e azul quando comparada a luz branca
(Chen et al., 2013); acumulo de astaxantina em Haematococcus pluvialis quando
exposta a luz azul (Katsuda et al., 2004); e maior conteido de &cido oleico em
Nannochloropsis sp. cultivada em luz vermelha quando comparada aos cultivos em

luz azul, verde e branca (Das et al., 2011).

A radiacdo fotossinteticamente ativa, do inglés PAR (Photosynthetically active
radiation) é a quantidade de energia luminosa util a fotossintese que alcangca uma
superficie em uma unidade de tempo. Por meio do PAR é possivel realizar o célculo
da energia (W) que incide sobre determinada area (m?) do reator por volume (m-3) de

cultivo, sendo este um parametro para avaliar a eficiéncia do fotobiorreator (FBR).

O sistema antena em microalgas, presente nos centros de reacdo
fotossintéticos de clorofilas a, € um complexo responsavel pela absorgéo de fétons
incididos do ambiente. No entanto, em cultivos com alta abundancia celular &
comum ocorrer o autossombreamento (Figura 2), ou seja, apesar de haver
incidéncia luminosa no cultivo e o sistema antena estar apto a receber luz, as células

mais proximas da origem da fonte luminosa blogueiam a penetracdo de luz que
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deveria atingir as demais células localizadas mais internamente ao fotobiorreator.
Esse efeito pode inibir a capacidade fotossintética maxima do cultivo e diminuir o
rendimento de biomassa. Elevar a intensidade luminosa pode nado significar maior
disponibilidade de luz para as células e ainda expbe as células ao risco de
problemas como aquecimento do sistema e possibilidade de danificar o metabolismo
das algas mais préximas a fonte de luz por fotoinibicdo (Park e Lee, 2000), além de

aumentar o custo de operacao.

Fonte luminosa

Coluna _

.. Cultivo de células algais
d’agua

Figura 2 — Esquema ilustrando a penetracéo da luz quando incidida lateralmente por
uma unica fonte. Em alta densidade celular ocorre o autossombreamento. A coluna
d’agua refere-se ao caminho Optico, distancia entre a fonte luminosa e a
extremidade oposta do fotobiorreator.

Segundo Carvalho et al. (2011), apos a concepcdo de fétons na maquinaria
do fotossistema Il (PSII), este demora de 1 a 15 ms para se regenerar (oxidar) e
estar novamente apto a receber elétrons. A absor¢cdo de um foton € quase que
instantanea e, portanto o tempo que uma célula microalgal se mantém na regiao
iluminada do fotobiorreator € o tempo necessario para que um féton excite os
pigmentos do sistema antena. Sendo assim, temos uma correlagdo entre a
incidéncia de luz, a espessura da coluna d’agua dentro do FBR e a quantidade de
pigmentos disponiveis para absor¢do de luz no complexo antena (Kommareddy e
Anderson, 2004). O periodo de tempo em que uma célula fica exposta a luz e a
sombra deve ser determinado considerando-se o tempo em que as ceélulas levam
entre as regides claras e escuras do FBR, em caso de cultivos com agitacdo. Esse

tempo deve ser projetado para que possua o menor valor possivel no claro e no
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escuro (Richmond et al., 2003), fator alcancado por meio da agitagdo do caldo de

cultivo.

Problemas na distribuicdo e no espalhamento da luz dentro do fotobiorreator
podem ser resolvidos por meio da elaboracdo de modelos com diferentes
geometrias e modos de operacéo. Fotobiorreatores cilindricos sdo capazes de expor
uma grande area de sua superficie a luz, atendendo a principal demanda de cultivos
de células fotoautotroficas, como as microalgas. Apesar de mais caros, 0S
fotobiorreatores cilindricos possuem vantagens sobre modelos como raceways
(Sompech et al., 2012) e thin-layer (Doucha e Livansky, 1995) devido a sua
flexibilidade de controlar e fornecer as condicdbes ambientais adequadas ao
crescimento celular. Fotobiorreatores thin layer e raceways, comumente utilizados
em larga escala para producdo de biomassa, sdo horizontais, abertos e recebem
iluminacado solar. Sendo a coluna d’agua muito espessa — aproximadamente maior
gue 10 cm — podera ocorrer problemas de auto-sombreamento entre as células. Ja
em casos de coluna d’agua menor (~ 1 a 3 cm) esse problema é minimizado, pois
todas as células estardo expostas a luz e realizando fotossintese. Da mesma forma
atuam os fotobiorreatores tubulares (Molina et al., 2000), bastante extensos,
semelhante a uma serpentina, por onde percorre o cultivo de células que fica

exposto a luz solar (Figura 3).
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Airlift system

& Solar . (/
receiver \ \ -

Figura 3 — Modelos de fotobiorreatores com diferentes geometrias e modos de
operacédo. A: Tubular; B: Raceway; C: Thin Layer

Fotobiorreator cilindrico (ou bubble column) € um modelo bastante utilizado
em escala laboratorial e ampliada. Trata-se de um sistema de cultivo fechado, na
posicao vertical e possui insercao de bolhas de gas a partir de sua base. O diametro
deste tipo de reator € bastante diversificado, variando desde 4,5 cm (Ryu et al. 2009)
até 20 cm (Khoo et al., 2016), bem como também seu comprimento varia de
dezenas a centenas de centimetros, mesmo com a fonte luminosa sendo
unidirecional, ou seja, emitida em apenas uma das faces do fotobiorreator. Este tipo
de FBR é proposto para que a luz, ao iluminar toda a face por toda a extensao do
reator, ilumine todas as células do cultivo. No entanto, isto apenas sera real caso o
didmetro do reator seja muito pequeno, caso contrario, sera inevitavel que ocorra o

autossombreamento.

Outra forma de se impedir 0 autossombreamento € promovendo a distribuicdo
da luz internamente ao FBR, ou seja, de dentro para fora. Assim, em um FBR
cilindrico, torna-se mais facil garantir que todas as células recebam
homogeneamente a incidéncia da luz. Além disso, por se tratar de um mecanismo

gue ilumina o sistema de dentro para fora, trataremos nédo mais sobre o diametro do
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reator, mas sim do caminho 6ptico percorrido (= raio), uma vez que a iluminagao
parte do centro para as extremidades (Figura 4). Ou seja, mesmo que o cilindro
possua diametro acima do convencional verificado na literatura, o que ditara o
tamanho da coluna d’agua sera o raio interno (B) no qual esta inserida a fonte

luminosa.

Figura 4 — Vista superior do fotobiorreator proposto. O sistema possui diametro
interno de 95 mm, no entanto, o caminho a ser percorrido pela luz é de 35 mm para
todas as dire¢cdes devido a incidéncia luminosa distribuida a todos os pontos do
fotobiorreator a partir do seu centro.

Desta forma, a energia despendida na iluminacdo € direcionada unicamente
ao cultivo, ou seja, ndo se perde energia luminosa para o ambiente. Além disso, esta
estratégia cria uma maior homogeneidade no espalhamento da luz em todas as
direcdes do FBR, uma vez que a fonte luminosa esté distribuida igualmente por toda

sua extensao.

7

No modelo de fotobiorreator proposto € possivel promover alta incidéncia
luminosa em um pequeno espacgo e com pouca dissipacao térmica, relacdo que nao
é atendida por outras formas de iluminacdo, como lampadas halégenas ou
fluorescentes (Carvalho et al., 2011). Além das estratégias geométricas dos
fotobiorreatores e das fontes de iluminacdo — para superar o autossombreamento e

garantir que todas as células recebam luz — também é frequente a inclusdo de
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sistemas de agitacdo que movimentam o caldo de células. Esta agitacdo pode ser
realizada mecanicamente por pas giratorias, pulgas magnéticas, borbulhamento ou
ainda em cascata, o que promove 0 movimento das células das areas sombrias para
as mais iluminadas. O uso de bolhas de ar para agitacdo permite que pela mesma
via seja inserido o gés diéxido de carbono, utilizado como substrato e regulador do
pH do cultivo. A vazao de bolhas, seja por ar atmosférico ou COz2, pode ser realizado
por meio de pedras porosas que provocam a conveccdo do caldo de cultivo,

mantendo as células em movimento entre as regides de claro e de escuro.

Cultivos abertos ao ambiente ficam sujeitos a contaminacdo por bactérias,
fungos e outros organismos, podendo influenciar negativamente na producdo de
biomassa algal, além de ndo se garantir um produto final puro. Estes modelos sao
comuns em cultivos que utilizam liquidos residuais e efluentes como substrato,
sendo a aplicagéo final da biomassa algal destinada a ragdo animal, fertilizantes,
biocombustivel, etc. Ja quando o destino final dos metabdlitos produzidos sejam
mais finos, como exemplos, para éareas de suplementacdo alimentar ou
farmacéutica, o cultivo deve ser com meio de cultivo puro apropriado e realizado em

ambientes fechados, inibindo a probabilidade de contaminagdes.

Apontadas as principais variaveis relevantes no desenvolvimento de
fotobiorreatores, observa-se que existem vantagens e desvantagens para cada
modelo. O excesso de luz e agitacado pode ser prejudicial na produtividade celular
dependendo da espécie cultivada. FBR coluna de bolhas de iluminacédo interna por
LEDs, como o proposto neste trabalho, possibilita a regulagem destes parametros,
adequando-os conforme as necessidades de cada microalga. Assim sendo, o
modelo proposto ndo é restrito a uma unica espécie algal, sendo possivel aplica-lo a

diferentes cepas.

Verificadas a eficiéncia microalgal na fixacdo do carbono inorganico —
constantemente lancado ao ambiente por interferéncia humana — e o potencial
destas células na producdo de compostos de interesse a industria alimenticia ou
farmacéutica, busca-se o aperfeicoamento no seu manejo visando o alto rendimento
na producdo de uma biomassa livre de contaminantes quimicos ou bioldgicos.
Diante ao problema de autossombreamento nem sempre este € um objetivo
facilmente atingido, fazendo-se necesséria a construgdo de um fotobiorreator que

reduza estes efeitos.
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A producgéo de microalgas encontra dificuldades tanto na parte de cultivos em
larga escala, como também no que se refere & coleta e processamento da
biomassa. O uso de fotobiorreatorres € proposto para o cultivo de microalgas em
escala industrial, quer para o sequestro de CO2 e uso do efluente como fonte de
matéria organica em areas agricolas, quer para aproveitamento comercial dos
subprodutos do metabolismo algal ou mesmo da biomassa para a producdo de
biodiesel (Andersen 2005). Em escala laboratorial, a producdo de biomassa em
guantidade € necessaria para a prospeccdo de biomoléculas, sendo importante a
qualidade da biomassa produzida, dado que microalgas apresentam plasticidade
fisiologica.

Nesta pesquisa, propde-se melhorar a producdo de biomassa de diferentes
espécies de microalgas utilizando para isso a geometria cilindrica em FBRs de vidro
e iluminados internamente. O objetivo é a alta produtividade das microalgas em
cultivos sem limitacdo por luz nem de nutrientes em escala de bancada. Com alta
produtividade de biomassa é possivel realizar a bioprospec¢do do potencial

biotecnolégico das algas, em especial para a industria farmacéutica e de alimentos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Objetivou-se com este estudo criar um modelo de fotobiorreator versatil em
escala laboratorial (3 L) capaz de produzir e sustentar altas densidade de células
microalgais de diversas espécies. Por fotobiorreator versatil entendemos que o
operador seja capaz de, facilmente, substituir o meio de cultura, a cor da luz, assim
como sua intensidade e a agitacao do cultivo. Assim, garantidas as condicdes fisicas
e guimicas ideais neste modelo de fotobiorreator, a meta de alta sintese de
biomoléculas e metabdlitos secundarios sera automaticamente atingida. Essa alta
producdo precede e possibilita 0 estudo da aplicabilidade destes compostos, além
de corroborar com a fixacdo de CO2 atmosférico.

4.2 Objetivos especificos

e Comparar os meios de cultura BG11 (Rippka et. al, 1979) e WC (Guillard e
Lorenzen, 1972) para o cultivo de microalgas. Seréo testadas 11 espécies;

¢ Obtencéo de taxas de crescimento e rendimento quantico de 11 espécies de
microalgas;

e Desenvolver um fotobiorreator cilindrico para alta produtividade algal;

e Aplicar o FBR cilindrico produzido e verificar sua flexibilidade quanto ao
crescimento microalgal;

e Identificar a producgéo de acidos graxos e moléculas volateis na biomassa de

trés espécies e avaliar sua aplicabilidade na suplementagdo humana.
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5. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi dividido em quatro etapas principais. A primeira delas consta
do comparativo entre dois meios de cultura usualmente utilizados, escolhendo
aguele mais adequado as diferentes espécies a serem cultivadas por periodos de
até 20 dias. A segunda etapa trata do desenvolvimento do fotobiorreator cilindrico de
coluna de bolhas iluminado internamente com recurso de controle de iluminacéao e
agitagdo. A terceira etapa consta da validagdo do fotobiorreator
proposto/desenvolvido nos cultivos de microalgas. A quarta etapa aborda o estudo
do potencial biotecnolégico das biomoléculas sintetizadas pelas microalgas

cultivadas no FBR e verifica as possiveis aplicacdes.

As espécies selecionadas para este estudo estdo apresentadas na Tabela 1 e
foram obtidas da Colecdo de Culturas de Microalgas de Agua Doce (WDCM 835) da
Universidade Federal de Sdo Carlos (CCMA-UFSCar), pertencente ao Laboratério
de Ficologia no Departamento de Botanica desta mesma instituicdo. As cepas
selecionadas pertencem ao Phylum Chlorophyta, mas de diferentes classes, como

mostrado na Tabela 1.
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Tabela 1 - Cepas utilizadas para a realizacdo deste estudo. Todas as espécies
foram cedidas pelo CCMA-UFSCar.

No. Acesso Espécie Origin/date Classe Ordem Familia
Scenedesmus Lagoa do Inferndo (EE
062 spinosus Jataf), 1987 Chlorophyceae Sphaeropleales Scenedesmaceae
Microalga nao .
175 identificada Lagoa do'Infernao (EE Chlorophyceae cf. cf.
. A Jatai), 1993 Sphaeropleales  Scendesmaceae
(picoplancton)
237 Picoplancton Represa do "29", 2009 Trebouxiophyceae nao identificado nao identificado
325 MonoraphldluT Rio Madeira - RO, 2011  Chlorophyceae Sphaeropleales  Selenastraceae
pseudobraunii
Curvastrum Bebedouro Fazenda
350 pantanale Santa Cruz, 2011 Chlorophyceae Sphaeropleales  Selenastraceae
Raphidocelis Norsk Institutt for
048 subcapitata Vannforskning (NIVA) Chlorophyceae Sphaeropleales  Selenastraceae
493 Hariotina - Chlorophyceae Sphaeropleales Scenedesmaceae
reticulata POy P P
123 Kirchneriella - Chlorophyceae  Selesnastraceae Kirchneriella
aperta
587 Xanthidium sp - Conjugatophyceae Desmidiales Desmidiaceae
Anki
003 n l;:;o;‘i;imus Represa do Broa, 1979 Chlorophyceae Sphaeropleales  Selenastraceae
- Chlo_rellla - Trebouxiophyceae Chlorellales Chlorelaceae
sorokiniana
5.1 Crescimento microalgal em meios de cultura BG11 e WC

Visando garantir a suficiéncia de nutrientes disponiveis em longos periodos
nos cultivos das microalgas e testar as cepas selecionadas, esta etapa foi conduzida
para comparar dois meios de cultivo tradicionalmente utilizados para o crescimento
de microalgas. Os meios testados foram BG11 (Ripka, 1979) e WC (Guillard and
Lorenzen, 1972) e as respectivas composi¢coes nutricionais estdo expostas na
Tabela 2. O meio BG11 possui o citrato férrico amoniacal, acido citrico, carbonato de
sédio e nitrato de s6dio como fonte de carbono e nitrogénio, e fosfato dipotassico e
sulfato de magnésio fornecendo fosforo e enxofre. O meio WC possui bicarbonato
de sodio como fonte de carbono, nitrato de s6dio como fonte de nitrogénio, fosfato

dipotéassico fornecendo fésforo, sulfato de magnésio servindo de fonte de enxofre, e
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exclusivamente apresenta silicato de sédio fornecendo silica para espécies como
diatomaceas que possuem este elemento na composi¢cao de sua membrana celular.
Apesar do fornecimento de alguns componentes serem semelhantes entre os dois

meios de cultivo, a concentracédo final de cada nutriente varia.

Tabela 2 — Componentes e suas concentracdes finais (molLt) nos meios de cultura
BG11 e WC.

BG11 Concentracéo wcC Concentracéo
CeHsO7 3,1x10% NaNOs 1.00x 103
CeHsO7 - Fe3* - yNH3 ~3x10°% CaCl,  2H,0 2.50x10*
NaNOz 1,8 x 1072 MgSO. - 7H,0 1.50x 10*
K2HPO4 - 3H20 1,8 x 10 NaHCO; 1.50x 10*
MgSOa4- 7H20 3,0x 104 Na,SiOs ' 9H,0 1.00x 10*
CaCl-2H20 2,5x10* K,HPO, 5.00 x 10°
Na2COs 1,9 x 104 H3BOs 1.62 x 10°
MgNa2EDTA - H20 2,8 x10° Na,EDTA - 2H,0 1.17 x 10°
H3BOs3 4,6 x 10 FeCl; - 6H,0 1.17 x 10°
MnClz - 4H20 9,5x 10% CuSO,* 5H,0 4.01x 10
ZnS0a4-5H20 7,7 x 107 ZnS0O,4 - 7H,0 7.65x 10
CuSO04-5H20 3,6 x 107 CoCl; - 6H,0 4.20x 10
Na:MoOs - 2H20 1,6 x 106 MnCl; - 4H,0 9.10x 107
Co(NOs)2 - 6H20 1,7 x 107 Na,MoO; - 2H,0 2.48x10®

Nesta etapa, os meios de cultivo foram preparados em Erlenmeyers com
capacidade para 250 mL, com volume inicial de 100 mL de meio e autoclavados a
120 °C e 1 atm por 20 minutos. Esse procedimento foi realizado 24 horas antes do

inicio do experimento. Foi realizado uma réplica para cada tratamento.

Para a execucdo desta etapa foram selecionadas seis espécies inoculadas
em ambos os meios de cultivos (BG11l e WC) e o crescimento foi monitorado por
240 h. As espécies selecionadas foram Ankistrodesmus densus (CCMA-UFSCar
003), Curvastrum pantanale (CCMA-UFSCar 350), Monoraphidium pseudobraunii
(CCMA-UFSCar 325), Chlorella sorokiniana e duas cepas picoplancténicas (CCMA-
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UFSCar 237 e CCMA-UFSCar 175) cuja sistematica € ainda desconhecida, portanto
ndo sabemos a qual género/espécie pertencem. Este monitoramento envolveu a

determinacao diaria dos parametros descritos a seguir.

- Absorbéancia em 684 nm realizado em espectrofotometro (Nanocolor® UV/VIS
Macherey-Nagel, Alemanha). A clorofila a promove maior absorcdo deste

comprimento de onda;

- Clorofila a foi determinada pela fluorescéncia in vivo em fluorimetro da marca
Turner Designs®, USA (modelo: Trilology), por meio da relacdo entre a
concentracdo da clorofila a extraida de culturas de Chlorella sorokiniana em fase
exponencial de crescimento e intensidade de fluorescéncia obtida através das

seguintes curvas de calibragéo:

[Clorofila a] = Fluoreszczrllgisa_so'48 , fluorescéncias até 2300 U.A. 1)

Fluorescéncia—1190,7

[Clorofila a] =
21627

, fluorescéncias acima de 2300 U.A. (2)

- As velocidades de crescimento maximas foram obtidas plotando-se o logaritmo
natural da concentracdo de clorofila a versus o tempo de cultivo (horas). Como
forma de confirmacao, também foi observado a linearidade por meio da absorbancia,

bem como seu valor final atingido apés 240 h.

Definido o melhor meio de cultivo, as demais espécies indicadas na Tabela 1
foram cultivadas em meio BG11 e monitoradas por 240 h. Desta vez, o cultivo foi
realizado em Erlenmeyers de 500 mL contendo volume inicial de 300 mL de meio de
cultivo. Analisaram-se os parametros de producdo de clorofila a e calculado o
rendimento quantico fotossintético maximo. Esta analise quantifica a eficiéncia
maxima na qual a luz absorvida pelo complexo antena coletor de luz do
Fotossistema Il é convertida em energia quimica, ou seja, para a etapa fotoquimica.
Para isso, cada amostra foi deixada em no escuro por 20 minutos e em seguida
foram inseridas no fluorimetro Phyto-PAM Fluorometer Analyser® (Walz, Alemanha).
Este equipamento realiza o calculo da eficiéncia maxima fotossintética do
Fotossistema Il que é dada pela diferenca entre as fluorescéncias maxima e minima,

dividida pela maxima fluorescéncia (Lombardi e Maldonado, 2011).
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dOM = Fm—FO0 (3)

Fm

Onde:
Fm = fluorescencia maxima das células adaptadas ao escuro;

Fo = fluorescencia minima emitida pelas células adaptadas ao escuro.

Com o desenvolvimento desta etapa, buscou-se avaliar o crescimento
populacional de cada cepa e selecionar as de melhor crescimento para serem

cultivadas no FBRs.

5.2 - Desenvolvimento de fotobiorreator de coluna

O fotobiorreator desenvolvido (Figura 5) consiste em modelo coluna de bolhas
em material vitreo de borossilicato e diametro externo de 100 mm com capacidade
maxima de 3 L. Possui paredes de 2,5 mm, garantindo maior resisténcia e facil
manejo e higienizacdo. O topo do FBR é fechado com tampa de Nylon®, com
pequenos orificios feitos sob medida para o encaixe da tubulacdo de vidro por onde
foram inseridas as fontes de iluminacdo, aeracdo, alimentacdo por dioxido de
carbono e ainda, um terceiro tubo posicionado para a liberagcdo de gases para o
ambiente. Todos o0s encaixes dos tubos, inclusive a tampa do FBR, possuem
vedacdo por o-rings de borracha nitrilica, impedindo o transito de gases e particulas,
evitando-se a contaminacdo de origem externa. A dimensé&o interna do reator de
coluna é de 95 mm, no entanto, a coluna d’agua exposta a iluminagdo possui 35 mm
(Figura 5A). O sistema conta ainda com duas entradas na tampa superior para
insercao de eletrodos de pH e de temperatura, na figura indicados pelos circulos

pretos cheios.

A circulagdo do sistema é dada pela agitacdo mecénica por meio da injecédo
de ar atmosférico utilizando-se bombas de ar (Big Air, A.230) com vazdo maxima de
1,5 L min? injetados através de pedras porosas posicionadas na base do FBR.
Acoplado a este mecanismo esta a valvula controladora da injecdo de dioxido de
carbono, que era manualmente acionada sempre que o pH ultrapassasse o valor de

~ 8.0, e somente era desativada quando o pH finalmente atinge o valor ideal para
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cada cepa (~ pH 6,5). Esse procedimento era efetuado em geral, duas vezes ao dia,
por volta das 11h e 15h. Com este sistema de agitagcdo, o caldo demonstra
movimento de conveccdo internamente, cujas células posicionadas na superficie

tendem a submergir, bem como as da base tendem a subir (Figura 5B).

A B

Entrada -
(ar +CO,) Escape

Cultivo

Tubo submerso

Y LED

Controlador
de poténcia 400

S S S Sy | S— i —y — — —

Fonte de
alimentagdo

Pedra porosa

Figura 5 — Esquema das especificagbes do PBR em desenvolvimento. Medidas em
milimetros. Em A, vista superior mostrando-se a tampa em Nylon®. Em B, vista
frontal do fotobiorreator cilindrico desenvolvido.

O FBR possui iluminagdo emitida de dentro para fora realizada a partir de
LEDs uniformemente distribuidos em toda a extensédo do cultivo, garantindo que a
energia luminosa incidida seja direcionada as células. O sistema suporta cerca de 5
fitas de LEDs (12 V, 2 Am?, 24 W m, 66 LEDs mt) com até 40 cm de comprimento
e 0,5 cm de espessura, de cor branco quente, posicionadas longitudinalmente para
todas as direcdes na parte interna do FBR, dentro de um segundo tubo de vidro
conforme mostrado na Figura 5B. Os LEDs s&o alimentados por conversor de
tensdo estabilizado de entrada 220 V e saida de 12 V, 30 A e 360 W. Apesar deste
estudo ser realizado apenas com fitas de LED de cor branca, o sistema admite a
facil substituicao por fitas de qualquer outra cor e durante qualquer etapa do cultivo.
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Devido ao fato de ter-se observado que em cultivos menos concentrados em
células, a alta incidéncia luminosa acarretou no desperdicio de energia elétrica
utilizado na operacdo da fonte luminosa e pode ter levado a ocorréncia da
fotorespiracdo, com perdas para o cultivo pelo excesso de luz, o sistema foi
intermediado por um regulador de poténcia aplicado para regular a intensidade
luminosa incidida no sistema. Desta forma, para cultivos com baixa concentracao
celular, ajustou-se a poténcia do regulador para baixa luminosidade, ao passo que
com o aumento no numero de células, a incidéncia luminosa era gradativamente
aumentada. A incidéncia interna de luz foi quantificada utlizando-se um medidor de

guanta esférico (quanta-meter) (Walz, Alemanha).

5.3 Aplicagéo do fotobiorreator no cultivo de microalgas
5.3.1 Cultivo de C. sorokiniana, C. pantanale e Picoplancton 237

Para o teste da eficiéncia do FBR desenvolvido, esta etapa consistiu no
cultivo de trés cepas na nova condicdo fisica (geometria, iluminacdo, agitacéo)
imposta pelo FBR. Chlorella sorokiniana, Curvastrum pantanale e Picoplancton 237
foram as cepas selecionadas para esta etapa. Todas foram cultivadas em meio de

cultivo BG11 em culturas unialgais.

O monitoramento deste experimento consistiu na quantificacdo in vivo de
clorofila a e do rendimento quantico maximo. A concentracao celular foi obtida a
partir da contagem manual das células em camara de Fuchs-Rosenthal espelhada
sob microscopio optico (Nikon Eclipse E200, aumento 400 vezes). Além disso, foi
realizado um controle na intensidade luminosa incidida no cultivo conforme o
aumento na concentracdo de células. Ao final destes experimentos, os cultivos
foram centrifugados por 10 minutos a 4400 rpm (Thermo Scientific, modelo: Legend
XTR) e o pellet de biomassa foi separado e pesado para obtencdo biomassa umida
de cada cepa, com teor de agua de aproximadamente 83% A biomassa isolada
neste procedimento foi congelada em freezer a -22°C para realizacdo de analises

posteriores.
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5.3.2 — Aumento na concentracdo de células e nutrientes e teste em C.
sorokiniana

Devido a alta concentragéo celular atingida nos FBRs, verificou-se uma certa
estagnacdo dos cultivos na ordem de 108 células mL1. Atribuiu-se isto a falta de
nutrientes, uma vez que o meio de cultivo BG11 é normalmente utilizado em cultivos
de até 107 células mL1. Assim, a fim de melhorar o desempenho do FBR proposto
no presente estudo, a cepa de C. sorokiniana foi submetida a testes com o aumento
da concentracdo de nutrientes do BG11, sendo elevadas em uma, duas e 10 vezes
a concentracdo inicial de nutrientes. Estes experimentos foram acompanhados
diariamente mensurando-se a concentracdo de clorofila a, abundancia celular,

rendimento quantico méximo e biomassa seca.

Para a determinagcdo da concentracdo celular em termos de biomassa seca
foram filtradas amostras de 10 mL do cultivo em membrana de fibra de vidro
(Sartorius, didametro de 47 mm e poros 0,7 um). ApGs a filtracdo, as membranas
foram secadas por 24 h em estufa a 40 °C e entdo pesadas em balanc¢a de preciséo
analitica. Como parte das analises de validacdo do FBR, calculou-se a produtividade
volumétrica de biomassa diéria, tal como proposto por Ryu et al., (2009):

cf—ci
t

P = 4

Onde:
Cf e Ci: concentragdes final e inicial, respectivamente, da biomassa seca (g L™);

t: tempo do cultivo (dia).

Além disso, para se verificar a eficiéncia do processo como um todo, foi
possivel quantificar a energia luminosa fornecida pelo sistema (El) ao volume de
cultivo, que pode ser entendido como o potencial de iluminacéo especifico, conforme

proposto por Ogbonna et al., (1995) por meio da equacao:

_(0,22110 A)
o %

El (®)

Onde:
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lo: incidéncia luminosa ou PAR (umol fétons m? s1);
A: area de incidéncia da luz (m?);

V: volume do cultivo (m?3).

O valor obtido nesta equacao trata-se do quanto de energia em forma de PAR
(luz) o sistema €& capaz incidir por volume de cultivo para cada tipo de lampada
utilizada, e ndo do quanto de energia elétrica € consumido. Como mencionado
anteriormente, as fitas de LED séo capazes de fornecer maior quantidade de energia
luminosa consumindo menos energia elétrica quando comparada a outras fontes de

iluminacao.

5.4 — Anélises cromatograficas

As andlises cromatogréficas foram realizadas no Laboratério de Produtos
Naturais do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos. A
biomassa das microalgas C. pantanale, Picoplancton 237 e C. sorokiniana adquirida
a partir dos cultivos realizados nos fotobiorreatores foi mantida congelada a -22°C, e
as vésperas de sua analise foi liofilizada. As analises de identificacdo dos acidos
graxos que compdem a biomassa de cada espécie foram feitas em cromatdgrafo a
gas (modelo: GC 2010 Plus) acoplado a espectrometro de massas (modelo: MSTQ
8030) e Auto injetor comb-PAL (modelo: AOC-5000 Plus) todos da marca Shimadzu.
Primeiramente foi realizado o processo de derivatizacdo das amostras liofilizadas
por transesterificacédo direta baseado no proposto na literatura (Satish e Sims, 2012;
Ehimen et. al, 2010; Gong e Jiang, 2011). Os lipidios extraidos pelo método de
transesterificagdo direta sédo identificados na forma de ésteres metilicos de acidos
graxos, compostos mais volateis e detectaveis pelo CG-EM do que seu composto de
origem (Antoniosi-Filho, 1995).

Adicionou-se 1 mL de solucédo de acido sulfarico 5% em metanol (V/V) a 100
mg da microalga liofilizada. Aqueceu-se a 90 °C por 30 minutos em banho seco. Em
seguida, adicionou-se 5 mL de hexano e mais uma vez submetida ao aquecimento
de 90°C por 15 minutos. Coletou-se a fase organica que posteriormente foi injetada

ao cromatodgrafo. Os parametros do equipamento foram configurados seguindo o
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proposto por MIDI (1990) com adaptagOes para a metodologia no espectrometro de

massas (Tabela 3):

Tabela 3 — Condicbes cromatogréficas aplicadas ao cromatdgrafo gasoso e ao
espectrometro de massas para a leitura das amostras e obtencdo dos dados de
acidos graxos.

Cromatografia gasosa Espectrometro de massas
Coluna Rtx-5MS Tonte de ion 280°C
Tinj etor 280°C Tinterface 280°C
Gas carreador Hélio
Pressao 81.8 kPa
Fluxo total 40.2 mL/min
Fluxo da coluna 1.20 mL/min
Velocidade linear  40.0 cm/sec
Fluxo de purga 3.0mL/min
Split 30.0
Programacgao
Velocidade . Hold time
(°C/m|n) Tfinal( C) (mm)
- 60.0 1.00
20.00 140.0 5.00
4.00 280.0 5.00

A partir dos cromatogramas gerados, interpretou-se os dados e dispds-se em
uma tabela com os acidos graxos identificados e sua quantidade relativa com a
guantidade total. Somente foram considerados nesta avaliagdo os picos referentes
aos metil ésteres de acidos graxos. Demais compostos identificados pelo
equipamento foram descartados e ndo considerados na contagem total das areas

dos picos.

Para a identificacdo dos compostos volateis das trés espécies selecionadas

foi utilizado o equipamento HS-CG-EM, cujos parametros (TABELA 4) foram
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adaptados aos encontrados na literatura (Chen et al., 2016; Nakamura et al., 2016;
Wu et al., 2016).

Tabela 4 — Pardmetros aplicados ao Cromatégrafo Gasoso e ao forno para
Headspace para leitra das amostras e obten¢éo dos dados de volateis.

Headspace Cromatografia gasosa
V injetado 1.0mL Coluna Rtx-5MS
Tincubagio 110°C Tinjetor 280°C
t incubacso 20 min Gas carreador Hélio
V agitaciio 500 rpm Pressao 34.3 kPa
Tseringa 110°C Fluxo total 14.2 mL/min
Limpeza seringa 10 min Fluxo da coluna 0.70 mL/min
Velocidade linear 30.2cm/seg
Espectrometro de massas Fluxo de purga 3.0 mL/min
Ttonte de ion 250°C Split 15
Tinterface 250°C
Velocidade To . (°C) Hold time
(°C/min) na (min)
- 40 0]

8 280 1
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 — Avaliacdo dos meios de cultivo: BG11 e WC

No estudo relativo a comparacdo sobre a produtividade e a velocidade de
crescimento maxima das espécies algais em meios de cultivo distintos, das seis
cepas pré-selecionadas, Picoplancton 237 e Curvastrum pantanale (Figura 6)
apresentaram as maiores velocidades de crescimento celular em meio de cultivo
BG11l em comparacdo ao meio WC (Tabela 5). Para as espécies Monoraphidium
pseudobraunii e Picoplancton 175, a diferenca entre as velocidades de crescimento
nao foi expressiva considerando os dois meios de cultivo. No entanto, nota-se que
M. pseudobraunii em BG11l teve maior acumulo de clorofila a apés 240 h, ao
contrario do ocorrido para Picoplancton 175, cujo maior acumulo do pigmento foi

obtido em meio WC.

A espécie Ankistrodesmus densus ndo teve crescimento em meio WC e
Chlorella sorokiniana foi cultivada apenas em meio BG11, portanto os dados
apresentados destas cepas referem-se somente a quantificacdo da clorofila a e

curva da absorbancia em 684 nm e em meio BG11.
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Figura 6 — Graficos representando as curvas de crescimento dos varios cultivos
algais. Eixo Y (esquerdo) representa o logaritmo natural da concentragéo de clorofila
a [LN (mg LY)] e o eixo Y (direito) a densidade 6ptica obtida pela absorbancia em
684 nm [LN (R. U.)]. Todos os graficos sao plotados em funcdo do tempo de cultivo
para 6 espécies algais em meios de cultivo BG11 e WC. Linha vermelha: meio BG-
11 e linha preta: meio WC. Simbolos: m concentracdo de Clorofila a; + absorbancia
em 684 nm. A: Monoraphidium pseudobraunii; B: Picoplancton 237; C: Curvastrum
pantanale; D: Ankistrodesmus densus; E: Picoplancton 175; F: Chlorella sorokiniana.
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Tabela 5 - Velocidade de crescimento das cepas em meio BG11l e WC. Estes
valores foram calculados pelo logaritmo natural da concentracdo do pigmento
clorofila a.

Velocidade de crescimento em LN [Clorofila a (mg . mL?)](dia?)

Picoplancton Picoplancton A. M. C. C.
175 237 densus pseudobraunii sorokiniana pantanale
BG11 1,19 1,10 0,25 1,44 1,30 1,25
wcC 1,22 0,50 - 1,46 - 0,58

Jezberova e Komarkova (2007), em estudo comparativo entre 0os meios de
cultivo BG11 e WC aplicados a trés cepas da cianobactéria Synechococcus
observaram que para avaliacdo do biovolume celular e da velocidade de
crescimento, os maiores valores foram obtidos utilizando-se BG11. Ainda, Sobczuk e
Chisti (2010), utilizando meio BG11 relataram o acUmulo de 2020,0 mg L?! em
biomassa de Choricystis minor var. minor, enquanto Menezes et al. (2016),
mostraram ter atingido apenas 984,3 mg L em meio BBM e 525,7 mg L' em meio
WC cultivando a mesma espécie algal. Portanto, baseado nas informacdes da
Figura 6, Tabela 5 e dados da literatura, conclui-se que, de modo geral, as espécies
apresentam crescimento melhor (ou igual) em meio BG11l em comparacdo com o0
meio WC, possivelmente devido a maior disponibilidade de nutrientes nesse meio.
Além disso, os experimentos foram mantidos sob iluminacéo até completarem 720 h.

Como notado na Figura 7, a coloracéo final dos meios de cultivos se alteraram.
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Figura 7 —Mudanca na coloracdo dos cultivos apos 720 h em WC, de verde para
amarelo, indicados pelas setas vermelhas.

A alteragcdo na coloracdo ao final dos cultivos sugere concentracdo de
nutrientes inferior a necessaria para a manutencéo das células. Este foi um indicio
de que, em cultivos a longos, o meio WC nao seria adequado para manter as cepas
saudaveis, sendo necesséria a constante reposicdo de nutrientes durante o periodo
de experimento. Assim sendo, optou-se por seguir o objetivo deste estudo utilizando

apenas o meio de cultura BG11.

As demais algas pré-selecionadas (vide Tabela 1) foram cultivadas em meio
de cultura BG11 e as respectivas curvas de crescimento (clorofila a) sdo mostradas
na Figura 8. O rendimento quantico maximo diario para cada espécie foi obtido e

também séo apresentados.
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Figura 8 - Curvas de crescimento (linha continua) obtidas a partir do logaritmo
natural da concentracéo de clorofila a e rendimento quantico maximo (losangos) em
meio BG11 das espécies A: Raphidocelis subcapitata; B: Scenedesmus spinosus; C:
Kirchneriella aperta; D: Hariotina reticulata; E: Xanthidium sp.

Com relagdo ao rendimento quantico maximo, tem-se que valores proximos a
0,70 ou maior representam condicdo fisiologica saudavel para células algais
(Lombardi e Maldonado, 2011). Nota-se que durante as 240 h de experimento, R.
subcapitata, H. reticulata, K. aperta e S. spinosus apresentavam condi¢cdes
saudaveis. Xanthidium sp. apresentou valores abaixo do esperado durante as
primeiras 192 h, atingindo seu rendimento maximo no ultimo dia de experimento.
Segundo Kromkamp e Peene (1999), a disponibilidade excessiva ou insuficiente de

luz e/ou nutrientes pode acarretar em queda do rendimento quantico maximo.
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Xanthidium sp. pode ter apresentado este comportamento devido a algum estresse
luminoso nas primeiras horas de experimento. Como esta espécie tem crescimento
lento, a alta incidéncia luminosa em cultivo pouco denso pode ter afetado sua
fisiologia e, conforme houve o aumento na abundancia celular, a luz incidida deixou

de ser inibitéria.

A partir das curvas de concentragdo de clorofila a foram calculadas as
velocidades de crescimento (Tabela 6). Destas cincos espécies cultivadas, R.
subcapitala e S. spinosus apresentaram as maiores taxas de replicacdo, no entanto,
ainda inferiores as apresentadas por Picoplancton 175, Picoplancton 237, M.

pseudobraunii, C. pantanale e C. sorokiniana mensuradas anteriormente.

Tabela 6 - Velocidades de crescimento obtidas a partir das curvas de concentracéo
de clorofila a em meio BG11.

Velocidade de crescimento (dia)

H. reticulata 0,62 Picoplancton 175 1,19
K. lunaris 0,38 Picoplancton 237 1,10
R. subcapitala 0,80 A. densus 0,25
S. spinosus 0,96 M. pseudobraunii 1,44
Xanthidium sp. 0,04 C. sorokiniana 1,30
C. pantanale 1,25

5.2 — Desenvolvimento e aplicacao do Fotobiorreator

O desenvolvimento de um FBR de iluminacédo interna em escala laboratorial
teve como objetivo a producdo de elevada biomassa para a prospeccao de
biomassa microalgal quanto a sintese de biomoléculas. Realizaram-se varios testes
operacionais para validacdo do modelo de FBR proposto. Trata-se de um modelo
‘bubble column’ com capacidade maxima de 3 L em formato cilindrico, iluminacao
interna por fitas de LED e aeracdo por compressores de ar atmosférico e COz por
meio de pedras porosas. Desta forma, manteve-se o cultivo homogéneo, com as

células em circulagédo garantindo que todas fossem expostas a luz. De facil manejo,
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o FBR desenvolvido permite uma facil regulacdo da intensidade luminosa, vazéo de
agitacdo e também admite a substituicdo das fitas de LED por cores especificas a
qualquer momento durante o andamento do cultivo, conforme o interesse de

producao.

O inicio dos testes no FBR que se desenvolveu foram testadas as microalgas
Chlorella sorokiniana, Curvastrum pantanale e Picoplancton 237 variando-se a
intensidade luminosa incidida (figuras 9A, 10A e 11A) através de um regulador para
isso projetado. Assim, conforme houve o aumento no nimero de células, a energia
luminosa incidida também foi aumentada de forma que houvesse luz o suficiente

para a realizacao da fotossintese pelas células em todo o FBR.

Analisando o crescimento de C. sorokiniana (Figura 9B), o rendimento
quantico maximo até o fim do experimento manteve-se em niveis considerados
saudaveis, ou seja, hdo houve fotolimitacdo tampouco fotoinibicdo durante as 384 h
e a fotossintese ocorreu de forma eficiente. A velocidade de crescimento atingiu 1,12
dial. Foram inoculadas no primeiro dia do experimento 1,30 x 10° céls mL? e ap6s
as 384 h o cultivo atingiu a ordem de 2,02 x 108 células mL1. A biomassa final foi
mensurada e atingiu 1,41 g L de biomassa seca, e 8,16 g L' na pesagem da

biomassa Umida.
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Figura 9 — Parametros do crescimento de C. sorokiniana. A: linha pontilhada indica
a intensidade luminosa incidente e a linha continua a concentracdo de células. B:
rendimento quantico maximo (losangos) e a concentracdo de clorofila a (linha
continua).

No experimento com Picoplancton 237 (Figura 10) foram inoculadas 1,30 x
10° células mL? e, ao final haviam acumulado 1,20 x 108 células, mL?, revelando
taxa maxima de crescimento (fase exponencial) de 1,51 diat. Apés centrifugacéo,
pesou-se a biomassa Umida, que alcancou 6,67 g L**. Observando o grafico, nota-se
o estado fisiologico saudavel das células durante todo o experimento, assim como

também ocorreu com C. sorokiniana (figura 9 B).
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Figura 10 — Resultados do cultivo de Picoplancton 237 no PBR proposto. A: linha
pontilhada indica a intensidade luminosa e a linha continua a concentracdo de
células. B: rendimento quantico maximo (losangos) e a quantificacdo de clorofila a
(linha continua).

No teste com Curvastrum pantanale (figura 11), foram inoculados 1,12 x 10°
células mL* e ap6s 384 h o cultivo continha cerca de 6,95 x 107 células mL%, e sua
biomassa Umida 8,47 g L1. A velocidade maxima de crescimento foi de 0,35 dia™? e,
segundo os dados de rendimento quantico maximo, as condigdes fisiologicas foram

favoraveis durante todo o experimento.
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Figura 11 — Resultados do cultivo de C. pantanale no PBR proposto. Em A, a linha
pontilhada indica a intensidade luminosa e a linha continua a concentracdo de
células. Em B, rendimento quéantico maximo (losangos) e a quantificacdo de clorofila
a (linha continua).

Considera-se que o modelo de fotobiorreator proposto no presente estudo
com base nos citados na literatura, possibilitou elevada densidade populacional,
sendo possivel ainda relatar alguns destaques positivos e exclusivos: material vitreo
em borossilicato admite exposicdo a agentes fisicos e quimicos diversos; permite
procedimentos de esterilizacdo e lavagem; cultivo fechado livre de contaminacdes
externas; regulagdo no fluxo de ar; regulacdo da intensidade luminosa; e fécil
substituicdo de fitas LED por diferentes cores em qualquer periodo do cultivo

conforme o produto almejado.
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5.3.2 — Melhoramento na concentracdo de células e nutrientes em C.

sorokiniana

C. sorokiniana, é amplamente estudada em fungéo de sua robustez. Dentre
as principais vantagens em usar esta microalga estdo seu rapido crescimento,
capacidade de acumular alta concentracdo de biomassa, além de compostos como
lipidios, pigmentos, proteinas e metabdlitos secundarios (Juntila et al., 2015). Visto
sua alta velocidade de crescimento e plasticidade fisiologica, optou-se por utilizar C.
sorokiniana como cepa-teste para o aprimoramento da produtividade de biomassa,
pois observou-se uma « A a1 estagnacdo de producdo de células na ordem de 108
células mL1. Para tanto, a concentracdo de nutrientes no meio BG11 foi aumentada
em duas e dez vezes, junto ao aumento na densidade inicial de células, que foi de
6,6 x 10’ células mL* e intensidade luminosa incidente. Esses resultados séo
mostrados na Figura 12 e indicam que nao houve diferenga entre os tratamentos.
Para BG11 — 1X a velocidade de crescimento foi 0,27 dia! e a concentragéo final de
células de 3,83 x 108 células mL?. No cultivo em BG1l — 2X a velocidade de
crescimento foi 0,33 dia! e acumulou 3,5 x 108 células mL*. Ao final das 144 h, o
acumulo de biomassa seca foi de 2,31 g L para BG11 — 1X e de 2,25 g L em
BG11 - 2X.
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Figura 12 — Resultados dos cultivos de C. sorokiniana em BG11 convencional e

BG11 concentrado duas vezes. Os simbolos O e B representam a abundancia
celular (A), e concentracdo de clorofila a (B), respectivamente, para BG11 - 1X e

BG11 - 2X. Em A, ¥ mostra o rendimento quantico maximo utilizando BG11 - 1X e 4
utilizando BG11 - 2X.

No experimento com BG11 — 10x, os cultivos foram iniciados com 2,09 x 108
células mL? e passadas 144 h observou-se o acumulo de 4,05 x 108 células mL*
(Figura 13), correspondendo a velocidade de crescimento méaxima de 0,40 dia™.
Pesou-se diariamente a biomassa seca para afericdo da produtividade média diaria.
No instante do in6culo haviam 4,69 g L, atingindo no Ultimo dia de cultivo a marca
de 6,87 g L.



55

T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144
Tempo (h)

5 4.0x10°- /— 70
o

3.5 B
w

2
o
I

S

N
o
|
|
o
o

Contagem (cél . mL")

0 24 48 72 96 120 144
Tempo (h)

Figura 13 — Representacdo grafica do crescimento de C. sorokiniana em meio de
cultivo BG11 concentrado 10 vezes. Em A, os losangos mostram o rendimento
guantico maximo e a linha continua a concentracdo de clorofila a. Em B, a
abundancia celular (linha continua) e biomassa seca (barras verticais).

Nota-se que os cultivos em BG11 — 1X, BG11 — 2X e BG11 — 10X atingiram a
mesma ordem de 108 células mL?, entretanto, mesmo havendo a mesma
concentracdo de células por mL1, verificou-se diferenca considerando o peso da
biomassa seca (Tabela 7). BG11 — 1X e BG11 — 2X tiveram massa proximas entre
si, porém, para BG11 — 10X, a biomassa seca final foi trés vezes maior. Isso sugere
qgue houve maior disponibilidade de nutrientes no meio BG11 — 10X, 0 que permitiu
que as ceélulas os absorvessem para uso metabdlico, acumulando-se no conteudo

intracelular e tornando as células mais pesadas.
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Tabela 7 - Comparacéo entre as diferentes concentracdes de BG11, o numero de
células e a biomassa seca medida.

[BG11]  Células (mLY) S'Zf;n(zsfi‘)
1x 3,8 x 108 2.31
2X 3.5x 108 2.25
10x 4.0 x 108 6.87

A fim de comparar nossos resultados com os da literatura, serdo
considerados os resultados mensurados do cultivo em BG11 — 10X realizado no
presente estudo (Tabela 8). A produtividade diaria de um cultivo é a relacdo entre a
biomassa seca final descontada a biomassa seca inicial em fun¢do do nimero de
dias de cultivo. Com esta relagdo inferimos quanto aumentou a concentracao de
células no cultivo, sendo reportado em g L dial. Neste estudo, tratando-se da
produtividade em BG11 — 10X obtivemos 0,36 g L dia* com incidéncia energética
sob forma de luz de 2775,3 W m. Nossos resultados assemelham-se aos de Ryu et
al. (2009), que em FBR vertical cilindrico com capacidade de 600 mL atingiram 0,33
g L't dia’t com Chilorella sp. utilizando lampadas fluorescentes externas com emissao
de 1215,5 W m=3. Relativamente préximo, mas com menor rendimento, Hsieh e Wu
(2009) desenvolveram um FBR modelo camara retangular transparente dividido em
quatro compartimentos que somados possuem 10,5 L de volume e incidéncia
luminosa de 694,6 W m= com lampadas hal6genas e tiveram produtividade de 0,30
g L dial em sistema semi-continuo e posterior adicdo de metais traco. Chiu et al.
(2008) em experimento com Chlorella vulgaris em sistema batelada, obteve
produtividade diaria de 0,50 g L' dia! em incidéncia luminosa (lampada
fluorescente) de 5385,9 W m=2 com FBR bubble column de 800 mL. Resultados
obtidos por Pegallapati et al. (2012) quando cultivada Nannochloropsis salina em
fotobiorreator de coluna de bolhas de 18 L em sistema batelada obtiveram

produtividade de 0,16 g L dia* com 1157,3 W m=3 de incidéncia luminosa.
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Em outro estudo, Pegallapati et al. (2011) desenvolveu o fotobiorreator de
iluminacao interna semelhante ao do presente estudo, no entanto a iluminacao foi
realizada por lampadas fluorescentes em sistema semi-continuo. Nesse, os autores
mostraram produtividade de 0,40 g L dia' com Scenedesmus sp. cuja a emissédo

de energia luminosa foi de 276,4 W m=,

Tabela 8 — Performance dos diferentes fotobiorreatores. Ch: Chlorella sp.; No:
Nannochloropsis oculta; Ns: Nannochloropsis salina; Ss: Scenedesmus sp.; Cv:
Chlorella vulgaris; Cs: Chlorella sorokiniana.

Area PAR Potencial Produt. Ainc Prqdut.
. . Fonte de e (nmol de L Ainc
Espécie FBR iluminaco incidente f6tons  iluminacio didria Autor vV v
¢ (m?) 3% (gLidia) (g m?

m2s1) (W m3)

Cilindrico  Fluorescente Ryu et al.

Ch 061 (externo) 0.03 100 1215.5 0.33 (2009) 0,0500 6,6
Coluna Fluorescente chi I

No  debolhas 0.07 300 5385,9 0.42 'Zuogtga' 00875 4,8
0,8L (externo) ( )
Coluna Fluorescente Pegallapati

Ns  de bolhas 0.06 79 1157.3 0.16 etal. 0,0033 48,0
18,0L (externo) (2012)
FBRII*  Fluorescente Pegallapati

Ss 0.25 91,4 276.4 0.40 etal. 0,0139 28,8
18,0L (interno) (2012)
Coluna Fluorescente Chi I

cv  debolhas 0.07 300 5385.9 0.50 '2“0823' 00875 57
0,8L (externo) ( )

Cs FERl LED 003 1200 27753 0.36 Presente ;0100 36,0
30L (interno) estudo

A area iluminada é outro fator considerado nos estudos. Essa area refere-se a
porcdo do FBR que esta diretamente exposta aos raios de luz. Hsieh e Wu (2009),
Ryu et al. (2009) e Chiu et al. (2008), cuja iluminacdo do sistema foi externa ao
reator, obtiveram variacdo da area iluminada de 0,03 a 0,07 m?, intervalo dentro do
modelo do presente trabalho, 0,0314 m2. O modelo com iluminacéo interna proposto
por Pegallapati et al. (2012) cuja area iluminada foi de 0,25 m?, valor oito vezes
maior ao do presente trabalho, ndo mostrou aumento proporcional na produtividade
de biomassa. A maior produtividade obtida nos estudos citados foi de Chiu et al.
(2008), cuja area iluminada foi de 0,07 m2. A variacdo observada entre area

iluminada e rendimento de biomassa sugere que ha outros fatores contribuindo para
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o rendimento, tais como velocidade de crescimento intrinseca da microalga e,
eventualmente a disponibilidade de nutrientes, além dos volumes entre os trabalhos
serem distintos. Para minimizar a influéncia do tamanho dos cultivos sobre sua
produtividade, realizaram-se calculos desconsiderando seu volume, conforme
mostrado na Tabela 8. Ou seja, foi realizada a raz&o entre a area iluminada pelo
volume de cultivo. O produto desta equagéo foi o denominador na divisdo com a
produtividade diaria por litro calculada anteriormente, e assim temos a produtividade
em relacdo a area iluminada (g m=2 dia?). Desta forma, notamos que os cultivos
realizados em pequenos volumes (0,6 e 0,8 L) apesar de terem apresentado
produtividade diaria satisfatoria anteriormente, ao ser equalizado o volume com o0s
demais trabalhos, notamos que estes apresentaram 0S menores rendimentos.
Destaca-se entéo a dificuldade da escalabilidade dos fotobiorreatores, cujos cultivos
menores sao mais produtivos devido ao facil controle das variaveis enquanto que em

volumes maiores estes ajustes sao dificultados.

A produtividade calculada apés o rearranjo da equacdo mostra que FBR do
presente estudo e de Pegallapati et al. (2012) apresentaram rendimentos melhores
aos encontrados por Ryu et al. (2009), Chiu et al. (2009) e Chiu et al. (2008). Em
modelo semelhante ao proposto neste estudo, Pegallapati et al. (2012) obtiveram
rendimento de 28 g m? dia! cultivando Scenedesmus sp. em modelo semi-continuo,
enquanto que o FBR proposto neste estudo obteve 36 g m? dia' com C. sorokiniana
em sistema batelada. Outro cultivo realizado por Pegallapati et al. (2012) com
Nannochloropsis salina em reator cilindrico de 18 L, obteve produtividade de 48 g m-

2 diat.

Nota-se na literatura que tao diverso quanto os modelos de FBR existentes,
sdo os resultados sobre a eficiéncia do sistema. O modelo desenvolvido no presente
estudo rendeu mediana produtividade diaria em comparacdo com os citados da
literatura. A vantagem do modelo proposto neste trabalho € a utilizacdo de lampadas
LED acoplada ao controlador de poténcia. Deste modo, a incidéncia luminosa pode
ser ajustada para que haja reducdo na energia (W m=3) emitida ao FBR em baixa

densidade algal.

Avaliando os resultados obtidos neste estudo com relatos na literatura quanto

a area de incidéncia luminosa, o FBR proposto pode ainda ser ajustado com intuito
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de render mais biomassa, no entanto, ja apresenta resultados bastante expressivos

quando observada sua vasta funcionalidade e facil operacgéo.

5.4 — Anéalise de Acidos graxos em Chlorella sorokiniana, Picoplancton 08 e

Curvastrum pantanale

A composicdo de &acidos graxos das microalgas Chlorella sorokiniana,

Picoplancton 237 e Curvastrum pantanale é apresentada na Tabela 9.

Tabela 9 — Composicado de acidos graxos para as espécies Chlorella sorokiniana,
Picoplancton 237 e Curvastrum pantanale. SFA: Acidos graxos saturados; MFA:
Acidos graxos monoinsaturados; PFA: Acidos graxos polinsaturados; UFA: Acidos
graxos insaturados totais (MFA + PFA).

Acido graxo C. sorokiniana C. pantanale Picoplancton 237
C6:0 0.13£0.02 - -
C14:.0 0.38 £ 0.04 0.42 +0.03 -
C16:2w6 10.57 £ 0.57 2.50+£0.09 6.99+£1.99
C16:3w6 - 4.66 + 0.25 -
C16:3w3 6.26 + 0.33 - 17.28+1.55
C16:4w3 - 6.76 £ 0.22 -
C16:1w7 - 1.15+ 0.00 1.18+0.37
C16:1w9 - 0.92 £0.21 0.79+0.23
C16:0 33.09+1.10 29.38+£1.73 22.22+2.43
15-Me-C17:0 0.88 £ 0.02 - 1.73+0.51
C18:2w6 30.66 + 1.40 19.93 +1.01 16.05+1.64
C18:3w3 16.09 £ 0.70 30.00 + 1.66 32.58+3.00
C18:3w6 - 0.88 £ 0.03 -
C18:4w3 - 1.98 + 0.08 -
C18:1w7 0.59 £ 0.06 0.36 £ 0.06 0.76x0.14
C18:0 1.36 £ 0.17 0.75+£0.02 0.41+0.05
C24:.0 - 0.20+0.01 -
C26:0 - 0.13+0.07 -
SFA 35.83+1.36 30.88 +1.86 24.36 + 2.98
MFA 0.59 + 0.06 243 +£0.27 2.73+0.74
PFA 64.17 £ 2.99 66.71 £ 3.34 72,91 £8.18
UFA 64.76 £ 3.04 69.13 £ 3.61 75.64 £ 8.92
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A quantidade relativa dos acidos graxos saturados, monoinsaturados e poli-
insaturados totais foram somados e estdo representados ao final da tabela 9 para

cada espécie.

Para as trés espécies avaliadas o0s acidos graxos majoritariamente
sintetizados foram o &cido 7,10-Hexadecadienoico (C16:2 w6), &acido palmitico
(C16:0), acido linoleico (C18:2w6) e acido alfa-linolénico (C18:3w3), no entanto, em
diferentes propor¢des. O acido 7,10,13-Hexadecatrienoico (C16:4 w3) foi detectado
somente em C. pantanale. No conteludo das trés espécies também foram produzidos
mais acidos graxos insaturados do que saturados numa propor¢cdo de
aproximadamente 3:1, o que é um indicativo de saude celular. A composicéo
bioquimica das microalgas € influenciada por parametros ambientais relativos aos
cultivos. Especificamente, os niveis lipidicos e graus de instauracdo dos &cidos
graxos dependem da temperatura, nivel de irradiancia, salinidade e nutrientes
(Berge et al., 1995). Sabe-se, por exemplo, que 0 aumento na saturacdo de acidos
graxos ocorre em situacao de estresse fisioloégico microalgal em exposi¢cao a metais

(Chia et al., 2013).

No presente estudo, os teores de &cido palmitico contidos nas espécies
analisadas foram de 33% em C. sorokiniana, 29% em C. pantanale e 22% na
Picoplancton 237, sendo este o acido graxo saturado majoritario e de valores
expressivos, uma vez que os demais SFA detectados (C6:0, C14:0, C18:0, C24:.0 e
C26:0) possuem teor menor que 1%. Renaud et al. (2002) mostraram que O
aumento de 8°C na temperatura de cultivo de Rhodomonas sp. elevou a
concentracéo dos seus SFA de 25% para 40%. Em cultivo com Chlorella vulgaris, o
estudo de Petkov e Garcia (2007) determinou que o acido palmitico estava contido
em 26% do conteldo total de acidos graxos, também sendo o SFA majoritariamente
sintetizado nesta cepa. Sabe-se que o acido palmitico é o acido graxo saturado mais
comum, responsavel por 20-30% do total de acidos graxos no corpo humano, sendo
fornecido pela dieta ou sintetizado endogenamente. Harris et al. (2007), em uma
meta-analise de 25 estudos verificou que a ingestdo de &cido linoleico foi
inversamente associada ao risco de doencga coronariana e que o acido araquidénico
nao possui qualquer relacdo com esta enfermidade, ou seja, 0 maior consumo de

acido linoleico reduz os riscos de doencas cardiovasculares. Assim, as microalgas
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podem ser potenciais contribuidoras a dieta humana visando-se ao equilibrio de
acidos graxos.

O consumo de &cido graxo 6mega-6 na dieta humana € ainda bastante
discutido, mas estudos indicam que sua ingestéo traz beneficios e reduz o risco de
doencas coronarianas (Cassady et al., 2007; Harris et al., 2007). Salienta-se que a
European Commission e a Food and Agriculture Organization sugerem 0 consumo
de 4% a 8% de acidos graxos 6mega-6 em relacdo valor energético total da dieta, e
as microalgas podem ser organismos promissores no fornecimento deste acido
graxo em dietas humanas. Seu principal representante € o acido linoleico (C18:2 w-
6) que ndo é sintetizado em seres humanos e por iSso € necessaria sua ingestao.
Neste estudo, o conteudo de acido linoleico representa 31% do conteudo total de
acidos graxos de C. sorokiniana, 20% em C. pantanale e 16% em Picoplancton 237.
Petkov e Garcia (2007), apesar de nao especificarem a posicdo de instauracgéao,
relataram que 24% de C18:2 foi produzido por Chlorella vulgaris.

O é&cido graxo 6mega-3 é a outra classe de acidos graxos essenciais que o
ser humano é incapaz de sintetizar sendo portanto, necessaria sua obtencdo pela
dieta. O &cido alfa-linolénico (AAL), com cadeia de 18 carbonos e trés insaturacoes
€ 0 dmega-3 mais abundante na dieta, sendo facilmente obtido em 6leos vegetais
como da linhaca, canola ou soja. Nas microalgas C. sorokiniana, C. pantanale e
Picoplancton 237, este acido graxo compde 16%, 30% e 33% respectivamente, 0
conteudo total de &cidos graxos detectados. Petkov e Garcia (2007), detectaram
20% de &cido alfa-linolenico em seus estudos com Chlorella vulgaris e 17% quando

submetida a alga a privacéo de nitrogénio.

Spijkerman e Wacker (2011), em estudo com estresse quimico em microalgas
verdes mostrou significativo aumento no teor de acidos graxos w-3 quando expostas
a quantidades suficientes de fosfato, enquanto que, em condicbes baixas deste
nutriente, houve um aumento de acidos graxos saturados e monoinsaturados (Chia
et al., 2013). O estresse fisico submetido as espécies Rhodomonas sp.,
Cryptomonas sp. e do género Prymnesiophyte quando expostas a um aumento de
temperatura de cultivo levou a maior sintese de acidos graxos saturados e
monoinsaturados, enquanto que quando cultivadas em sua temperatura 6tima, estas

espécies apresentaram até 19% maior teor de PFA (Renaud et al., 2002).
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O teor de acidos graxos poli-insaturados totais detectados neste estudo foram
de 64% em C. sorokiniana, 67% em C. pantanale e 73% em Picoplancton 237,
demostrando que a concentracdo de saturacfes e monoinsaturacdes € minoritaria, o
que pode indicar que ndo houveram estresses fisico-quimicos (Berge et al., 1995;

Chia et al., 2013) ao serem cultivados no fotobiorreator proposto neste trabalho.

5.5 - Anédlise dos compostos organicos volateis em Chlorella sorokiniana,

Picoplancton 08 e Curvastrum pantanale

Quanto aos COVs analisados, o composto expressivamente identificado nas
trés espécies analisadas foi o Hexanal (Tabela 10), compondo 54% do conteudo
volatil de Chlorella sorokiniana e 31% em Picoplancton 237. Este composto,
conforme citado anteriormente, esta diretamente relacionado a auto-oxidacdo de
acido linoleico, tendo como produto o hexanal. Ja a acetona, presente em 21% dos
COVs totais de Curvastrum pantanale, também é produto decomposicao de &cidos
graxos poli-insaturados. Além destes, o éter metil vinil também é produzido em altas
propor¢cdes por C. sorokiniana (11%) e Picoplancton 237 (34%), além do etanol

produzido por C. pantanale.
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Tabela 10 — Composicao relativa (%) dos compostos organicos volateis detectados
em Chlorella sorokiniana, Curvastrum pantanale e Picoplancton 237.

Chlorella Curvastrum Picoplancton
VOCs sorokiniana pantanale 237
Etanol 4.66 +1.06 25.32+2.35 -
Metil vinil éter 10.78 £0.73 - 33.99£3.62
Acetona - 21.13+3.45 -
Isobutiraldeido - 5.54+1.32 -
Acido acético 6.01+0.24 6.18 £ 3.37 -
Isovaleraldeido 1.41+0.28 7.16 £ 0.65 5.68+0.72
Butiraldeido - 3.15+0.08 -
Etil vinil carbinol 243+0.21 5.78 £0.50 5.50+0.47
Valeraldeido 6.31+0.31 5.37+2.47 2.32+0.77
1-Pentanol 2.40+0.18 2.22+0.14 2.10+0.23
2-Penten-1-ol (2) 0.40 £ 0.07 - -
Hexanal 54,91 +3.18 8.13+0.83 31.05+1.32
2-Hexenal 1.30+0.44 - -
9-Octadeceno - - 4.55+2.33
2-Heptanona 1.08 £0.24 - -
Furan-2-pentil 3.88+0.68 590+1.11 -
Heptadecano 444 +0.91 4,12 +£0.22 14.81+291

Estes compostos podem ser uteis em diversas aplicagbes comerciais,
gerando produtos manufaturados a partir de moléculas de origem vegetal renovavel.
Como exemplo, Kumar et al. (2018) aplicou o hexanal em cultivos de nectarinas
antes de sua colheita e verificou que, apesar de ser um fruto climatérico, a nectarina
tratada resistiu a mudancas na temperatura, retardando a incidéncia de lesdes por

frio e ainda manteve os frutos mais firmes que os nao tratados por até 38 dias.

As microalgas sao ricas fontes de carboidratos, tanto estruturais quanto de
reserva como celulose e amido e esses polissacarideos sdo de grande interesse
industrial para producdo de bioetanol. No entanto, o processo convencional para a
geracdo do etanol envolve reacdes de sacarificacdo e fermentacdo (Matsumoto et

al., 2003), etapas demoradas e custosas. Na tentativa de eliminar estas etapas,
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busca-se a modificacdo genética de cepas para que produzam o etanol diretamente
a partir de seu metabolismo (John et al, 2011), eliminando etapas no
processamento do carboidrato. A cepa de C. pantanale analisada no presente
estudo apresentou em sua composi¢ao volatil 25% de etanol e C. sorokiniana, 5%.
Ambas devem receber atencéo especial, uma vez que, mesmo sem passarem por
transformacdes génicas controladas, estas cepas ou sao produtoras naturais de
etanol ou sofreram alguma mutacdo genética ocasional e podem ser candidatas

promissoras na area da bioenergia.
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7. CONCLUSAO

O meio de cultura BG11l mostrou-se mais promissor e permitiu maior
densidade de biomassa em cultivos batelada mais prolongados em comparacéao ao
meio WC.

Desenvolveu-se nesta pesquisa um fotobiorreator versatil e que resulta em
culturas de microalgas com alta produtividade; permite ainda o cultivo de diferentes
espécies de microalgas. Pela razdo SFA:UFA demonstramos que o fotobiorreator

proposto resulta em microalgas saudaveis.

Quanto ao potencial biotecnoldgico relacionado a sintese de biomoléculas,
todas as microalgas investigadas nesta pesquisa produziram &cidos graxos
saturados e também insaturados. C. sorokiniana, C. pantanale e Picoplancton 237
apresentaram majoritariamente acidos graxos com cadeias poli-insaturadas,

caracteristicas de cultivos ndo estressados fisiologicamente.

Quanto a producdo de compostos organicos volateis, C. pantanale
apresentou em sua composicao volatil 25% de etanol e torna-se por isso uma cepa

promissora na area da bioenergia.
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