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RESUMO

O cultivo de microalgas tem sido considerado como uma fonte promissora de lipideos para a
obtencdo de 4cidos graxos de alto valor agregado, como ¢ o caso dos dmegas 3 (03) e dmegas
6 (w6). O uso do planejamento de experimentos (DOE) permite estabelecer condi¢des
apropriadas de cultivo para as microalgas que favorece o acimulo desses acidos graxos. Desta
forma, o presente trabalho teve como objetivo melhorar o desempenho dos cultivos das
microalgas Nannochloropsis gaditana e Dunaliella salina, visando a producdo de ®3 e w6.
Primeiramente, foram avaliadas, com o uso de uma matriz ortogonal Taguchi L4, as influéncias
das concentra¢des de nitrato de sodio (de 25 a 75 mg L), de acetato de sédio e bicarbonato de
sodio (ambas de 0 a 2 g L), sobre a produtividade de biomassa (Pb) e de lipideos (Po). Como
resultado, foi notado que tanto o acetato quanto o nitrato, influenciaram positivamente na Pb e
na Po, para ambas as microalgas estudadas. O bicarbonato, por outro lado, ndo melhorou a Po,
sendo excluido das etapas posteriores. Na etapa seguinte do trabalho foi realizado um
planejamento fatorial completo 2? com ponto central, focando no estudo da concentragio de
nitrato (75 a 225 mg L") e acetato (2 a 6 gL!) sobre a produtividade dos cultivos. As maiores
Pb obtidas foram: 188,93 mg L! dia! para a microalga N. gaditana (225 mg L' de nitrato e
6 g L' de acetato) e 118,93 mg L™! dia! para a D. salina (150 mg L de nitrato e 4 g L"! de
acetato). Nestas condi¢des de cultivo, as Po foram de 22,37 e 16,03 mg L'dia!, para a N.
gaditana e para a D. salina, respectivamente. Os Oleos microalgais extraidos a partir das
melhores condi¢des de cultivo foram caracterizados quanto a viscosidade, indices de acidez e
de iodo, além do perfil de 4cidos graxos (AGs). O 6leo da N. gaditana apresentou em sua
composi¢ao majoritariamente os AGs C18:1 (4cido oleico), C18:2 (acido linoleico) e C16:0
(acido palmitico), enquanto a microalga D. salina obteve principalmente C18:1, C18:2, C12:0
(acido laurico) e C16:0. A etapa final do trabalho consistiu no estudo da influéncia de diferentes
comprimentos de onda (1), nas faixas do azul, verde e vermelho, sobre a Po da microalga D.
salina. A andlise estatistica consistiu em dois planejamentos de mistura simplex com centroide
independentes, ambos utilizando 150 mg L™ de nitrato, um dos quais realizado sem a adigdo de
acetato € 0 outro com 4 g L™ deste nutriente no meio de cultivo. No experimento com 65% de
luz azul e 35% de luz verde, 4 g L! de acetato, obteve-se a maior Po deste estudo, 53,47 mg L
I'dia’!, também resultando em um excelente teor de lipideos, 50,89%, com os principais AGs:
C16:0 (18,31%) e C18:1 (36,52%).

PALAVRAS CHAVE: Microalgas. Nannochloropsis gaditana. Dunaliella salina. Omega 3.
Omega 6. Planejamento de experimentos (DOE).



ABSTRACT

Microalgae cultivation has been considered as a promising lipid source for the high value
polyunsaturated fatty acids, such as the omega 3 (®w3) and omega 6 (®w6). The design of
experiments approach (DOE) can be employed to establish appropriate cultivation conditions
to increase the accumulation of such fatty acids. Thus, the present work main objective was to
improve the w3 and w6 productivities from Nannochloropsis gaditana and Dunaliella salina
marine microalgae using design of experiments (DOE). The first step was to employ a Taguchi
L4 orthogonal array, in order to evaluate the influence the concentrations of sodium nitrate (25
to 75 mg L), sodium acetate and sodium bicarbonate (both from 0 to 2 g L!), have over the
productivities of biomass (Pb) and lipid (Po) of the studied microalgae. As result, for both
microalgae, it was observed a positive effect of the acetate and the nitrate on the Pb and the Po.
Bicarbonate, on the other hand, did not increase Po. Hence, it was excluded from the succeeding
experiments. In the next working stage, a 2% full factorial design was used for a focused study
of the nitrate (75 to 225mgL") and acetate (2 to 6 g L") concentrations over the cultivation
productivities. The greatest Pb obtained were: 188.93 mg L! day™! for N. gaditana (225 mg L
!nitrate and 6 g L' acetate) and 118.93 mg L' day! for D. salina (150 mg L™ nitrate and 4 g L°
I acetate). For the same cultivation conditions, the Po obtained were 22.37 and 16.03 mg L
Uday™! for N. gaditana and D. salina, respectively. The oil obtained in the best cultivation
condition for both studied microalgae were also analyzed in terms of viscosity, acid value,
iodine value, and fatty acid (AG) profile. Results showed that N. gaditana oil was rich in terms
of C18:1 (oleic acid), C18:2 (linoleic acid) and C16:0 (palmitic acid). Meanwhile, D. salina oil
contained mainly C18:1, C18:2, C12:0 (lauric acid) and C16:0. The final working step studied
the influence of different light wavelengths (1), in the ranges of blue, green, and red on the D.
salina Po. The statistical analysis consisted in two independent simplex centroid mixture
designs, both using 150 mg L !of nitrate, the first without sodium acetate, and a second with
4 g L' of this nutrient. Using a mixture of 65% of blue and 35% of green light on the
illumination, and 4g L™ of sodium acetate it was obtained the higher Po, 53.47 mg L'! day!, of
the present work. Also resulting in an excellent lipid content, 50.89%, and the main fatty acids:

C16:0 (18.31%) and C18:1 (36.52%).

KEYWORDS: Microalgae. Nannochloropsis gaditana. Dunaliella salina. Omega 3. Omega
6. Design of Experiments (DOE).
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVAS

1.1 CONTEXTUALIZACAO DA PESQUISA

Algumas espécies de microalgas acumulam elevado teor de lipideos no interior de suas
células, especialmente quando cultivadas em um meio com baixa concentra¢ao de nitrogénio
(BERNARD, 2011; BWAPWA; ANANDRAJ; TROIS, 2017; PULZ; GROSS, 2004). Este
lipideo de alta qualidade pode ser empregado como matéria-prima em diversas areas, desde a
produgdo de biodiesel até a obtencao de 4cidos graxos poli-insaturados (6megas 3, @3, € 6, w6),
de elevado valor agregado.

Existem diversas vantagens no cultivo de microalgas para a produgao de lipideos, dentre
as quais podem ser listadas: nao necessidade de terras agricultaveis, alta taxa de crescimento,
tolerancia a ambientes com elevada concentracdo de CO», possibilidade de cultivo em dgua de
efluentes industriais e domésticos reduzindo sua concentragdo de nitrogénio, Demanda Quimica
de Oxigénio (DQO) e Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), ou at¢ mesmo de metais
pesados como o arsénio, ou em agua do mar (economizando agua potavel), além de serem mais
eficientes na captura da energia solar em comparacdo com plantas terrestres (BWAPWA;
ANANDRAJ; TROIS, 2017; GE et al., 2016; JAZZAR et al., 2015). Apesar das vantagens
apresentadas, o cultivo de microalgas ainda apresenta elevado custo para que possa ser
economicamente atrativo para a producdo de biocombustiveis (LEU; BOUSSIBA, 2014; LIU,
2016; SAWAENGSAK et al., 2014).

Uma possivel solucdo para esta questdo econdmica seria a obtencdo de produtos de
elevado valor agregado, como é o caso dos omegas 3 (®3) e 6 (w6), por exemplo. Estes
compostos sao valiosos produtos na industria farmacéutica e cosmética. Sabe-se, inclusive, que
a ingestao destes acidos graxos, considerados essenciais, pode proporcionar diversos beneficios
a saude humana, com efeitos positivos sobre o sistema cardiovascular, cogni¢do, formagao
cerebral do bebé durante a gravidez e no periodo pos-natal, melhora de doencas relacionadas a
idade como Alzheimer e degenera¢do muscular, dentre outros beneficios (CUSTODIO et al.,

2014; SELVAKUMAR; UMADEVI, 2014).

1.2 RELEVANCIA CIENTIFICA E JUSTIFICATIVA

Para a analise dos dados bibliométricos obtidos foram criados a Tabela 1 e a Figura 1. A

Tabela 1 mostra o nimero total de publicacdes feitas desde 1990 até a data da realizagdo da
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pesquisa (13/01/2019) com o uso de diversas palavras chave na base de dados Scopus
(“Scopus”, 2019). As palavras chave da pesquisa foram delimitadas ao titulo, resumo e palavras
chave do artigo, exceto para as pesquisas marcadas com asterisco, vide Tabela 1. Nas pesquisas
usando as palavras chave “Dunaliella salina” e “Nannochloropsis gaditana”, os resultados
foram restritos aos artigos com a palavra chave no titulo. O uso deste filtro buscou garantir o

retorno apenas de artigos com resultados pertinentes as espécies de microalga estudadas.

Tabela 1: Bibliometria utilizando a base de dados Scopus, realizada em 13/01/2019".

Palavras chave Publicagoes
microalgae 20.827
Dunaliella salina* 568
microalgae AND DOE 405
Nannochloropsis gaditana™ 106
microalgae AND sodium bicarbonate 69
microalgae AND sodium acetate 45
Nannochloropsis gaditana AND FAME 21
Dunaliella salina AND response surface 14
Nannochloropsis gaditana AND response surface 10
Dunaliella salina AND FAME 7
Dunaliella salina AND sodium bicarbonate 6
Microalgae AND mixture design 4
Nannochloropsis gaditana AND sodium bicarbonate 1
Dunaliella salina AND Taguchi 0
Nannochloropsis gaditana AND Taguchi 0
Dunaliella salina AND mixture design 0
Dunaliella salina AND sodium acetate 0
Nannochloropsis gaditana AND sodium acetate 0

Fonte: Scopus (2019).

! As palavras chave foram buscadas no titulo, resumo € palavras chave dos artigos. A busca com as palavras

marcadas com asteriscos foi restrita ao titulo dos artigos. Os artigos considerados foram aqueles publicados na
base de dados Scopus desde 1990 até o momento da pesquisa.
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A Figura 1 (a) ilustra o nimero de publicacdes, em fun¢do do ano, quando se emprega as
palavras chave “microalgae” e “microalgae AND DOE” restritas ao titulo, resumo e palavras

chave do artigo. A Figura 1 (b), utiliza as palavras chave “Dunaliella salina” e

“Nannochloropsis gaditana” restritas ao titulo do artigo.

Figura 1: Bibliometria (base de dados Scopus) para diferentes palavras chave: (a) microalgae e
DOE; (b) Nannochloropsis gaditana e Dunaliella salina.
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Fonte: Scopus (2019).

Analisando os dados da literatura, percebe-se grande aumento, com o passar dos anos, na

quantidade de material publicado com relagdo as microalgas, vide Figura 1 (a). Com especial
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destaque a partir de 2010, quando a incidéncia de publicagdes com a palavra chave
“microalgae” aumenta de forma significativa. Contudo, comparado ao nimero de publicagdes
sobre as microalgas, ha relativamente poucos trabalhos de microalgas que usam ferramentas
estatisticas de planejamento de experimentos (DOE). Percebe-se isto na Figura 1(a), e na Tabela
1, que mostra um numero relativamente pequeno para a pesquisa com as palavras chave
“microalgae AND DOE”, em rela¢do ao uso da palavra chave “microalgae”, para os mesmos
parametros de pesquisa. Outro fator relevante ¢ o fato de a maior parte dos artigos referentes as
palavras chave “microalgae AND DOE” serem datados a partir de 2008 (325 dos 425 totais).
Isto mostra que o uso das ferramentas de planejamento de experimento (DOE), neste campo do
conhecimento, ¢ relativamente recente.

Com relagao as espécies de microalgas estudadas, a Figura 1(b) ilustra um aumento no
numero de publicacdes ao longo do tempo para ambas as espécies. Destas, a D. salina vem
sendo estudada hd mais tempo em relacdo a N. gaditana, cujas pesquisas se intensificam
principalmente a partir de 2012. Ao serem pesquisadas as espécies de microalgas com a palavra
chave “response surface”, ferramenta de DOE, poucos artigos sao retornados (14 para a D.
salina ¢ 10 para a N. gaditana). Destes, exceto um, todos sdo publicados a partir de 2012,
mostrando novamente o uso recente de tal ferramenta. Quando se pesquisou a espécie da
microalga e a palavra chave “Taguchi”, por outro lado, ndo houve retorno de artigos pela base
de dados. A ferramenta de DOE de planejamento de mistura também ¢ pouco explorada, sendo
4 artigos encontrados para a pesquisa “microalgae AND mixture design” e nenhum encontrado
para as palavras chave “Dunaliella salina AND mixture design” até o momento da pesquisa.

Com relagdo ao estudo dos comprimentos de onda sobre a produtividade das microalgas
estudadas (N. gaditana e D. salina), foram encontrados dois artigos, que serdo apresentados e
discutidos posteriormente, contudo estes nao apresentam estudo detalhado e sistematico com o
uso de DOE ou perfis de acido graxos FAMES.

O acetato de sodio, escolhido como fonte de carbono também ¢ pouco estudado. Para as
pesquisas utilizando como palavras chave “Nannochloropsis gaditana AND sodium acetate” e
“Dunaliella salina AND sodium acetate” nao houve resultados. Quando se expande a pesquisa
para “microalgae AND sodium acetate” retornam 45 resultados, mostrando a importancia de tal
fonte de carbono. Destes, a maioria ¢ datada a partir de 2013 (37), mostrando que o tema ¢
recente. “microalgae AND sodium bicarbonate”, por sua vez retornaram 69 resultados, maioria

a partir de 2010 (68), (nutriente mais estudado).
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1.3 QUESTOES DE PESQUISA E OBJETIVOS

. Questdes de pesquisa

o Qual a relacdo que existe entre as condigdes de cultivo empregadas para as
microalgas Nannochloropsis gaditana € Dunaliella salina com a produtividade de lipideos e o
perfil de acidos graxos do 6leo obtido?

o Como o comprimento de onda da luz utilizado na iluminagdo dos fotobiorreatores
durante o cultivo influencia no crescimento celular, produtividade de lipideos e perfil de acidos
graxos do 6leo microalgal?

. Objetivo principal:

Determinar a relagdo que existe entre o ajuste de parametros de cultivo e a
produtividade celular, produtividade lipidica e de dmegas 3 e 6 das microalgas Nannochloropsis
gaditana e Dunaliella salina.

o Objetivos especificos:

o Comparar a eficiéncia de duas fontes de carbono (acetato de sddio e bicarbonato
de s6dio) na producdo de lipideos, 6megas 3 € 6 (03 e ®w6) das microalgas Nannochloropsis
gaditana e Dunaliella salina;

o Avaliar a influéncia da concentragdo da fonte de carbono e da fonte de nitrogénio,
utilizadas no meio de cultivo, sobre a produtividade das microalgas;

o Awvaliar a influéncia do comprimento de onda da luz, A, utilizado no cultivo das
microalgas sobre a produtividade de biomassa celular e lipidica, bem como no perfil de acidos

graxos da microalga Dunaliella salina.

1.4 MATERIAIS E METODOS

De acordo com Bertrand; Fransoo (2002) e Miguel et al. (2012), o enquadramento do
método de pesquisa desse trabalho pode ser descrito como:

o Abordagem: quantitativa

o Natureza: aplicada

o Objetivos: empirico descritivos

. M¢étodo: experimentacdo ¢ modelagem

. Técnicas empregadas: analise de experimentos € modelagem computacional
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A abordagem do presente trabalho ¢ de modelagem quantitativa devido a preocupagao
com a constru¢do de modelos matematicos que, em parte, explicam o comportamento e a
relacdo de causalidade de variaveis de um problema real. Esta relacdo de causalidade pode ser
identificada como o ajuste de uma variavel independente x provocando mudangas quantitativas
em uma variavel dependente f(x) (BERTRAND; FRANSOO, 2002; MIGUEL et al., 2012). No
caso do presente trabalho, buscou-se a determinagdo de modelos que relacionavam parametros
de cultivo (variaveis de entrada/independentes, Ve) com a produtividade de biomassa e de
lipideos das microalgas (variaveis de saida/dependentes, Vs).

De um modo geral, as pesquisas de modelagem quantitativas podem ser divididas em
duas classes: axiomaticas e empiricas. A pesquisa axiomatica pode ser subdividida em
descritiva e normativa. A &rea mais frequente, pesquisa axiomatica normativa, busca
informacdes da literatura, relagdes de causalidade entre varidveis, e aplica este conhecimento
na resolu¢cdo de um problema novo. Outra possibilidade envolve a comparagdo de diversas
estratégias, embasadas na literatura, para a aplicagdo em um novo problema (BERTRAND;
FRANSOO, 2002).

Ao contrario do que se trabalha em pesquisa axiomatica, no presente trabalho foram feitos
experimentos, em situacdes controladas, para a obtengdo de dados numéricos (Vs:
produtividades de biomassa, Pb, e lipideos, Po). Estes dados foram, entdo, apropriadamente
analisados em softwares estatisticos. Destas analises foram determinados modelos que buscam
retratar a realidade observada sobre o cultivo das microalgas. Estes modelos verificam a relagao
de causalidade das Ve (parametros de cultivo) com as de saida (produtividade do cultivo). Com
isto, tem-se que a pesquisa ¢ empirica descritiva (BERTRAND; FRANSOO, 2002; MIGUEL
et al., 2012).

1.5 DELIMITACAO DA PESQUISA

Dentro da grande variedade de microalgas presentes na natureza, o presente trabalho foi
realizado com base nas espécies Nannochloropsis gaditana ¢ Dunaliella salina. Esta escolha
foi devido ao fato delas terem relativamente menos dados na literatura, especialmente a N.
gaditana (vide item 1.2). Mas também pela existéncia de algumas caracteristicas especificas
que as tornam de interesse para a pesquisa e para a industria. Isto significa que, embora os
resultados possam ser comparados aos de outras espécies, os melhores ajustes reportados sao

restritos as duas espécies estudadas.
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A Figura 2 foi elaborada para um melhor entendimento do método empregado no decorrer
do presente trabalho.

Também existe grande quantidade de meios de cultivo e de fontes de nutrientes
disponiveis na literatura. Foi escolhido como meio de cultivo base o Guillard /2, com o nitrato
de s6dio (NaNOs3) como fonte de nitrogénio e foram testadas duas fontes de carbono (acetato e
bicarbonato de s6dio). Os dados de melhor ajuste obtidos sdo restritos aos nutrientes estudados,

embora seja possivel a comparagdo dos resultados com o de outras fontes de carbono e

nitrogénio reportados na literatura.

Figura 2: Diagrama do método utilizado no trabalho.
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O estudo dos comprimentos de onda ficou limitado a produtividade de biomassa, lipideos

e ao perfil de acidos graxos da microalga Dunaliella salina. O uso da modelagem de mistura
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possibilita, no entanto, a inferéncia de resultados para qualquer propor¢do de comprimentos de

onda nas faixas do azul vermelho e verde.

1.6 ESTRUTURA DO TRABALHO

O presente trabalho se divide em 6 capitulos, com as seguintes funcdes:

1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA: Contextualizar o trabalho, descrever seus
objetivos e posiciona-lo frente a literatura pré-existente;

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA SISTEMATICA: Apresentar a base tedrica
fundamental para a elucidagdo do presente trabalho;

3. DESCRICAO E MODELAGEM DO PROBLEMA: Apresentar o método de
pesquisa, os materiais utilizados e a analise estatistica utilizada;

4, RESULTADOS E DISCUSSAO: Descrever os resultados empiricos obtidos e as
analises estatisticas efetuadas, bem como comparar e analisar estes frente a literatura existente;

5. CONCLUSOES E RECOMENDACOES PARA FUTURAS PESQUISAS:
Apresentar as principais conclusdes obtidas com base nos resultados empiricos, nas analises
estatisticas efetuadas e na literatura existente. Oferecer sugestdes oportunas para pesquisadores

ingressantes e futuros trabalhos académicos
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA SISTEMATICA

2.1 MICROALGAS

De uma forma bem simples e genérica, as microalgas sdo organismos fotossintéticos
eucariotos microscopicos. Elas podem ser encontradas em todo o mundo, tanto em agua doce
como salgada, mas também em alguns tipos de solo. As microalgas podem ser classificadas em
12 subdivisdes (AL HATTAB; GHALY; PEREZ DE LOS RIOS, 2015; TOMASELLI, 2004).

O género Nannochloropsis (a qual a microalga N. gaditana pertence), faz parte da classe
Eustigmatophyceae. Este género ¢ composto por espécies de microalgas marinhas, unicelulares,
nao flageladas e com formato esférico levemente ovalado. Sua biomassa ¢ considerada como
fonte promissora de acidos graxos poli-insaturados (TOMASELLI, 2004).

O género Dunaliella (do qual a D. salina faz parte), por sua vez, pertence a classe
Chlorophyta. Esta classe ¢ bastante abrangente, sendo que muitas das que a compde possuem
flagelo e produzem clorofilas a e b, além de carotenos como pigmentos (como ¢ o caso da D.

salina) (TOMASELLL, 2004).

2.1.1 Microalgas estudadas

Das microalgas estudadas, a D. salina tem mostrado bons resultados de produtividade de
biomassa, teor e produtividade de lipideos, segundo a literatura consultada. Chen et al. (2015b),
por exemplo, obtiveram maxima produtividade de 39 mg L' dia"'de lipideos em cultivos
semicontinuos, utilizando como base o meio Guillard /2.

Gao, Yang e Wang (2013), por sua vez, também utilizando meio Guillard f/2,obtiveram
em torno de 25 mg L' dia"! de produtividade de biomassa, com aproximadamente 6 mg L' de
produtividade de lipideos, teor de 6leo em média de 25% (dados extraidos de grafico). Quando
0s mesmos autores cultivaram a microalga D. salina em uma segunda etapa com auséncia de
fonte de nitrogénio, curiosamente, a produtividade de biomassa caiu, mas nao alterando a
produtividade de lipideos. Com isto, foi gerada uma biomassa com até 47,34% de lipideos
(GAO; YANG; WANG, 2013).

Hou et al. (2016), trabalhando com meio Guillard /2 suplementado com 70 g L' de
NaHCOj3, obtiveram produtividade de biomassa de 73 mg L™! dia™!. Estes dados ndo mostram
apenas a boa produtividade da microalga D. salina, mas também comprovam sua tolerancia a

elevados niveis de ions HCO3 (bicarbonato).
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Além de resistir a altos teores de bicarbonato, a microalga D. salina também ¢
halotolerante, resistindo as grandes variagdes na salinidade (com a concentragdo de sal variando
de 0,1 a 5,5 mol L) (CHEN et al., 2015a).

Zheng et al. (2017), por sua vez, a0 aumentarem subitamente a concentracao salina no
cultivo da microalga D. salina (de 30 para 60 ou 90 g L"), verificaram estresse celular com a
produgdo de glicerol e aumento na producao de ROS (Reactive Oxygen Species), elementos
oxidantes que sao produzidos normalmente no metabolismo celular, mas que sao prejudiciais
em grande quantidade.

Ainda segundo Zheng et al. (2017), é possivel que as células da D. salina aumentem a
producdo do pigmento B-caroteno (com propriedades antioxidantes) para evitar acdes danosas
das ROS produzidas pelo estresse salino. Além da salinidade, o excesso de radiacao luminosa
pode gerar danos foto-oxidativos, estimulando a producdo de B-caroteno (KHADIM et al.,
2018).

Voltando a questdo da produtividade, Morowvat, Ghasemi (2016) utilizando um meio
Johnson modificado, com 1,8 gL' de KNOs, 13 mg L' de KH,PO4 e 15 gL de glicose,
obtiveram 460 mg L dia! de produtividade de biomassa (180 mg L' dia! com o meio
Johnson tradicional).

Monte et al. (2018), embora ndo enfoque na produtividade de lipideos em seu trabalho,
estuda aprimoramentos para a ampliagdo de escala do processo de colheita da biomassa da D.
salina, mostrando sua importancia industrial.

O ¢6leo da microalga D. salina, inclusive, € reportado na literatura como contendo altos
teores de acidos graxos poli-insaturados. Dentre eles se destacam o acido linoleico (C18:2n6)
e o y-linolénico (C18:3n3) (CHEN et al., 2015b; CHO et al., 2015, 2016a, 2016b).

Além dos lipideos, a microalga D. salina ¢ mencionada na literatura devido a excelente
producdo de carotenoides, principalmente f—caroteno, especialmente em meio com alto indice
de iluminagdo e escassez de nitrogénio (KEERTHI; DEVI; SARMA, 2015; MOROWVAT;
GHASEMI, 2016; SAHA; MOANE; MURRAY, 2013). Este ¢ um produto de grande interesse
devido ao seu elevado valor agregado, que advém de suas aplicagdes como pigmento e na
industria farmaceéutica.

Existem evidéncias da atuagdo do f—caroteno obtido da microalga D. salina para prevenir
inflamagdes em casos de doengas infecciosas ocasionadas por virus (LIN et al., 2014). Também
foi analisada sua eficacia na preven¢ao de danos hepaticos oriundos do CCls (tetracloreto de

carbono) em ratos (HSU et al., 2008); evidéncias de possibilidade de tratamento de diabetes em
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ratos (RUPEREZ et al., 2009); além de estudos na area de tratamento de cancer, como, por
exemplo, o de prostata (JAYAPPRIYAN et al., 2013).

A microalga N. gaditana, por sua vez, também apresentou bons resultados de
produtividade de biomassa e lipideos. Curiosamente, os autores das publica¢des que concernem
a esta espécie de microalga, ao contrario do observado com a D. salina, apresentaram com
maior frequéncia seus valores de produtividade. Isto facilitou a anélise de dados e revisdo da
literatura.

Mitra et al. (2015), por exemplo, utilizando meio Conway modificado (com 100 mg L
de KNOs3) e estudando fatores como salinidade, intensidade de luz e fotoperiodo, obtiveram
méximos de produtividade de biomassa e lipideos de 45,01 mg L™! dia™! e 14,63 mg L' dia™,
respectivamente.

Pedro et al. (2015), por sua vez, trabalharam em fotobiorreatores do tipo raceway pond
sob iluminagdo solar, estudando diversos fatores: teor de nitrogénio, influéncia do clima
(cultivos “Outdoor”) e a influéncia do modo de operagdo do fotobiorreator (batelada e
continuo). O meio de cultivo empregado pelos autores consistiu basicamente em agua marinha
enriquecida com fertilizantes contendo 10,05 mmol L'de NOs™ (equivalente a 854 mgL™!' de
NaNO3). Neste trabalho as maximas produtividades de biomassa e lipideo foram de,
respectivamente, 190 mg L' dia™! € 30,4 mg L™! dia™'. O mesmo grupo de pesquisa, trabalhando
com o mesmo meio de cultivo (10,05 mmol L' de NOs"), em fotobiorreatores do tipo placa
plana “outdoor” obtiveram produtividades de biomassa e de lipideos de 190 mg L! dia™! e
38,0 mg L dia!(PEDRO et al., 2016).

Matos et al. (2015) trabalharam verificando a possibilidade do uso de um concentrado
salino (com concentragio de 30 mg L' de NO3"), residuo de uma planta de dessalinizagio, para
uso em cultivo de microalgas. Para isso, o residuo foi misturado, em diferentes proporgdes ao
meio Guillard /2, além de serem testadas diferentes fontes organicas de carbono (glicose,
glicerol e glicerina). Neste estudo, com o uso de 75% do residuo (25% de meio f/2) obtive-se
16,8 mg L' dia! de produtividade de lipideos.

Em trabalho posterior, utilizando o mesmo residuo de planta de salinizagao, Matos et al.
(2017) estudou parametros como a propor¢ao do residuo em mistura com meio Guillard /2,
uso de fontes organicas de carbono (glicose, glicerol e glicerina), fotoperiodo, além da
possibilidade de cultivo nos regimes: autotrofico, mixotréfico e heterotréfico. Neste trabalho,
a maior produtividade de biomassa, 142 mg L! dia™!, foi obtida em regime mixotroéfico (com
presenca de fonte de carbono organica e iluminagao); fotoperiodo de 16 h de claro 8 h escuro;

meio de cultivo contendo 75% de residuo (25% de meio Guillard f/2) e 2 g L' de glicose. A
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maior produtividade de lipideos (15,9 mg L' dia™!), curiosamente, foi obtida em condigdo
experimental semelhante aquela de maior biomassa, mas na auséncia de uma fonte orgénica de
carbono, cultivo autotrofico.

Além da boa produtividade de lipideos, o 6leo obtido a partir da microalga N. gaditana é
reportado como contendo boas quantidades de 4cidos graxos poli-insaturados, especialmente o
acido eicosapentaenoico (C20:5n3), linoleico (C18:2n6) e y-linolénico (C18:3n3) (CARRERO
etal.,2015; JAZZAR et al.,2015; LOPEZ et al., 2015; MATOS et al., 2015, 2017; MITRA et
al., 2015; PEDRO et al., 2015; PENA et al., 2015). Também foi reportada a produgio de
oxilipinas, substancias geradas pela oxidacao de AGs, com propriedades anti-inflamatdrias, por
parte da microalga N. gaditana (AVILA-ROMAN et al., 2018).

Além disto, as microalgas estudadas sao aplicadas em finalidades das mais diversas.
Como, por exemplo, Fabra et al. (2017) que utilizaram de forma bem sucedida biomassa da
microalga N. gaditana na elaboragdo de um filme hibrido com amido de milho. O emprego de
células inteiras ou rompidas na produgdo dos filmes proporcionou melhorias de suas
propriedades de isolamento. Segundo os autores, os filmes poderiam ter futura aplicagdo em
embalagens biodegradaveis para produtos alimenticios.

Uma aplicagdo mais tradicional e corriqueira das microalgas estd na producdo de
alimentos para criagdo de peixes, camarao, dentre outros organismos marinhos e de agua doce,
além da larvicultura. Ferreira et al. (2018), por exemplo, estudaram a falta ou excesso de
nutrientes no cultivo da microalga N. gaditana, que serviria de alimento para o micro-
organismo Brachionus sp. (que ¢ utilizado como alimento em larvicultura). Em seu estudo,
Ferreira et al. (2018) enfatiza a importancia da qualidade da biomassa microalgal para uso na
larvicultura, qualidade obtida ajustando de forma apropriada os parametros de cultivo da
microalga.

Também ha estudos que utilizam a biomassa microalgal para a criagdo de peixes. Como
¢ o caso de Teuling et al. (2017), que utilizam biomassa de diversas microalgas, dentre elas V.
gaditana, como alimento para Tilapia e peixe gato africano. Neste estudo foi avaliada a relagdo
da resisténcia da parede celular da microalga com a capacidade de digerir e assimilar os
nutrientes por parte dos peixes.

Em termos bioldgicos, as microalgas desempenham papel fundamental na cadeia
alimentar, incluindo nos biomas marinhos (DEGENS et al., 2018). Por isto, diversos trabalhos
utilizam espécies de microalgas, como ¢ o caso da D. salina e da N. gaditana, para o estudo de
impacto de substancias toxicas sobre a vida marinha (BHUVANESHWARI et al., 2018;
SENDRA et al., 2017).
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Em carater ilustrativo, a Figura 3 mostra imagens de microscopia eletronica de varredura

das microalgas: (a) Nannochloropsis gaditana e (b) Dunaliella salina.

Figura 3: Imagens de microscopia das microalgas (a) N. gaditana; (b) D. salina.

Fonte: Adaptado de (a) Jazzar et al. (2015) e (b) Hou et al. (2016).

2.1.2 Cultivo e colheita das microalgas

Uma vez definida a microalga a ser cultivada, ainda existem diversos fatores que
influenciam o seu crescimento e desenvolvimento, tais como: configuracao, tamanho e
materiais empregados no fotobiorreator a ser utilizado; quais sao e quanto de cada nutriente
sera adicionado ao meio de cultivo; qualidade e intensidade de iluminagao; etc.

Ademais, ap6s os cultivos, a biomassa precisa ser recuperada e armazenada, processo
conhecido por colheita. Este procedimento pode ser feito de diversas formas, dentre as mais
convencionais estao filtragdo e centrifugagdo. O processo de colheita pode também contar com
uma etapa de floculagdo (prévia a centrifugagdo ou filtracao) e, se esse for o caso, a escolha do
floculante ¢ de suma importancia.

Neste item do trabalho buscou-se uma explanagdo geral, porém abrangente, sobre esses
topicos de interesse, que envolvem tanto a etapa de cultivo das microalgas, como também a
colheita da biomassa.

Um primeiro tdpico de interesse ¢ o reator, mais conhecido por fotobiorreator, onde o

cultivo das microalgas ¢ realizado. O fotobiorreator, em si, pode ser das mais variadas formas
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e tamanhos, mas com objetivos finais semelhantes: proporcionar boa iluminagdo para as
microalgas (para a realizacdo de fotossintese); promover boa troca de gases (em geral com
aeracao, para a remoc¢do do excesso de O gerado na fotossintese e fornecimento de CO»);
possuir bom sistema de agitagdo (para evitar precipitacdo celular) (CARVALHO et al., 2014).

A classificagdo dos fotobiorreatores ocorre, basicamente de duas maneiras distintas:
internos ou externos (dependendo se estdo instalados em salas fechadas ou ao ar livre); abertos
ou fechados (em virtude da possibilidade de contato direto entre o meio de cultivo e a
atmosfera).

Com relagdo a primeira possivel classificacao dos fotobiorreatores, os cultivos feitos em
ambientes externos (ou “outdoor”) tem a vantagem de reduzir custos com energia elétrica, uma
vez que a iluminagdo ¢ solar, nao necessitando a instalagcao de lampadas ou refletores. Por outro
lado, embora os cultivos internos (“indoor”) tenham o gasto energético com a iluminagao, eles
ndo sofrem as constantes variagdes climaticas, como dia e noite e as estacdes do ano. Portanto,
parametros como fotoperiodo, temperatura e intensidade luminosa sdo mais facilmente
controladveis nestes cultivos (AL HATTAB; GHALY; PEREZ DE LOS RiOS, 2015;
CARVALHO et al., 2014).

Quanto a classificacdo aberto/fechado, em geral, os fotobiorreatores ditos abertos (como
¢ o caso da “raceway pond” ilustrada na Figura 4) apresentam custos de construgdo e operagao
menores, além de serem mais faceis de operar. Contudo, a principal desvantagem destes
sistemas de cultivo esta justamente na principal caracteristica que os distingue, o contato direto
entre o meio de cultivo e a atmosfera. Este contato aumenta a probabilidade de contaminagao
do meio de cultivo com micro-organismos presentes na atmosfera, prejudicando a qualidade da
biomassa final obtida. Além disto, aumenta a taxa de evaporacao de agua, que deve ser reposta.
Esta caracteristica € especialmente problematica para os cultivos “outdoor”. Neste caso, chuvas
podem diluir o cultivo, que também esta sujeito a queda de sujidades, como folhas, insetos e
po, por exemplo (AL HATTAB; GHALY; PEREZ DE LOS RiOS, 2015; CARVALHO et al.,
2014).

Os fotobiorreatores fechados, por sua vez, ndo apresentam este problema e sdo
considerados mais produtivos em relacao as “raceway ponds”, além de ocuparem uma menor
extensdo de area, porém com custos de producdo e operacdo mais elevados. Por isto,
fotobiorreatores fechados, em especial os “indoor”, sdo muitas vezes mais empregados quando
se quer utilizar a biomassa para uma finalidade mais nobre (AL HATTAB; GHALY; PEREZ
DE LOS RI0S, 2015; CARVALHO et al., 2014; YUSUF, 2007).
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Figura 4: Imagens ilustrando: (a) "raceway pond" e os fotobiorreatores: (b) placas planas; (c)
domo; (d) tubular; (e) tubular helicoidal; (f) tipo tanque agitado e (g) coluna de bolhas.
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Fonte: (a) e (b) Al Hattab; Ghaly e Pérez de Los Rios (2015); (¢) e (d) Posten (2009);
(e) Yusuf (2007); (f) Carvalho et al. (2014) e (g) Loures et al. (2018).
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Alguns exemplos de fotobiorreatores fechados apresentados na literatura podem ser
citados: coluna de bolhas, tubular, placas planas tipo tanque agitado, dentre outros (vide Figura
4). Dentre estes fotobiorreatores, o de coluna de bolhas se destaca por sua versatilidade, facil
manuseio e operacdo. Esta classe de fotobiorreatores consiste em um recipiente cilindrico,
aerado pelo fundo, feito de material transparente, para a passagem da luz. O sistema de aeragao,
neste caso, cumpre a fun¢do de mistura, agitacao e, principalmente, troca gasosa (com remog¢ao
de O2 ¢ injegao de CO»).

O fotobiorreator do tipo tanque agitado, por sua vez, tem semelhancas com o de coluna
de bolhas, mas com razoaveis diferencas. No caso do fotobiorreator tanque, o cultivo também
ocorre em um recipiente cilindrico, tanque, areado pelo fundo. A principal diferenca, contudo,
fica a cargo do sistema de agitacdo mecanica, presente apenas no fotobiorreator do tipo tanque,
que auxilia na homogeneizacao do meio de cultivo (CARVALHO et al., 2014).

A composi¢do do meio de cultivo também ¢ de suma importdncia para o bom
desenvolvimento das microalgas. Dentre os nutrientes adicionados, destaca-se a importancia da
fonte de nitrogénio, que pode ser na forma do sal nitrato de sodio (NaNO3). Sabe-se de longa
data na literatura, por exemplo, que o acimulo, teor, de lipideos no interior das células das
microalgas pode ser ampliado em ambientes de cultivo com escassez de nitrato (RASDI; QIN,
2015; SAN PEDRO et al., 2014; SUNG et al., 2017; YAN et al., 2014). Sung et al. (2017), por
exemplo, trabalharam com a microalga N. gaditana em quatro fotobiorreatores de placa plana
conectados em série. O regime de cultivo era continuo, sendo no primeiro reator adicionado
meio (375 mg L' de nitrato). Enquanto isto, meio de cultivo era continuamente transferido de
reator em reator até ser removido do sistema pelo ultimo reator. Os autores observaram em seus
experimentos a redu¢do da concentracdo do nitrato ao longo dos reatores, pois este era
consumido pelas microalgas, e, em paralelo, o aumento no teor de acidos graxos (lipideos).

Segundo Rasdi e Qin (2015), a relagao de nitrato e fosfato (N:P) influencia a taxa de
crescimento e a quantidade de dcidos graxos poli-insaturados. Os autores verificaram que uma
propor¢ao de 120:1 de N:P aumenta o teor de determinados acidos graxos poli-insaturados nas
células da microalga Nannochloropsis oculata.

San Pedro et al. (2014), estudando a microalga da espécie Nannochloropsis gaditana,
verificaram que a limitagdo na concentracdo de fosfato no meio ndo influencia de forma tao
significativa na producdo de biomassa e de lipideos, quando comparada a limitag@o de nitrato.

Li et al. (2014), cultivando microalgas da espécie Chlorella vulgaris, verificaram que a
concentracdo de nitrato pode inibir o crescimento celular das microalgas tanto quando em

extrema falta como em grande excesso. Mantendo a concentracio de fosfato fixa, 0,2 g LI, os
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autores verificaram que a melhor propor¢do N:P foi de 12, com concentracdo de nitrato de
1,5¢gLL

Janssen et al. (2018), por sua vez, relatam que, apesar de a restricdo de nitrogénio
aumentar o teor de lipideos, ela também dificulta a eficiéncia fotossintética, reduzindo a
produtividade dos lipideos. Uma solucdo proposta pelos autores foi o uso de um fotoperiodo de
16h claro 8h escuro, com a adi¢do de quantidades predeterminadas de KNO;3 no inicio da fase
escura. Segundo os autores, boa parte do nitrato era consumido na fase da noite e no inicio da
fase clara. Os resultados apresentados pelos autores mostram bom crescimento celular e teor de
lipideos para a N. gaditana usando esta técnica.

Além da fonte de nitrogénio, também existe a necessidade da escolha da fonte de carbono,
assim como a determinacdo da quantidade desta fonte a ser disponibilizada. Conforme a
natureza da fonte de carbono empregada, o cultivo da microalga ¢ classificado como:
autotrofico, mixotrofico ou heterotrofico.

O cultivo heterotréfico ocorre quando apenas fontes inorganicas de carbono
(especialmente CO») sdo empregadas, sob iluminacao constante ou intermitente, de modo que
a microalga obtenha energia através da luz e faca fotossintese (GROBBELAAR, 2004). O
bicarbonato também ¢ uma fonte de carbono empregada em regimes autotroficos (JEON et al.,
2016).

No cultivo mixotrofico, por sua vez, ocorre a fotossintese, pois ¢ fornecido CO; e
iluminacao, porém também ¢ fornecida uma fonte organica de carbono (glicose, acetato, melago
e glicerina, por exemplo). Por fim, no cultivo heterotréfico ¢ fornecida a fonte de carbono,
porém ndo ocorre fotossintese, pois o cultivo € realizado no escuro (GROBBELAAR, 2004).

A escolha da fonte de carbono, bem como o regime de cultivo da microalga ¢ de extrema
relevancia, pois tem profundo impacto sobre o comportamento da microalga em questao. O uso
de acetato de s6dio como fonte organica de carbono no cultivo da microalga Nannochloropsis
gaditana, por exemplo, t€m forte influéncia sobre o metabolismo desta microalga (SHAH et
al., 2017). Quando se compara um cultivo autotréfico com um cultivo heterotrofico desta
microalga, sao evidenciadas 50 reagdes metabolicas especificas do cultivo autotrofico e 45 do
cultivo heterotrofico. Em contrapartida, quando se compara um cultivo mixotréfico (em
presenca de luz e acetato) com um cultivo autotréfico, nota-se 24 reagdes especificas ao regime
mixotrofico e 25 Uinicas ao regime autotréfico (SHAH et al., 2017).

Li et al. (2014) estudaram o efeito do uso de glicose, como fonte organica de carbono, no
acumulo de lipideos da microalga Chlorella vulgaris. Segundo os autores, aumentar a

proporcao da concentragdo de glicose em relacdo ao nitrato (C:N) aumenta significativamente
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a produgdo de lipideos. Em outras palavras, o acumulo de lipideos foi maior em um ambiente
que apresentou, ao mesmo tempo, deficiéncia na concentragdo de nitrato e abundancia de
glicose, fonte de carbono.

Cheirsilp e Torpee (2012), por sua vez, estudaram diversas microalgas, verificando
beneficios no crescimento celular e na producao de lipideos quando utilizadas ao mesmo tempo
uma fonte de carbono organico (como a glicose, por exemplo), e uma fonte de carbono
inorganico (como ¢ o caso do CO), em um cultivo mixotréfico.

Abedini Najafabadi et al. (2015) avaliaram o efeito do uso de diversos tipos de fontes de
carbono (organicas e inorganicas) na producgdo celular, acimulo de lipideos e produ¢do de
acidos graxos da microalga Chlorella vulgaris. Dentre as fontes de carbono testadas pelos
autores, o uso de acetato de sodio, em um cultivo com baixa concentragcdo de nitrato, foi o que
apresentou o maior teor de lipideos. Segundo os autores, o bicarbonato de sddio e o melago sdo
fontes de carbono que propiciaram altos teores de acido a-linoleico (um dos &cidos graxos poli-
insaturados do tipo ®3).

Hou et al. (2016) obtiveram bons resultados com a microalga Dunaliella salina usando
bicarbonato como fonte de carbono. Os autores, inclusive, elucidam a vantagem do uso do
bicarbonato em relacdo ao CO, que apresenta baixa solubilidade no meio e por isto, em grande
parte € perdido para a atmosfera. Isto faz com que o uso do NaHCO3 torne-se mais conveniente
em relacdo ao suprimento de CO> gasoso (HOU et al., 2016). Kim et al. (2017) também
mencionam as mesmas vantagens do uso do NaHCO3 em termos de crescimento celular e
producdo de carotenoides, em relagao ao CO».

Com isto, pode-se presumir grande influéncia da escolha da fonte de carbono sobre o
crescimento celular, acimulo de lipideos e na producdo de ®3 e w6 das microalgas (ABEDINI
NAJAFABADI et al., 2015; CHEIRSILP; TORPEE, 2012; L1 et al., 2014).

Além dos fatores ja apresentados, a iluminacao dos fotobiorreatores também tem grande
influéncia sobre a produtividade do cultivo. O uso de iluminagdo com lampadas LED ¢
vantajoso devido ao seu baixo consumo energético e a possibilidade do uso de luz em diferentes
comprimentos de onda (A). Embora se possam questionar custos da implantacao da iluminagao
LED, seu uso pode ser benéfico e vantajoso mesmo em cultivos “indoor” de plantas e arvores.
Sabzalian et al. (2014), por exemplo, destaca varios fatores positivos do uso de iluminagdo azul
e vermelha no cultivo de menta (com aumento de 6leos essenciais) e melhor crescimento em
algumas plantas, como a lentilha, o manjericao e a flor maravilha.

Com relagao as microalgas, diversos estudos utilizaram com sucesso LEDs como fonte

de luz em fotobiorreatores (FULKE et al., 2015; LUCKER et al., 2014; OKUMURA et al.,
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2015; YAN; ZHENG, 2014). Okumura et al. (2015) reportaram que o uso de LEDs ¢ mais
rentavel em relacdo as lampadas fluorescentes quando se ¢ utilizada elevada intensidade de luz.
Além disto, os autores ndo observaram fotoinibi¢do quando utilizada luz azul de alta intensidade
luminosa.

Sabe-se, inclusive, que o comprimentos de onda (A) da luz utilizada no cultivo ¢ um
parametro essencial ao crescimento da microalga e o acumulo de lipideos, embora este efeito
ainda nao seja tao amplamente estudado com relagao a produgao de w3 e w6 (ABIUSI ef al.,
2014; OKUMURA et al., 2015; TEO et al., 2014). Abiusi et al. (2014), por exemplo,
verificaram influéncia de A sobre o tamanho celular e a mobilidade da microalga Tetraselmis
suecica. Segundo os autores, a luz vermelha produz células menores e mais moveis em relagado
a luz nos comprimentos azul, verde e branco. Os mesmos autores verificaram um ligeiro
aumento no teor de acido eicosapentaenoico (C20:5), um importante ®3, quando a microalga
Tetraselmis suecica foi cultivada sob luz vermelha.

Teo et al. (2014), verificaram maior producdo celular e lipidica nas microalgas
Nannochloropsis sp. e Tetraselmis sp. quando cultivadas sob luz azul em relacdo as luzes
vermelha, verde e branca.

Yan e Zheng (2014) verificaram grande eficiéncia no uso combinado de iluminag@o nos
comprimentos de onda vermelho e azul, bem como a importancia da propor¢ado da intensidade
dos As, no cultivo da microalga Chlorella sp.

Hultberg et al. (2014) verificaram relevante importancia de A sobre a produtividade de
biomassa e lipideos da microalga Chlorella vulgaris. Em mesmo estudo foi evidenciado que a
luz verde ocasionou reducdo no teor de lipideos da microalga, contudo eleva¢dao no teor de
acidos graxos poli-insaturados.

Independente dos parametros escolhidos para a realizacdo do cultivo (espécie de
microalga, nutrientes, fonte de iluminagdo etc.), apds encerrada esta etapa se faz necessario a
recuperacdo, colheita, da biomassa. A colheita ¢ o processo que visa a remog¢ao da agua de
cultivo para a obten¢do da biomassa em concentragdo alta o suficiente para que esta seja
processada (extragdo de lipideos, por exemplo). O processo de colheita pode ser efetuado de
diversas formas, dentre elas pode-se citar:

e Colheita por ultrassom: Em suma, quando ultrassom ¢ aplicado ao meio, para que se
faca a colheita da biomassa, as células da microalga se aglomeram nos nodos do ultrassom,
regides de menor pressdo, sendo colhidas mais facilmente (AL HATTAB; GHALY; PEREZ
DE LOS RIOS, 2015; WAN et al., 2015). Embora a colheita por ultrassom possa ser empregada
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em modo continuo, sendo uma vantagem, ela ainda tem custo elevado (AL HATTAB; GHALY;
PEREZ DE LOS RiOS, 2015).

e Floculagao quimica: As células das microalgas apresentam naturalmente carga elétrica
negativa, oriunda de terminais organicos desprotonados, tais como carboxilatos, fosfatos etc.
Esta carga eletrostatica auxilia na manutencao das células das microalgas em suspencao no
meio de cultivo. O processo de floculacao visa, basicamente, neutralizar esta carga elétrica,
com a adi¢do de um floculante, possibilitando que as células se arranjem em flocos e decantem.
Este processo se dd com a doagao de cations metalicos por parte dos floculantes (AL HATTAB;
GHALY; PEREZ DE LOS RIOS, 2015; PIRWITZ; RIHKO-STRUCKMANN;
SUNDMACHER, 2015). Pirwitz, Rihko-Struckmann e Sundmacher (2015), por exemplo,
obtiveram excelentes resultados utilizando sulfato de aluminio, Al>(SO4)s, € cloreto férrico,
FeCls, como floculantes para a microalga Dunaliella salina. Ademais, o FeCls apresentou a
vantagem de ndo prejudicar a agua utilizada no cultivo, que pode ser reutilizada (PIRWITZ;
RIHKO-STRUCKMANN; SUNDMACHER, 2015). Cancela et al. (2019), por sua vez,
obtiveram 6timos rendimentos usando AICl; e CuSO4 como floculantes. Em geral, a floculagio
¢ uma técnica que ¢ aplicada como um primeiro estagio da colheita, precedendo filtragdo ou
centrifugacao, por exemplo, com obtencdo de elevados valores de eficiéncia (AL HATTAB;
GHALY; PEREZ DE LOS RIOS, 2015; AXELSSON et al., 2012; PIRWITZ; RIHKO-
STRUCKMANN; SUNDMACHER, 2015).

e Flotacdo: Funciona com a gera¢do de microbolhas que se prendem as células da
microalga fazendo com que estas flutuem e sejam obtidas mais facilmente. Embora tenha a
vantagem de ndo haver a adi¢ao de um produto quimico, como ¢ o caso da flocula¢do quimica,
o processo da geracdo das bolhas ¢ custoso e ndo se tem evidéncias da viabilidade deste
processo, especialmente para grandes escalas (AL HATTAB; GHALY; PEREZ DE LOS RIOS,
2015; BRENNAN; OWENDE, 2010).

e Centrifugacdo: Método fisico que vém se provando muito eficiente na colheita de
microalgas no decorrer do tempo (AL HATTAB; GHALY; PEREZ DE LOS RiOS, 2015;
BRASIL; SILVA; SIQUEIRA, 2017). Sua principal desvantagem envolve elevados custos,
especialmente para cultivos de grandes volumes, devido ao gasto energético (AL HATTAB;
GHALY; PEREZ DE LOS RIOS, 2015; BRENNAN; OWENDE, 2010). Uma possivel saida
para este problema seria uma etapa prévia de floculagdo (PIRWITZ; RIHKO-STRUCKMANN;
SUNDMACHER, 2015; WAN et al., 2015).
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o Filtracdo: Em geral, usa-se filtragdo a vacuo para se acelerar o processo de colheita.
Uma desvantagem ¢ que nem sempre a filtracdo convencional consegue reter as células da
microalga, devido ao seu tamanho reduzido. Tendo-se que recorrer a processos como filtracao
por membrana e ultrafiltragio (AL HATTAB; GHALY; PEREZ DE LOS RiOS, 2015;
BRASIL; SILVA; SIQUEIRA, 2017; BRENNAN; OWENDE, 2010). Embora nao seja uma
etapa obrigatoria, uma possivel saida para este problema seria uma etapa prévia de floculagao
(WAN et al., 2015). Monte et al. (2018), por sua vez, sem o uso de floculantes, empregou
filtragdo por membranas em escala piloto, como etapa de pré-concentragdo da biomassa da D.
salina que era posteriormente centrifugada. Segundo os autores, a etapa de filtragdo auxilia na

redugdo de custos energéticos e evita o rompimento da membrana celular durante a colheita.

2.1.3 Lipideos, Omegas 3 e 6 (03 e ©6)

Acidos graxos (AGs) sdo acidos carboxilicos de cadeia longa, que podem ser formados
apenas por ligacdes simples, sendo denominados saturados, ou podem conter uma ou mais
duplas ligagdes, sendo denominados insaturados. A Figura 5 (a) representa o acido graxo
saturado estearico de 18 carbonos, sem insaturagdes. Enquanto isto, a Figura 5 (b) ilustra o
acido insaturado oleico, também com 18 carbonos, mas com uma insaturagao (HALIM;
DANQUAH; WEBLEY, 2012).

Quando os AGs estdo conectados, por ligacao éster covalente, a uma molécula de glicerol,
existe um lipideo apolar, que pode ser: monoglicerideo (um AG ligado), diglicerideo (dois AGs
ligados) ou triglicerideos (trés AGs ligados). A Figura 5 (¢) ilustra um triglicerideo, com trés
AGs ligados ao glicerol por ligacdo do tipo éster (HALIM; DANQUAH; WEBLEY, 2012).

Os AGs também podem estar desconectados de outra estrutura, sendo denominados AGs
livres. Uma possivel verificagdo da quantidade de AGs livres em um 06leo ¢ a sua acidez.
Quando o AG esta conectado a uma molécula de glicerol que tenha um grupo fosfato conectado
a ela, conforme ilustra a Figura 5 (d), tem-se um fosfolipideo (lipideo polar). Também existem
lipideos polares quando AGs formam liga¢des do tipo éster com carboidratos (glicolipideos).
Os lipideos apolares, em geral, t€ém fun¢do de acimulo energético para a microalga, enquanto
os polares cumprem um papel estrutural na parede celular. Além dos casos citados, existem
lipideos que nao sao compostos por AGs, como ¢ o caso dos pigmentos (HALIM; DANQUAH;
WEBLEY, 2012).
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Figura 5: Esquemas ilustrativos: (a) acido estearico (C18:0); (b) acido oleico (C18:1); (c¢)
triglicerideo; (d) fosfolipideo.
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Fonte: Adaptado de Halim; Danquah; Webley, (2012).

Os AGs sio classificados principalmente segundo o numero de carbonos que compde sua
molécula e a quantidade de duplas ligagdes, insaturagdes, presentes na mesma. Uma possivel
representacao para os acidos graxos ¢: CX:Y, onde X ¢ o nimero de carbonos € Y o nimero de
insaturagdes. O 4cido oleico, por exemplo, ¢ composto por 18 carbonos e uma instauracao
(monoinsaturado), vide Figura 5(b), sendo representado por C18:1. Enquanto isto, o acido

estearico ¢ representado por C18:0, vide Figura 5 (a) (MARKLEY, 1969).
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Acidos graxos com duas ou mais insaturagdes, denominados poli-insaturados (PUFAs),
tem se destacado na industria e pesquisa devido aos beneficios que trazem a saude humana,
caso inseridos em suficiente quantidade na dieta. Alguns destes AGs, que nao sao produzidos
pelo organismo humano, tém recebido especial enfoque, tais como: o acido eicosapentaenoico
(EPA, C20:5),0 acido docosahexaenoico (DHA, C22:6) e acido o-linoleico (4LA4, C18:3),
ilustrados na Figura 6 (GANESAN; BROTHERSEN; MCMAHON, 2014). Observando-se
atentamente a Figura 6, nota-se que todos eles tém uma caracteristica em comum, especialmente
quando se se considera a instauragdo mais distante do terminal carboxilico. Para todos os AGs
apresentados, esta instauragao esta no terceiro carbono a ser contado a partir do terminal metila,
vide Figura 6, portanto todos sdo classificados como ®3 (GANESAN; BROTHERSEN;
MCMAHON, 2014; RYCKEBOSCH et al., 2014; SIMON; BONE, 2013).

Figura 6: Estruturas moleculares dos acidos graxos: (a) DHA; (b) EPA e (c) ALA.
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Fonte: Adaptado de Martins et al. (2013).

Os ®3 apresentados tém sido relacionados a diversos beneficios a saude humana, tais
como: propriedades anti-inflamatorias (EPA, DHA), antitromboticas (EPA), antiarritmicas
(EPA, DHA), vasodilatorias (EPA), além de serem relacionados com atividades preventivas e
inibitivas de tumores (DHA), evitam estresse oxidativo (DHA), melhoram a densidade Ossea
(DHA), estao relacionados ao bom desenvolvimento cerebral (4LA) e diminuicao da resisténcia
a insulina (BELLOU et al., 2014; GANESAN; BROTHERSEN; MCMAHON, 2014; MITRA
etal.,2015; SELVAKUMAR; UMADEVI, 2014).
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O ALA, mais especificamente, tem grande relevancia devido ao fato de ser precursor no
corpo humano na geracdo do EPA, que precede a formacdo do DHA (GANESAN;
BROTHERSEN; MCMAHON, 2014). Outro componente precursor na producao do EPA e do
DHA no corpo humano ¢ o acido graxo linoleico (C18:2). O acido linoleico ¢ um importante
omega 6, que por ndo ser produzido no corpo humano, deve ser inserido na dieta (GANESAN;
BROTHERSEN; MCMAHON, 2014; WARD; SINGH, 2005).

Com relagdo as microalgas, de um modo geral, existem diversos estudos que apontam sua
boa produtividade de @3 e w6. Ryckebosch et al. (2014), estudando microalgas das espécies
Nannochloropsis gaditana, Nannochloropsis oculata € Pavlova lutheri, verificaram que elas
acumulam elevado teor de lipideos em sua composicao, cerca de 30% da massa seca das células.
Além disso, esses mesmos autores relatam que a producdo de w3 produzido por estas
microalgas ¢ promissora e pode, futuramente, substituir o uso do 6leo de peixe.

Outros autores, como Ganesan; Brothersen e Mcmahon (2014), por exemplo, também
veem como promissor o uso do 6leo de microalgas como futura fonte de ®3 e w6 no futuro.
Martins et al. (2013) menciona vantagens do uso de ®3 obtido a partir de microalgas em relagdo
ao Oleo de peixe, como elevada pureza e qualidade, além de melhores propriedades
organolépticas.

O fato de ser obtido por fonte “vegetariana” também pode apresentar vantagens, como a
ndo presenca substancial de esteroides, como o colesterol (MARTINS et al., 2013;
RYCKEBOSCH et al., 2014). Microalgas das espécies Isochrysis galbana, Scenedesmus sp. €
Dunaliella salina também se destacam como possiveis fontes de @3 (CUSTODIO et al., 2014).
Nalder; Miller e Packer (2015) também reportaram consideravel concentragdo de o3 nas células
de microalgas Isochrysis sp. Sharma e Schenk (2015) mencionaram boa producdo de 3 da

microalga Nannochloropsis gaditana.

2.1.4 Extracio de lipideos

Uma vez obtida a biomassa, a partir da colheita do cultivo, a etapa seguinte ¢ a extracao
dos lipideos, inclusive para a obtengao dos w3 e w6. Existem variadas formas de se obter o 6leo
microalgal e estes processos, de um modo geral, podem ser divididos em extra¢des fisicas
(ultrassom, micro-ondas etc.) ou quimicas (extracdo por solvente). Embora exista esta
classificagcdo, muitas vezes, para se obter maiores rendimentos, ¢ comum o uso combinado de
processos fisicos com quimicos. Desta forma, os processos fisicos atuam rompendo as c€lulas

das microalgas, aumentando o contato dos lipideos com o solvente, facilitando a extragdo e
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melhorando seu rendimento (BRENNAN; OWENDE, 2010; MUBARAK; SHAIJA;
SUCHITHRA, 2015).

A técnica de extragdo por solvente, de forma simplificada, ¢ realizada com a adi¢cdo do
solvente sobre a biomassa, para a remoc¢ao dos lipideos por difusdo através da membrana

celular. A Figura 7 representa, esquematicamente, como a extracdo por solventes ocorre em

nivel celular.

Figura 7: Esquema ilustrativo de extragao de lipideos por solvente.
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Fonte: Halim; Danquah ¢ Webley, (2012).

Quando se adiciona um solvente apolar sobre a biomassa, em principio, forma-se um
filme estatico de solvente ao redor da microalga. O solvente, entdo, penetra a membrana celular
e interage com o lipideo apolar que estd aglomerado em “gotas” no citoplasma. Esta mistura de
solvente e lipideos, por difusdo, sai da célula da microalga (HALIM; DANQUAH; WEBLEY,
2012; KANNAN; PATTARKINE, 2014).
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Ocorre, porém, que os lipideos apolares podem estar formando complexos com lipideos
polares. Estes complexos estdo fortemente ligados, por ligagdo de hidrogénio, 8 membrana
celular. Apenas o uso de solventes apolares nao ¢ suficiente para romper estas ligagdes. Isto
ocorre pois os solventes polares fazem apenas ligagdes do tipo Van Der Waals, mais fracas que
as ligagdes de hidrogénio. Para se extrair estes lipideos ligados a parede celular, melhorando o
rendimento da extragdo, utiliza-se um solvente polar juntamente com o apolar (HALIM,;
DANQUAH; WEBLEY, 2012).

O solvente polar ¢ 1til nesta combinagao pois se liga fortemente aos lipideos polares do
complexo de lipideos, rompendo a ligacao deste com a membrana celular. Este novo complexo
que conta com os lipideos apolares e polares, além de ambos os solventes empregados, sai da
célula por difusdo. Embora o uso da mistura de solventes polar com apolar auxilie no
rendimento da extracao, ele faz com que sejam arrastados também os lipideos polares, além dos
apolares (HALIM; DANQUAH; WEBLEY, 2012).

Apds um tempo prolongado de contato da biomassa com o(s) solvente(s), a biomassa ¢
separada, por filtragio ou centrifugacio. A fase liquida ¢ adicionada d4gua ou uma mistura de
agua com o solvente apolar (HALIM; DANQUAH; WEBLEY, 2012). Isto faz com que haja
uma separa¢do de fases, com a obtencdo dos lipideos na fase orgénica, juntamente com o
solvente organico. Nesta separacio, varias impurezas sdo removidas juntamente com a dgua. E
entdo evaporado o solvente da fase orgdnica para a obtengdo final do o6leo (HALIM;
DANQUAH; WEBLEY, 2012).

Dentre os solventes possiveis para o uso nas extragoes de lipideo da microalga, a mistura
cloroférmio (apolar) com metanol (polar) é a mais largamente empregada, com a vantagem de
ndo necessitar da completa secagem da biomassa, processo energeticamente custoso) (HALIM;
DANQUAH; WEBLEY, 2012; MUBARAK; SHAIJA; SUCHITHRA, 2015).

A extragao por solventes pode, para aumento de eficiéncia, ser realizada com o auxilio de
processos fisicos de extragdo, como ¢ o caso das micro-ondas e do ultrassom (BRENNAN;
OWENDE, 2010; MUBARAK; SHAIJA; SUCHITHRA, 2015).

No caso das micro-ondas, mistura-se o solvente a biomassa e incidem-se as micro-ondas.
As micro-ondas, ondas eletromagnéticas com frequéncia entre 0,3 ¢ 300 GHz, atuam sobre a
dgua da biomassa (além de outras moléculas polares) gerando aquecimento concentrado e
abrupto. Este aquecimento sobre a biomassa provoca aumento de pressdo interna as células
levando a ruptura das mesmas, facilitando a extragdo dos lipideos (HALIM; DANQUAH;
WEBLEY, 2012; MUBARAK; SHAIJA; SUCHITHRA, 2015).
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O método usando ultrassom, por outro lado, aplica ondas sonoras sobre a mistura
solvente/biomassa, que gera ciclos de alta e baixa pressdo ao longo de seu percurso. Os ciclos
de baixa pressao geram bolhas por evaporacao que sdo comprimidas e implodem no ciclo de
alta pressao, num fendmeno denominado cavitagdo. A cavitagdo provoca o rompimento das
células, facilitando a extragdio (AL HATTAB; GHALY; PEREZ DE LOS RiOS, 2015;
KANNAN; PATTARKINE, 2014; MUBARAK; SHAIJA; SUCHITHRA, 2015).

Em ambos os métodos fisicos mencionados, micro-ondas e ultra som, o rompimento
celular libera os lipideos que se encontravam no interior das células. Isto amplia seu contato
com o solvente organico, melhorando o rendimento do processo (BRENNAN; OWENDE,
2010; MUBARAK; SHAIJA; SUCHITHRA, 2015).

2.2 PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS (DOE)

Os sistemas e processos de um modo geral, sejam estes em industrias ou em centros de
pesquisa, como € o caso dos cultivos de microalgas aqui reportados, podem ser sumarizados
conforme ilustra a Figura 8. Nesta Figura sao ilustradas as varidveis de entrada (inputs), Ve,

a variavel de saida ou resposta (output), Vs, que pode ser uma, como esta na figura, ou varias.

Figura 8: Esquema de bloco ilustrando um processo genérico.
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Fonte: Montgomery (2013).

As Vs sdo as respostas observaveis do processo, as quais se tem interesse medir. Enquanto

isto, as Ve sao fatores que afetam o processo de modo a alterar sua resposta, Vs. Em outras
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palavras, quando se ajusta uma ou mais Ve € provavel que seja observada variagao na resposta
do processo, ou seja, que ocorra variagdo no valor das Vs.

As Ve podem ser distinguidas entre controldveis, que podem ser ajustadas da melhor
forma o possivel, e as ndo controlaveis (ou de dificil controle), que ndo podem ser ajustadas e
geram desvios inevitaveis nos valores das Vs (ruido).

Muito embora ndo seja possivel a elimina¢do do ruido originado pelas Ve ndo
controldveis, busca-se, em geral, estabelecer qual € a relacdo que existe entre as Ve controlaveis
e as Vs. Este processo deve ser conduzido com experimentos que manipulam as Ve e analisam
seus efeitos sobre as Vs. Uma vez que se saiba a relagdo que existe entre elas, ¢ possivel se
estabelecer um ajuste nas Ve que otimize as Vs (MONTGOMERY, 2013).

Uma possibilidade para o estudo da causalidade que existe entre as Ve e as Vs ¢
executando uma série de experimentos que trabalha com uma Ve de cada vez, enquanto as
demais estdo fixadas em sua linha de base. Apesar de ser uma técnica muito empregada, variar
um fator por vez pode levar a um nimero muito grande de experimentos. Além disto, com esta
tatica ndo se observa possiveis interagdes entre as Ve.

Diz-se que dois fatores tém interacdo quando um deles muda seu comportamento em
funcdo do modo em que o outro estd ajustado (MONTGOMERY, 2013). Um exemplo
interessante para ilustrar a interacao de fatores seria o caso de uma pessoa doente, para a qual
se deseja testar o efeito de trés medicamentos distintos, A, B e C. Suponha que, a principio,
estes remédios foram testados isoladamente, gerando apenas uma pequena melhora na satde do
paciente. Agora suponha que, por ordem médica, ou por iniciativa propria, o paciente ingerisse
os trés medicamentos simultaneamente. Caso ele tenha melhora significativa em seu quadro, os
medicamentos tém efeito positivo de interacdo. Por outro lado, se o paciente apresentar piora,
ou morrer, diz-se que o efeito de interacdo dos medicamentos ¢ negativo (TAGUCHLI;
CHOWDHURY; YUIN, 2005).

Para verificar interacdes e reduzir o nimero de experimentos a serem realizados, pode ser
empregada a andlise multivariada de fatores, quando todas as Ve sdo simultaneamente ajustadas

nos experimentos (MONTGOMERY, 2013).
2.2.1 Fatorial completo 2%
No planejamento fatorial completo 2* as variaveis de entrada, Ve, podem ser tanto

quantitativas como qualitativas. A Unica restri¢ao ¢ que elas devem ser ajustadas em dois niveis

de estudo para este tipo de planejamento, um nivel alto (+) e um baixo (-). Exemplos de niveis
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para variaveis quantitativas poderiam ser duas concentracdes diferentes, dois pesos, dois
comprimentos etc. Para varidveis qualitativas poderiam ser escolhidos dois catalizadores
diferentes, a presenca ou auséncia de um elemento qualquer etc. (MONTGOMERY, 2013).

Com relagdo ao arranjo dos experimentos, o planejamento fatorial completo, como o
nome sugere, trabalha com todas as combinac¢des que existem entre os niveis + e - dos fatores
estudados.

Organizando-se k fatores, Ve, em dois niveis cada, tem-se um total de 2% condicdes
experimentais para se trabalhar. A Tabela 2 ilustra todas as combinagdes experimentais de um
planejamento fatorial 2%. Nesta tabela, as Ve hipotéticas A e B sio variadas entre os niveis — e
+ a0 longo do total de 2°=4 experimentos (MONTGOMERY, 2013).

Neste sentido, o experimento 3, por exemplo, € realizado com o fator A no nivel baixo e
o B no nivel alto. Nestes casos os simbolos de + ¢ — simbolizam, respectivamente +1 e -1, sendo
conhecidos por varidvel cddigo. As varidveis codigo costumeiramente substituem as varidveis
originais (reais) do problema analisado, para facilitar a interpretagdo e analise dos dados

(MONTGOMERY, 2013).

Tabela 2: Tabela com a combinagdo dos niveis alto (+) e baixo (-) de um arranjo fatorial 22.

Fator
Experimento
A B
1 - -
2 F -
3 - +
4 I +

Fonte: Adaptado de Montgomery (2013).

Uma vez realizados os experimentos referentes ao fatorial completo, com ao menos uma
réplica em cada condi¢do experimental (n>1), deve-se fazer a anélise dos dados obtidos com o
uso da ANOVA (andlise de variancia). O nimero de réplicas para cada condi¢ao experimental,
n, deve ser ao menos dois para ser possivel a obtengdo da soma dos quadrados dos erros.

A ANOVA trabalha, basicamente, estudando a variabilidade dos dados nas réplicas das
condigdes experimentais € comparando-a com a variabilidade que ¢ causada pelas Ve
estudadas. Em outras palavras, utiliza-se a razao dos quadrados médios da Ve em estudo (QM;)

pelo quadrado médio do erro (QMg), obtendo-se o valor de F. Ve mais influente provocam
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maior variancia sobre os resultados do processo em estudo, aumentando QM; em relacdo a
QME, o que torna F maior. Com base na distribuicdo de F de Snedecor, entdo € possivel se
verificar se os fatores estudados sdo relevantes ou se a sua influéncia sobre a Vs ¢ desprezivel,
confundivel com o erro (MONTGOMERY, 2013).

A determinagdo da ANOVA, como mencionado anteriormente, relaciona os quadrados
médios dos fatores e interagdes em estudo (QMi) com os quadrados médios do erro (QME).
Para obter estes resultados € preciso, primeiramente calcular a soma dos quadrados (SQ;). De
modo a facilitar a explicacdo, a Tabela 3 ilustra a realiza¢do de um planejamento 22 hipotético
com duplicada em cada ponto.

Nesta tabela, os resultados obtidos estdo representados por 1;, sendo que i vaide 1 a 8
(oito experimentos, considerando as réplicas). Além disto, os resultados estao organizados de
modo que os dados da primeira linha (11, 12, 13 € r4) foram obtidos com A no nivel alto e os da
segunda linha (s, 16, 17 € 13) com A no nivel baixo. Organiza¢ao semelhante foi feita com o fator

B nas colunas da tabela.

Tabela 3: Exemplo hipotético de um planejamento 22 para a determinacio da ANOVA.

Ajuste do fator B
Yi
+ =
I, 12 (+7+) I3, T4 (+5')
+ Yil=ri+rtrtrs
. Ri=ri+tn; Ro=r3+tr14
Ajuste do
s, T'e ('a+) 17, I8 (_9_)
fator A - Yi2=TIs5tT6tr7118
Ri=rs5+16 R4=r7+13
Yi yj1=ritrtrstreg Yj2=r3t+r4tr7t18 Y..=Yiltyi=yjtyi

Fonte: Montgomery (2013).

Com base na Tabela 3, pode-se determinar as somas quadraticas totais, SQt, somas
quadréaticas dos fatores A e B, SQa e SQg, bem como a soma quadratica subtotal, SQs. Isto ¢
feito com o uso das equagdes 1, 2, 3 e 4. Nelas: 1; s3o os dados experimentais, a € b sao os
numeros de niveis das varidveis A e B (neste caso a=b=2; + e -); n ¢ o numero de réplicas em
cada condi¢cdo experimental (neste caso n=2); y; e y; sdo resultados das somas das linhas e
colunas, respectivamente, das respostas obtidas, R; ¢ a soma das réplicas entre si, enquanto que
y.. € asoma de todos os dados experimentais r;, conforme ilustra a Tabela 3 (MONTGOMERY,
2013).
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y..
sor =)t =S @
i=1
2 2 2
_%‘1"‘3’1’2_3’-- )
SQu = bn abn @
2 2 2
YantYiz y..
SQp = — (3)
Qs an abn

R? +R2+R:2+R; y.2
n abn

(4)

SQs =

Uma vez determinados os valores da SQ total (SQr), subtotal (SQs) e dos fatores A (SQa)
e B (SQg), resta determinar a soma quadratica da interacdo, SQag, € do erro, SQg, conforme

equagdes 5 e 6(MONTGOMERY, 2013).

SQap =505 —5Q4 — S0Qp Q)

SQr = 5Q7 —S5Q4 — SQp — SQup (6)

Calculados os valores de SQ, ¢ necessario se determinar os graus de liberdade, Gl;, de

cada caso para a obten¢@o dos quadrados médios (QM;). Os graus de liberdade representam, de

forma simplificada, o numero de elementos independentes de cada SQ. A Tabela 4 demonstra

o calculo de cada Gl..

Tabela 4: Determinagio da ANOVA para planejamento fatorial completo 2F.

Gl A—Qa- 1

QMa=SQa/Gla FA=QMaA/QME

SQe Glg=b-1 QM3E=SQz/Gls Fs=QMgs/QME
SQas Glag=(a-1)(b-1) QMap=SQar/Glap Fap=QMas/QMEg
SQE Glg=ab(n-1) QMe=SQr/Glg

SQr Glr=abn-1

Fonte: Montgomery (2013).
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Dividindo-se a soma quadratica, SQ;, pelo seu respectivo grau de liberdade, Gl;, obtém-
se 0 quadrado médio (QM;). Por fim, para obter o valor de F, divide-se cada quadrado médio
das Ve e interacdes em estudo (QM;) pelo quadrado médio do erro (QME), conforme ilustra a
Tabela 4 (MONTGOMERY, 2013).

Com relagdo a modelagem, quando um planejamento fatorial completo como o 2% ¢é
aplicado, obtém-se um modelo como o apresentado na equacdo 7. Onde a, b, c e d sdo os
coeficientes, A e B sdo as Ve, y é a Vs e € ¢ o erro do modelo.

Este modelo resulta em uma superficie planar. Contudo, com possiveis distor¢des, devido
a presenca do fator A*B, interagdo. Estas distor¢des, por outro lado, nem sempre sdo o
suficiente para modelar o caso em que estd sendo estudado. Para averiguar se a regido estudada
precisa de um modelo de segunda ordem, com fatores quadraticos, bem como gerar um melhor
estudo estatistico, uma possivel solugcdo ¢ a adigao de pontos centrais (MONTGOMERY,

2013).

y=aA+bB+cAB+d+¢€ (7)

O ponto central no planejamento 2 pode ser representado esquematicamente pela Figura
9. Por esta figura, percebe-se que o ponto central encontra-se equidistante dos niveis alto (+) e
baixo (-) de ambas as variaveis estudadas, A e B. Em casos quando ndo se fazem réplicas nos
experimentos do fatorial 2%, o uso de réplicas no ponto central pode servir de base para a

estimativa do erro experimental (MONTGOMERY, 2013).

Figura 9: Experimentos do planejamento fatorial completo 2*(I-IV) com ponto central (C).
A

I e - \Y

Fonte: Montgomery (2013).
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2.2.2 Matrizes ortogonais Taguchi

Além do planejamento fatorial completo 2¥, o método desenvolvido pelo Engenheiro e
Estatistico Genichi Taguchi, ¢ também uma excelente opcao para a analise de processos com
multiplas variaveis de entrada. Com este método, ¢ possivel se verificar, com um nimero
reduzido de experimentos, quais variaveis de entrada realmente possuem forte influéncia sobre
as varidveis de saida.

De certa forma, as matrizes ortogonais de Taguchi sdo baseadas nos planejamentos
fatoriais completos, contudo sem a realiza¢do de todas as combinagdes que existem entre os
niveis dos fatores. A notagdo para as matrizes ortogonais Taguchi é L, sendo que i ¢ o nimero
de experimentos necessarios para a realizagdo da analise estatistica. A matriz Lg, por exemplo,
representada na Tabela 5, é baseada no planejamento fatorial completo 27

Com o planejamento apresentado na Tabela 5, ¢ possivel a analise de um processo com
até 8 fatores (Ve) que podem ser arranjados de A até G. E perceptivel pela Tabela 5 que as
matrizes Taguchi usam valores 1 e 2 para os niveis dos fatores, podendo usar mais nimeros (1,
2, 3, 4), dependendo da quantidade de niveis que se quer estudar no fator.

Nota-se, inclusive, que os niveis, 1 e 2, estdo organizados de modo que: em todas as
colunas aparecem quatro vezes o nivel 1 e quatro vezes o 2; para qualquer par de colunas todas
as possiveis combinagdes entre 1 e 2 ((1,1); (1,2); (2,1); (2,2)) aparecem duas vezes cada. Estas
observagdes fazem com que a matriz de experimentos seja balanceada, ou ortogonal

(TAGUCHLI, 1986; TAGUCHI; CHOWDHURY; YUIN, 2005).

Tabela 5: Arranjo ortogonal Taguchi Ls.
A B (2) C@) D (4) E(5) F (6) G ()

1 1 1 1 1 1 1 1
2 1 1 1 2 2 2 2
3 1 2 2 1 1 2 2
4 1 2 2 2 2 1 1
5 2 1 2 1 2 1 2
6 2 1 2 2 1 2 1
7 2 2 1 1 2 2 1
8 2 2 1 2 1 1 2

Fonte: Taguchi (1986).
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Também, pela Tabela 5, percebe-se que ndo sdo realizadas todas as combinac¢des dos
niveis dos oito fatores, pois isto levaria a 2’=128 experimentos. Isto gera imensa reducdo no
numero de experimentos, proporcionando economia de tempo e recursos, contudo ha limitagdes
no emprego da técnica.

A principal limitag¢@o do uso das matrizes ortogonais reside sobre a determinagao do efeito
das interagdes dos fatores. A matriz ortogonal Lg, por exemplo, € passivel do calculo de algumas
interacdes, mas ndo todas as possiveis interagdes entre os fatores. Contudo, para tal, ndo ¢
possivel a analise simultanea de 7 Ve.

A Figura 10 ilustra esquematicamente o modo como intera¢cdes podem ser determinadas
em uma matriz ortogonal Taguchi Lg. Nesta figura sdo apresentados dois possiveis arranjos para
esta finalidade. Em ambos os casos, entretanto, ¢ possivel a determinagdo de apenas trés
interacdes. Observando o caso (1), se a terceira, quinta e sexta colunas nao estiverem ocupadas
por fatores (Ve). Ou seja, se trabalharmos com 4 Ve apenas, serd possivel a determinagdo das
interagdes entre os fatores que estdo nas: primeira e segunda; segunda e quarta e primeira e
quarta colunas. Em outras palavras, seguindo aquilo que esta escrito na Tabela 5, poder-se-ia
determinar as interagdes: AB, AD e BD, apenas. Sendo que as colunas C, E e F estariam vazias
(sem fatores), pois estas colunas serdo usadas para a determinacao do efeito das interagdes. O
segundo arranjo, (2), tem igual l6gica de funcionamento, sendo que a escolha de um ou de outro

cabe ao pesquisador.

Figura 10: Graficos lineares mostrando duas possibilidades de interagcdes,(a) e (b), de um
planejamento Ls.

2 6 4 (a) [ (b)

Fonte: Taguchi (1986).
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Existem, porém algumas matrizes Taguchi, tais como as Li2, Lis e L3¢, cujos efeitos das
interagdes sdo distribuidos e confundidos com os efeitos principais das Ve. Isto faz com que,
para estes arranjos, nao seja possivel a determinacdo do efeito das interagdes. O fato de os
arranjos Ortogonais nao determinarem as interagdes entre os fatores, ao contrario daquilo que
ocorre com o fatorial completo, até certo ponto coloca este método em paralelo com o estudo
de uma variavel por vez (mencionado anteriormente). Segundo seu criador, Genichi Taguchi,
em seu livro (TAGUCHI; CHOWDHURY; YUIN, 2005), o emprego de seu método ¢ bem
sucedido especialmente para processos cujos fatores tém baixa interagdo. Ainda segundo esta
fonte, a aplicagdo das matrizes se da com a checagem da reprodutibilidade dos dados com a
execugdo de experimentos comprobatorios. Caso o experimento comprobatorio nao atinja os
valores preditos, ¢ dito que o experimento falhou e que o ponto de 6timo nao foi encontrado
(TAGUCHI; CHOWDHURY; YUIN, 2005).

Por outro lado, a principal vantagem do método de Taguchi ainda estd na avaliacdo
simultanea de varios fatores com poucos experimentos. Ademais, também foi mencionada boa
relacdo dos estudos usando Taguchi em escala de laboratorio com sua aplicabilidade, em escala
industrial (TAGUCHI; CHOWDHURY;; YUIN, 2005).

Um sistema de medida muito empregado nos arranjos ortogonais Taguchi ¢ a razao sinal
ruido (S/N). Este ¢ um método que vem sendo hd muito tempo empregado em estagdes de radio
para avaliar a relagcdo que existe entre o sinal produzido, pela voz do locutor, por exemplo, € 0
ruido de fundo, para verificar a qualidade da transmissdo. A adocdo do S/N pelo método
Taguchi segue, basicamente, os mesmos principios. S/N, portanto, pose ser definido pela
equacdo 8. Em outras palavras, S/N ¢ a relagdo que existe entre a forga do sinal produzido por
um fator e o ruido do processo, ou a razdo do quadrado da sensibilidade pelo quadrado da

variabilidade (TAGUCHI et al., 2005).

poténcia do sinal  sensibilidade?

S/N (8)

~ poténcia do ruido  variabilidade?

Existem varias vantagens no emprego da razdo S/N na analise de dados. Dentre elas, esta
o fato desta razao englobar em apenas uma funcao todos os ruidos que influenciam o processo.
Contudo, a principal vantagem ¢ que, ao aumentar S/N, o pesquisador aumentara a robustez do
seu processo ao invés de apenas buscar o valor alvo da varidvel de saida (Vs). Ou seja, ao se

encontrar a combinagdo das Ve com maior S/N, encontra-se a combinacdo que, dentre as
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estudadas, ¢ a menos influenciavel pelo erro (mais robusta). Obtém-se, desta forma, um
processo mais estavel e confidvel (TAGUCHI et al., 2005).

O modo de determinagdo do valor de S/N varia segundo o que se deseja obter da Vs
estudada. Caso o objetivo seja aumentar a Vs, utiliza-se a equagdo 9. Caso o objetivo seja
minimizar a Vs a Equacdo ¢ a 10. A Equacdo 11, por sua vez, ¢ empregada quando se deseja
atingir um valor nominal para a Vs. Estas equagdes sdo aplicadas para cada condicao
experimental do arranjo ortogonal Taguchi. Desta forma, o planejamento Lg, ilustrado na
Tabela 5, gerard 8 valores de S/N (TAGUCHI et al., 2005).

Nas Equagdes 9-11: n € o numero de réplicas para cada condigdo experimental, y; sdo os
resultados empiricos obtidos em uma mesma condi¢ao experimental. Devido a complexidade
da Equagdo de S/N para um valor nominal, foram adotados os valores de S,, € V. na Equagao
11. Estes valores sdo calculados pelas Equagdes 12 e 13, respectivamente (TAGUCHI, 1986;
TAGUCHI et al., 2005).

S/N = —10log (%Z%) )

i=1

n 2
S/N = —10log (thy") (10)
3 (S — Ve
S/N = 10logM (11)
Ve
sm_M (12)
n
l 1)/1
Vo= — (Z = (13)

Uma vez realizados os experimentos, ao menos em duplicata, a analise dos dados se da

com o uso da andlise de variancia (ANOVA).
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2.2.3 Planejamento de mistura

Neste estudo estatistico, ¢ avaliada a influéncia que a composi¢ao de uma mistura de dois
ou mais elementos tem sobre uma ou mais Vs. O planejamento de mistura, ao contrario do que
ocorre com os planejamentos anteriormente mencionados, apresenta dependéncia entre as Ve,
uma vez que elas tratam de uma composi¢ao. De um modo geral, esta dependéncia pode ser
representada pela Equacdo 14. Nela, o somatoério de X; (teor de cada um dos n componentes da

mistura) deve resultar na totalidade da composi¢do 1 (100%) (MONTGOMERY, 2013).

n

ZXi = (14)

i=1

O planejamento de mistura simplex com centroide, empregado na terceira etapa deste
trabalho, esté ilustrado na Figura 11. Nesta figura, estao representados os pontos experimentais
realizados com relacdo a uma mistura de trés componentes (luz azul, luz verde e luz vermelha).

As representagdes dos componentes puros sdo mostradas a seguir: Luz azul (1, 0, 0),
Xi=1; Luz vermelha (0, 1, 0), Xo=1; Luz verde (0, 0, 1), X3=1. Além das componentes puras, o
planejamento utilizado também prevé misturas de componentes dois a dois, em que cada
componente compde metade da mistura, conforme segue: azul e vermelho (Y%, 72, 0), Xi=Xo=
Y5 azul e verde (Y2, 0, 12), X1=X3=Y2; verde e vermelho (0, '%, /2), Xo=X3= Y4. Por fim, o ponto
central do planejamento ¢ uma mistura em que os trés componentes participam em igual
concentracdo X1=X>=X3=" (5, /3, /3)(MONTGOMERY, 2013).

O planejamento de mistura possibilita o uso de diversos polindmios para a modelagem,
como o linear, o quadratico, o cibico especial e o cibico completo. Dentre estes, o polindmio
cubico especial, mostrado na Equag¢do 15, apresentou oOtimos ajustes para os dados
experimentais obtidos no presente trabalho. Na Equacdo 15, Y representa a Vs, X; as Ve Teor

de cada componente na mistura) e 3; as constantes do modelo.

Y = ﬁlxl + IBZXZ + :83X3 + :84X1X2 + ﬁ5X1X3 + :86X2X3 + ﬂ7X1X2X3 (15)
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Figura 11: Planejamento de mistura simplex com centroide.

Fonte: Montgomery (2013).

2.3 FUNCAO DESIRABILITY

O método desirability ¢ uma possivel maneira de se buscar 6timos locais em problemas
que envolvem multiplas respostas, sendo especialmente utilizado na industria.

Primeiramente o problema precisa ser estatisticamente analisado, cada variavel de
resposta Y; deve ser modelada. Entfo, cada ¥; (valor estimado de Y;) é transformado em uma
funcdo desirability d;, de tal modo que 0 < d; < 1. Sendo o objetivo de obter d; o mais
proximo o possivel de 1, mesmo que a fungio original ¥; ndo seja de maximizagdo. Ademais,
valores de resposta que geram d; = 0 sdo considerados inaceitaveis, sao respostas que
inviabilizam o processo (DERRINGER; SUICH, 1980).

As transformagdes de ¥; para d; dependem do objetivo da Vs original. Se o objetivo era
a maximizacdo da Vs, a transformaco ¢ feita pela Equacio 16. Nesta equagio: ¥; sdo os valores
estimados da Vs; Y;, ¢ o menor valor aceitével para a Vs (o processo fica inviavel para ¥; < Y;,,
algo representado por d; = 0 na funcio desirability); Y;* é o maior valor para Y; (valores de
resposta acima de Y;" s@o aceitaveis, porém ndo agregam consideravel valor ao processo)

(DERRINGER; SUICH, 1980).
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0 Y, <Y.
_ ?l_Yl*r P4 *
d; = < [ﬁl Vo<V =Y (16)
1 Y, > Y

Por fim, o valor de r ¢ um fator determinado pelo usudrio e representa a maneira que a Vs
deve ser otimizada. A Figura 12 mostra o comportamento da fun¢ao desirability para diversos
valores de r (DERRINGER; SUICH, 1980). Para efeitos de entendimento, vamos supor um
exemplo hipotético em que a Vs Y tem as caracteristicas: Y;, = 3 ¢ ¥;" = 5. Neste exemplo
hipotético, para valores de resposta inferiores a 3 o processo se torna invidvel, portanto, valores
abaixo de 3 sdo inaceitaveis (d; = 0). O ideal seria obter respostas o mais proximo de 5 (d; =
1). Valores de resposta acima de 5 sdo aceitdveis, porém nao agregam muito ao processo. Por

isto, para ¥; > Y;* a funcfio desirability é constante e igual a 1.

Figura 12: Relagdo entre valores de r € o comportamento da fun¢do Desirability para uma Vs a
ser maximizada

Fonte: Derringer; Suich (1980).

Neste exemplo, se o usudrio escolhe um valor alto de r, 10,0 por exemplo, a funcio
desirability ascende lentamente para 1. No exemplo dado, um valor alto de r significaria que

valores baixos da Vs, proximos de Y;, = 3, sdo indesejaveis (baixos valores de desirability).
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Neste caso, valores altos de desirability (desejaveis) somente serdo atingidos quando a Vs
estiver proximo a ¥;" = 5.

Quando se escolhe um valor baixo de r, 0,1 por exemplo, a funcio desirability ascende
rapidamente. Neste caso, mesmo valores relativamente baixos da Vs (proximos a Y;, = 3) tém
alta desirability. Valores baixos de r sdo usados quando ndo € necessario grandes aumentos na
Vs, sendo a principal preocupagio manter ¥; > Y;, (resposta acima do menor valor aceitavel).

De certa forma r representa o rigor da otimizacdo. Para altos valores de r, apenas altos
valores da Vs gerardo alta desirability. Caso usado quando se tem elevado rigor na resposta.
Para baixos valores de r, ha pouco rigor na otimizagdo, qualquer valor acima de Y;,se torna
interessante para r=0,1. De forma intermediaria, quando r=1 a fung¢ao desirability se torna linear
em fungio de ¥; (DERRINGER; SUICH, 1980).

Da mesma forma que se pode desejar maximizar a Vs, existe também a possibilidade de
0 objetivo da Vs ser um minimo, para o caso em que a fungao desirability segue a Equagao 17,

similar a Equagdo 16 (DERRINGER; SUICH, 1980).

1 Y, <Y.
Yi*_?ir P4 *
d; { [Yi*_yi*l Vo<V =Y (17)
0 v, >y
\

Caso o objetivo do estudo seja obter um valor nominal, ¢;, da Vs 'y, utiliza-se a Equagao
18. Sendo: ¢; o valor alvo para a Vs; s e t constantes determinadas pelo usuério, com
propriedades semelhantes ao r das Equagdes 16 e 17, conforme ilustra Figura 13

(DERRINGER; SUICH, 1980).

( A 4S
i_Yi* O
[Ci = Vi)
AL
d; = SR <Y<Yy (18)
¢ — Y]
L 0 Y, <Y,ouf, >V
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Figura 13: Relagdo entre valores de s e t € o comportamento da fungdo Desirability para uma
Vs que deve ser ajustada em um valor nominal

4

Fonte: Derringer; Suich (1980).

Uma vez todas as Vs estimadas, 17l-, terem sido transformadas em fungdes desirability, d;,
resta combinar estas fun¢des em uma unica. Isto € feito usando a uma média geométrica, para
obter D, conforme Equacdo 19. Neste caso, k variaveis desirability, obtidas de k Vs, foram
aglutinadas na funcdo D. Sendo que D equilibra as propriedades das fun¢des desirability

originais e, também esta contido no intervalo [0,1] (DERRINGER; SUICH, 1980).
D=(dy*d, *dg* ..x% dk)l/k (19)

E importante ressaltar que D ¢ sensivel aos valores inaceitdveis, ou proibitivos de todas
as Vs estudadas. Independentemente do numero de Vs estudadas, k, se uma delas estar em uma
regido proibitiva para o processo (d; = 0), o valor final de D também sera nulo. Isto ocorre
mesmo que todas as demais Vs estejam em valores aceitaveis, conforme pode-se notar pela
Equagdo 19. Algo bastante interessante para a averiguagdo de ajustes inapropriados
(DERRINGER; SUICH, 1980).

A principal desvantagem da funcgao desirability, por outro lado, esta no fato de ndo levar
em conta possiveis interagdes entre as Vs. Além disto, ignora-se as variancias individuais das
Vs e também covariancias entre elas. Isto pode levar a erros de andlise e desvios do 6timo

global, com a obten¢ao apenas de 6timos locais.
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3 DESCRICAO E MODELAGEM DO PROBLEMA

3.1 LINHAGENS DE MICROALGAS

As estirpes das microalgas Nannochloropsis gaditana (BMAK 130) e Dunaliella salina
(BMAK 116) foram gentilmente doadas pelo Departamento de Oceanografia do Instituto
Oceanografico da Universidade de Sao Paulo (USP — SP).

32 MEIOS DE CULTIVO E PROCESSOS DE DESINFECCAO DOS
FOTOBIORREATORES

O meio utilizado para o cultivo das microalgas foi o Guillard f/2 modificado
(GUILLARD, 1975; LIU, 2016), composto pelos componentes [mg L™']: sal marinho 36,0 x
10% NaNO; 75,0; NaH,PO4H20 5,0; CuSO45H20 9,8 x 107 ZnSO47H20 22,2 x 107
CoCl6H20 10,0 x 103; MnCl,.4H,0 180,0 x 10; Na;MoO42H,0 6,3 x 10; FeCls.6H,0
3,15; Na,EDTA 4,36, tiamina (B1) 100 x 107%; cianocobalamina (B12) 0,5 x 10°%; biotina (B7)
0,5x 107,

Este foi o meio utilizado nos indculos, contudo, a concentracao do nitrato (NaNQOs3) variou
nos experimentos, visto que foi uma Ve estudada pelo trabalho. Também foram adicionados
em determinados experimentos acetato de sodio e/ou bicarbonato de s6dio como fonte de
carbono.

A desinfeccao dos meios de cultivo se procedeu de duas formas possiveis: por autoclave
(1 kgf cm™ por 30 min), para os cultivos de pequena escala (cepario, manutengio e inoculos);
ou com uso de hipoclorito de sédio, para cultivos de escala maior (fotobiorreator coluna de
bolhas de 10 L), segundo procedimentos ja estabelecidos pelo grupo de pesquisa e descritos por

Lourengo (2006).

3.3 ETAPAS DOS CULTIVOS DAS MICROALGAS

Ao longo da execucao dos experimentos que abrangem o escopo desse trabalho, um ciclo
basico de etapas, que compreende desde a preparacdo do indculo até a obtencao e andlise do
0leo microbiano, se repete para todos os cultivos. A Figura 14 ilustra todas as etapas envolvidas

durante o cultivo das microalgas, que foram repetidas para todos os experimentos:



Figura 14: Etapas basicas dos procedimentos experimentais.
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(a) Preparagdo do inoculo: Serve para manter um estoque minimo de células de microalgas
vivas tanto para manutengdo (manuten¢do das cepas das microalgas) quanto para
aumento de escala dos inoculos, para execugdo dos experimentos propriamente ditos;

(b) Ajuste da absorbdncia: Este ajuste teve como finalidade manter a mesma concentracao
inicial de células nos cultivos, visto que a variagdo na concentra¢do celular inicial
influencia no crescimento da microalga ao longo do cultivo. Desta forma, os reatores
foram inoculados com as quantidades apropriadas de inoculo.

(¢) Cultivo das microalgas: Nesta etapa do trabalho foi empregado o planejamento de
experimentos (DOE) para a andlise estatistica dos resultados. Os experimentos deste
trabalho, bem como a analise estatistica, evoluem em uma sequéncia ordenada de trés
etapas. Estas fases sdo descritas a seguir e também estdo sumarizadas na Figura 14 :

o Etapa I: Com o uso de uma matriz ortogonal Taguchi L4 foram avaliadas
as influéncias de duas fontes de carbono (acetato de sddio e bicarbonato de
so0dio), bem como a concentracao de nitrato de sddio sobre a produtividade
das microalgas. A escolha do acetato e do bicarbonato foi baseada em
relatos na literatura que indicam que a utilizacdo destes nutrientes pode
aumentar a producdo de lipideos, bem como favorecer a producdo de
determinados d4cidos graxos poli-insaturados essenciais (03 e ®6)
(ABEDINI NAJAFABADI et al., 2015; MARTINS et al., 2013).

o Etapa II: Utilizando um planejamento fatorial completo 2> com ponto
central, foi avaliada a concentragao do nitrato e do acetato, fonte de carbono
com melhores resultados na etapa anterior.

o Etapa III: Com o emprego de um planejamento de mistura simplex com
centroide, foi avaliado o efeito do comprimento de onda (1) da iluminacao
sobre a produtividade da microalga D. salina. Foram feitos dois
planejamentos de mistura levando em considera¢do o A como Ve. Em um
dos planejamentos considerou-se as concentragdes de nitrato e acetato com
os melhores resultados da etapa anterior. Um segundo planejamento,
similar ao primeiro, foi executado sem adi¢ao de acetato ao cultivo. Estes
planejamentos visaram a comparagdo do comportamento da produtividade
da microalga variando-se A na presen¢a e na auséncia de uma fonte de
carbono organica (acetato).

(d) Colheita da biomassa: A etapa da colheita da biomassa se da em duas partes:
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o Floculagdo: Etapa inicial da colheita da biomassa apds o término do cultivo.
Consiste na adicdo de um agente floculante para que as células das
microalgas se agrupem em flocos e decantem. A 4gua sobrenadante
resultante deste processo ¢ removida por sifonagdo. Este processo reduz o
volume de trabalho, facilitando as etapas posteriores;

o Recuperagdo da biomassa: Filtragdo ou centrifugacao do material obtido na
etapa anterior. Etapa final do processo de colheita.

(e) Extragdo dos lipideos: Etapa que teve como objetivo a obten¢do do 6leo microalgal. Para
essa finalidade foi empregado um método modificado de Folch; Lees; Stanley, (1956),
usando uma mistura metanol e cloroférmio, como solugdo extratora, e ultrassom para
provocar a ruptura celular;

(f) Caracterizagdo do oleo microalgal: Obtengao de caracteristicas do 6leo obtido, tais como

viscosidade, indice de acidez, indice de iodo e perfil de 4cidos graxos.

3.4 PREPARO DOS INOCULOS E AJUSTE DE ABSORBANCIA

As cepas das microalgas Nannochloropsis gaditana e Dunaliella salina foram mantidas
em erlenmeyers com capacidade de 250 mL, contendo 100 mL de meio de cultivo Guillard {/2
(com 75 mg de NaNOs). Estes cultivos foram mantidos no interior de uma incubadora,
continuamente iluminada por uma lampada LED de 15 W. Para a manutencdo do banco de
células, foram realizados repiques das células a cada 15 dias.

Em seguida, foram feitas ampliacdes de escala, escalonamentos, para cultivos com
volume util de trabalho de 3 L em erlenmeyers com capacidade de 5 L, também iluminados
constantemente por lampadas LED e aerados por compressores diafragmaticos com uma vazao
de 1,5 L min™'. Antes do inicio de cada experimento, os indculos foram avaliados com relacio
as suas absorbancias, sendo seus valores ajustados para o inicio dos cultivos.

Nas duas primeiras etapas, os reatores foram incubados com 10% de indculo. Para a
terceira etapa em que foram empregados os reatores de coluna de bolhas, com maior volume de
trabalho (10 L), foi empregado 25% de indculo. A maior quantidade de indculo dos reatores de
colunas de bolhas faz com que os experimentos comecem com concentragdes celulares maiores,
evitando riscos de contaminacdo ao cultivo. Esta a¢do preventiva estd especialmente vinculada
com o maior volume de trabalho dos fotobiorreatores e ao uso da dgua clorada (em substitui¢ao

ao meio esterilizado por autoclave).
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3.5 CULTIVOS

No presente trabalho, os cultivos foram feitos em fotobiorreatores do tipo tanque (usados
nas Etapas I e II) e coluna de bolhas (usado na Etapa III). Considerando-se que o custo da
construcao do fotobiorreator tem forte impacto no valor do produto final (CARVALHO et al.,
2014), foram utilizados materiais de baixo custo, como tanques reutilizados de politereftalato
de etileno (PET), para os reatores tipo tanque, tubos de acrilico e suportes de madeira para os
reatores coluna de bolhas (vide Figura 15). O sistema de agitagdo empregado foi composto por

compressores de ar diafragmatico para ambos os casos.

Figura 15: Fotobiorreatores utilizados: (a) nas Etapas I e 11 e (b) III do cultivo

(b)

Fonte: Producdo do préprio autor

3.5.1 EtapaI: Estudo da influéncia da fonte de carbono na produtividade celular e lipidica

de microalgas

Um arranjo ortogonal Taguchi L4 foi empregado para avaliar a influéncia das varidveis
de entrada, Ve (concentracdo de nitrato, acetato e bicarbonato de sédio), no cultivo das
microalgas Nannochloropsis gaditana € Dunaliella salina. Com este planejamento, foi possivel
a analise simultanea da influéncia desses trés fatores sobre as produtividades de biomassa e de

lipideo (ambos em [mg L dia!]), varidveis de saida (Vs). Embora a analise utilizada ndo
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fornega informagdes sobre as interacdes entre as Ve, ela propicia suficiente informagao
estatistica para o presente estudo, necessitando um niimero reduzido de experimentos.

A Tabela 6 sumariza as Ve, sendo todas elas referentes a composi¢cao do meio de cultivo.
O parametro 1 se refere a concentragao de nitrato de s6dio do meio. Quando este parametro esta
no nivel baixo (1), a concentracdo de nitrato ¢ baseada no trabalho de Rasdi; Qin (2015),
enquanto que em nivel alto (2) a concentrag¢@o de nitrato de sodio ¢ igual aquela prevista para
o meio de cultivo Guillard /2. Os parametros 2 e 3 consistem na utilizacdo ou ndo de
bicarbonato de s6dio (NaHCO3) e acetato de so6dio (H3C-COONa), respectivamente, como
fonte extra de carbono, além do CO; atmosférico injetado pela aeragdo do meio. A escolha de
2g L' se baseou em alguns trabalhos que obtiveram sucesso em cultivos mixotrofico usando

2g L' de glicose (CHEIRSILP; TORPEE, 2012; MATOS et al., 2017).

Tabela 6: Fatores estudados de acordo com a matriz Taguchi L4

Nivel
N° Parametro
1 2
1 Concentracdo de nitrato [mg L] 25 75
2 Concentracdo de bicarbonato de sodio [g L] 0 2
3 Concentragio de acetato de sédio [g L] 0 2

Fonte: Produgéo do proprio autor

Nessa etapa do estudo, a iluminacdo se manteve constante durante todo o cultivo,
empregando-se lampadas de LED brancas (150 klux) para esta finalidade. A aeracdo foi
mantida com vazdo de 1,5L min'. A Figura 16 ilustra os fotobiorreatores, em operagio,
empregados nesta etapa.

Ap6s o término dos cultivos, foi verificada a produtividade celular, em termos de massa
seca (Pb—[mg L' dia'']) e a produtividade de lipideos (Po—[mg L™ dia'] [mg L™ dia'] [mg L-
'dia']). Com base nestes resultados, foi realizada a analise estatistica, visando selecionar a
fonte de carbono mais adequada para o cultivo e a melhor concentragdo de nitrato. Todos os

experimentos dessa primeira etapa, representados na Tabela 7, foram realizados em duplicata.
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Figura 16: Fotobiorreatores usados na 1*etapa: (a) esquema ilustrativo; (b) fotografia.

Fonte: Produc¢do do proprio autor

Tabela 7: Condig¢des experimentais do planejamento ortogonal Taguchi L4

Experimento Concentragao de Concentragao de Concentragao de
acetato bicarbonato Nitrato
[gL'] [gL'] [mg L]
1 0(1) 0(1) 25 (1)
2 0(1) 2(2) 75 (2)
3 2(2) 0(1) 75 (2)
4 2(2) 2(2) 25 (1)

Fonte: Taguchi (1986)

3.5.2 Etapa II: Estudo da concentracdo de acetato e nitrato de sédio no cultivo das

microalgas Nannochloropsis gaditana e Dunaliella salina

Esta etapa teve como objetivo ajustar os parametros mais influentes da etapa anterior
(descrita no item 3.5.1), a concentragdo de nitrato de sddio e a concentragdo de acetato de sdédio,
visando aumentar ainda mais a produtividade das microalgas.

Para essa finalidade foi empregado um planejamento fatorial completo 22 com ponto
central para cada microalga estudada (Nannochloropsis gaditana e Dunaliella salina). Ao
contrario das matrizes ortogonais Taguchi, o estudo fatorial completo permite a analise da
interagdo entre os fatores abordados, o que permitiu uma analise mais aprofundada entre a fonte
de nitrogénio (NaNOs3) e a fonte de carbono escolhida na etapa anterior (CH3-COONa). Os
dados de partida para este estudo foram aqueles de melhor resultado obtidos na primeira etapa

(item3.5.1).
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A Tabela 8 sumariza os niveis escolhidos para as Ve estudadas, enquanto que a Tabela 9
indica as condi¢des experimentais das 7 corridas realizadas. Os experimentos da Tabela 9 foram
realizados em duplicata, sendo que o ponto central foi reproduzido seis vezes. Para melhor
reprodutibilidade dos cultivos, esta etapa foi realizada com quatro reatores operando

simultaneamente, conforme ilustra Figura 17.

Tabela 8: Variaveis de entrada (Ve) em arranjo fatorial completo 2% com ponto central.

Nivel
Parametro
-1 0 +1
Concentragio de nitrato de sodio [mg L] 75 150 225
Concentragio de acetato de sédio [g L] 2 4 6

Fonte: Produc¢do do proprio autor

Figura 17: Foto dos fotobiorreatores empregados na segunda etapa do trabalho.

Fonte: Produgdo do proprio autor
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Tabela 9: Condi¢des experimentais do planejamento fatorial completo 22 com ponto central

‘ Concentragao de acetato Concentragao de nitrato
Experimento . .
[g L] [mgL™]

1 225(+1) 6(+1)

2 75(-1) 6(+1)

3 225(+1) 2(-1)

4 75(-1) 2(-1)

5 150(0) 4(0)

Fonte: Produgdo do proprio autor

3.5.3 Etapa III: Estudo de diferentes comprimentos de onda (1) como fonte de iluminacao

no cultivo das microalgas

Foi selecionada a melhor condi¢do de cultivo da microalga D. salina, das etapas
anteriores, para dar continuidade a terceira etapa do trabalho. Esta etapa teve com principal
finalidade avaliar o uso de lampadas de LED de diferentes As no cultivo da microalga D. salina
em fotobiorreatores coluna de bolhas de 10 L, aerados com vazdo de 6 L min"!, por um
compressor Boyu Acq 007.

Para a anélise estatistica dos dados, foi empregado o planejamento de mistura simplex
com centroide, que prevé os experimentos descritos na Tabela 10. Nesta tabela estao indicados
os valores das Ve (Xi, Xz e X3). Estas Ve representam a propor¢do de cada A (X; — azul, Xo —

vermelho, X3 - verde) usado na iluminacao.

Tabela 10: Condig¢des experimentais do planejamento de mistura simplex com centroide para
trés componentes de mistura

Experimento X1 (Azul) Xo(vermelha) Xz(verde)
1 1 0 0
2 0 1 0
3 0 0 1
4 V2 % 0
5 ! 0 !
6 0 V2 vz
7 VZ VZ VZ

Fonte: Produgdo do proprio autor
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Observa-se na Tabela 10 as condi¢des experimentais que utilizam apenas um A:
iluminagao azul, (1, 0, 0), X;=1, X>=X3=0; ilumina¢do vermelha, (0, 1, 0), X>=1, X1=X3=0;
iluminacao verde, (0, 0, 1), X3=1, X;= X,=0. Também foram avaliadas diferentes combinagdes
de comprimento de onda, com proporc¢ao igual entre eles: mistura azul e verde (72, 0, %2),
X1=X3=Y2, Xo=0; mistura azul vermelho (%2, %2, 0), X1=Xo=V%2, X3=0; mistura vermelho verde
(0, Y4, 2), Xo=X3=V2, X1=0. O ponto central do planejamento prevé uma condi¢do que utiliza
os trés As em igual proporcao, formando a luz branca (X;=X,=X3="3), ou simplesmente (', /5,
3). A Figura 18 mostra imagens dos fotobiorreatores em operacao com diferentes combinacdes
de luz.

Todos os experimentos da Tabela 10 foram realizados em duplicata, visando verificar a
influéncia de cada uma destas cores na produtividade de biomassa celular (Pb), lipidica (Po),

de ®3 e w6 da microalga D. salina.

Figura 18: Foto dos fotobiorreatores do tipo coluna de bolhas de 10 L iluminados por LEDs nas
cores: (a) azul; (b) vermelho e (¢) verde.

Fonte: Produgdo do proprio autor
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3.6 COLHEITA DA BIOMASSA

Ao final de cada etapa de cultivo a biomassa foi recuperada por floculagdao, empregando-
se uma solucdo de cloreto férrico, FeCls (1,0 mol L") ou sulfato de aluminio, Al2(SO4)3 (1,0
mol L) como agente floculante. Uma vez decantada a biomassa, o volume do meio de cultivo
pode ser removido por sifonagdo, reduzindo trabalho operacional e custos para as etapas
posteriores.

Apos a etapa de floculacgao foi realizada filtragao a vacuo ou centrifugagao (3000 rpm por
10 min) para completa recuperacgdo da biomassa.

Para cada cultivo, com auxilio de uma balan¢a de umidade da marca Marte® modelo ID-
50, foram obtidos os valores de fragdo seca, fs (fracdo de biomassa seca em relacdo ao total de
biomassa).

Foi entdo determinada a produtividade de biomassa (Pb) do cultivo, segundo a equagao
20, em que: Bu ¢ o total de biomassa imida obtido no fotobiorreator [mg]; fs ¢ a fragdo seca;
Tc € o tempo de cultivo [dias] ¢ V é o volume [L] do reator. O valor de produtividade foi

determinado em [mg L' dia™'].

_Bu*fs
" TcxV

Pb (20)

A biomassa colhida foi mantida congelada, antes de ser submetida ao processo de

extragdo de 6leo.

3.7 EXTRACAO DOS LIPIDEOS

Os lipideos foram extraidos da biomassa utilizando-se um método modificado de Folch,
Lees e Stanley (1956). Para cada 2 g de biomassa umida (50 a 60% de umidade) foram
empregados10,2 mL de metanol e 9,7 mL de cloroférmio e a amostra foi sonicada por
25 minutos, em banho ultrassonico. Apos este periodo foram adicionados 9,7 mL de
cloroféormio e a mistura foi sonicada por mais 25 min. Ao final do processo, a mistura foi
transferida para um funil de separacdo, adicionando-se agua para facilitar a separacgao das fases

apolar (lipidica) e polar (4gua, metanol).
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Ap0s a separacao das fases, o extrato lipidico obtido foi filtrado, para a remocdo da
biomassa, e seco em rota evaporador, para a remog¢ao dos solventes. Em seguida, a amostra foi
transferida para a estufa (60°C) até obtengao de massa constante.

A quantificacao dos lipideos foi feita pela fragao de lipideos em [g de lipideos /100g de
biomassa], f,, € pela produtividade de lipideos, Po. f;, foi obtido conforme descrito na Equacao

21. Para a obten¢ao da Po, a Pb foi multiplicada pela fracao de lipideos, fo.

Massa final lipideos

£ 100 (21)

" Total de biomassa seca

3.8 CARACTERIZACAO DO MATERIAL LIPIDICO

O oleo microalgal obtido apos a etapa de extragdo da biomassa foi caracterizado quanto
a algumas propriedades de interesse para o trabalho, tais como: viscosidade, indice de iodo,
indice de acidez e perfil de acidos graxos por cromatografia gasosa (CG). Todos descritos

detalhadamente a seguir:

L TR Viscosidade: A viscosidade foi determinada usando um viscosimetro
Brookfield® equipado com cone CP52, utilizando 1 mL de amostra a 50°C (DA ROS et
al., 2013).

L TR Indice de iodo (Ii): O indice de iodo foi determinado segundo o método da

AOCS, (2004). Primeiramente foi preparada uma mistura alcodlica (base etanol) 1:1 das
seguintes solugdes: 1) solucdo de 5% m/v de Iz; 2) solucdo 6% m/v de HgCl,. Foram
pesadas aproximadamente 0,25 g de 6leo (Mamostra) €m um erlenmeyer de 250 mL,
misturando-se 10 mL de cloroférmio e 20 mL da mistura alcodlica preparada
anteriormente. Apds a mistura, o meio foi deixado para reagir no escuro por 30 min.
Para interromper a reacdo foram adicionados 100 mL de 4gua destilada seguido de
10 mL de solugdo saturada de KI. O excesso de I> ndo reagido foi titulado com solucao
padronizada de tiossulfato 0,1 eq L' em presenca de amido como indicador. Para o
branco foi realizado o mesmo procedimento, porém sem adi¢do do 6leo. O indice de
iodo foi calculado de acordo com a equagdo 22, em que: Vi € Vam s30 volumes do branco
e da amostra [L], respectivamente; Cyio ¢ a concentracio do tiossulfato [eq L], MMI. é

a massa molar do I> (253,8089 g mol!) € Mamostra ¢ @ massa da amostra de 6leo [g].
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li [&] _ (Vb - Vam) * Cio * MMI2 * 0,1 (22)
g

2 * Mamostra

L TR indice de acidez: O indice de acidez foi determinado pelo método da
AOCS, 2004, utilizando 0,2 g de 6leo. A amostra foi pesada em erlenmeyer de 250 mL
e dissolvida em uma mistura 2:1 de dimetil éter e etanol. A mistura foi titulada com
solugdio padronizada 0,02 mol L' de KOH, usando fenolftaleina como indicador. O
indice de acidez (Ia) foi determinado pela equagdo 23, em que: Vp € Vam sdo volumes
do branco e da amostra [L], respectivamente; Ckon ¢ a concentracdo do KOH [mol L
1l; MMkon ¢ a massa molar do hidroxido de potassio (56,1056 g mol™!) € Mamostra € a

massa da amostra de oleo [g].

mgKOH]  (Vay — Vi) * Ckon * MMgon
Ia = (23)
g Mamostra
L JU Perfil de acidos graxos: Para a analise do perfil de acidos graxos,

inicialmente a amostra foi submetida a uma etapa de metilagdo com solugao metilica de
BF;. A mistura foi mantida em ebulicao por 10 minutos e, em seguida, adicionou-se
5 mL de heptano, mantendo-se em ebuli¢do por mais 2 min. Ao final do processo foram
adicionados 15 mL de solucdo saturada de NaCl para promover a separagdo das fases.
A fase superior, contendo os acidos graxos foi transferida para um vial, adicionando-se
heptano e sulfato de sodio anidro, para conservagao.

Os FAMEs obtidos foram analisados em um cromatégrafo gasoso PerkinElmer® -
Clarus 580, equipado com: detector por ionizagdo de chama; coluna capilar com 30 m
de comprimento e 0,25 mm de didmetro interno com fase estacionaria 5% difenil
95%dimetilpolioxano (ndo polar). Os padrdes utilizados foram MIX Supelco®, com 37

ésteres metilicos de acidos graxos (Sigma-Aldrich®), C4-C24.

3.9 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram feitas com os softwares “Design Expert” (versao 6.0, Stat-
Ease Corporation, USA), “Statistica” (versao 8.0, Statsoft Inc., USA) e “Minitab” (versao 10.0,

Minitab Inc., USA). Também, para a otimizagdo desirability foi utilizado o Minitab.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com intuito de facilitar a compreensao dos resultados obtidos, o texto a seguir estd
subdividido seguindo a sequéncia das 3 etapas realizadas no presente trabalho, em ordem

cronoldgica de realizagao.

4.1 ETAPA 1. ESTUDO DA INFLUENCIA DA FONTE DE CARBONO NA
PRODUTIVIDADE CELULAR E LIPIDICA DAS MICROALGAS

Conforme mencionado anteriormente, o principal objetivo desta primeira etapa do
trabalho foi comparar a efetividade do acetato e do bicarbonato de sodio, sobre a produtividade
celular e lipidica das microalgas estudadas. Estas fontes de carbono foram escolhidas devido as
vantagens ja mencionadas anteriormente (item 2.1.2).

Além da fonte de carbono, também foi verificada a influéncia do nitrato de sodio
(NaNO:3), importante nutriente empregado como fonte de nitrogénio nos cultivos (RASDI; QIN,
2015; SAN PEDRO et al., 2014; SUNG et al., 2017; YAN et al., 2014). Levando-se em
considera¢do que nesta etapa o objetivo foi exploratério, sem preocupagdo com a interagao
entre os fatores, utilizou-se uma matriz ortogonal Taguchi L4, com intuito de reduzir o nimero
de experimentos.

Os resultados de produtividade de biomassa e de lipideos para cada microalga estdo
sumarizados na Tabela 11 e Tabela 12. Para melhor visualizagao, estes mesmos resultados estao

ilustrados na Figura 19.

Tabela 11: Resultados de Pb, Po e razdo S/N da Po da N. gaditana da matriz ortogonal
Taguchi Ly

Exp  Acetato Bicarb. Nitrato Pb Po S/N?
[g L] [g L] [mg L] [mg L dia!] [mg L' dia!] Po

1 0 0 25 28,51 =+0,06 1,44 =+0,06 3,13

2 0 2 75 68,58 =+1,25 2,24 +0,16 6,97

3 2 0 75 88,30 =£5,13 10,25 =+1,02 20,17

4 2 2 25 111,82 +0,07 3,60 =+1,06 10,73

Fonte: Produgdo do proprio autor

2 S/N calculado para o caso maior ¢ melhor, para aumentar o resultado da Vs (Po)
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Tabela 12: Resultados de Pb, Po e razdo S/N da Po da D. salina da matriz ortogonal Taguchi L4

Exp Acetato  Bicarb.  Nitrato Pb Po S/N?
[g L] [g L] [mg L] [mg L' dia!] [mg L' dia!] Po

1 0 0 25 29,76 +5,72 1,20 +0,08 1,55

2 0 2 75 63,63 =+0,58 1,57 +0,15 3,84

3 2 0 75 90,19 +£5,12 12,12 +0,28 21,67

4 2 2 25 103,85 =+4,07 3,31 +0,92 10,03

Fonte: Produgéo do proprio autor

Figura 19: Resultados obtidos de Pb Po para as duas microalgas estudadas
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Fonte: Produgdo do proprio autor

Conforme nota-se na Tabela 11 e na Figura 19, os resultados foram semelhantes entre as
microalgas estudadas, tanto em termos de Pb quanto para a Po. Em termos de biomassa celular,
o experimento 1 foi o que apresentou a menor produtividade (28,51 e 29,76 mg L! dia™! para a
N. gaditana e a D. salina, respectivamente), provavelmente devido a auséncia de ambas as
fontes de carbono e o baixo teor de nitrato.

Os experimentos 2 ¢ 3 apresentaram resultados semelhantes, em termos de biomassa,
sendo que o experimento 3 resultou em uma Pb um pouco maior (88,30 ¢ 90,19 mg L™! dia!
para a N. gaditana e a D. salina, respectivamente). No experimento 4, embora tenha sido
empregado uma menor concentracao de nitrato, o uso combinado de ambas as fontes de carbono
resultou em um valor elevado para Pb (111,82 e 103,85 mg L™ dia™! para N. gaditana e D.

salina, respectivamente).

3 S/N calculado para o caso maior é melhor, para aumentar o resultado da Vs (Po)
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Com relagdo a produtividade de lipideos, os experimentos 1, 2 e 4 apresentaram
resultados semelhantes entre si, sendo estes relativamente baixos. Embora o experimento 4
tenha apresentado elevada producao de biomassa, sua producao de lipideos foi baixa. Por outro
lado, o experimento 3, com alto teor de nitrogénio e presenca de apenas acetato como fonte de
carbono, se destacou com uma maior Po (10,25 e 12,12 mg L'! dia™! para a N. gaditana e a D.
salina, respectivamente). Esse resultado indica que o acetato de sodio se destaca como fonte de
carbono para aumentar a Po.

A partir da analise estatistica dos dados apresentados na Tabela 11, obteve-se como
resultado os graficos dos efeitos das varidveis de entrada, Ve, representados na Figura 20. As
analises de varidncia (ANOVA) das produtividades de 6leo das microalgas Nannochloropsis

gaditana e Dunaliella salina, estao descritas na Tabela 13 e na Tabela 14, respectivamente.

Figura 20: Graficos dos efeitos das Ve sobre a Pb (a e b) e Po (c e d) das microalgas N. gaditana
e D. salina, respectivamente.
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Fonte: STATSOFT (2018).

Analisando-se a Figura 20, percebe-se que o aumento de qualquer uma das Ve resultou
em um aumento na Pb para ambas as linhagens estudadas. Com relagdo a Po, analisando-se os

dados da ANOVA (Tabela 13 e Tabela 14), percebe-se que todas as Ve (acetato, bicarbonato e
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nitrato) foram relevantes ao processo. Isto ¢ notavel devido aos elevados fatores F e baixos p-
valor (menores que 5%). Um alto valor de F significa que o fator estudado provoca maiores
variacoes na Vs do que o erro. Por exemplo, se F=3, o fator provoca uma variacao na Vs trés
vezes maior que o erro. O p-valor tem a ver com a probabilidade de se obter os resultados,
supondo que o fator ndo ¢ relevante. Quando o p-valor ¢ muito baixo, a probabilidade da

variabilidade dos dados ser aleatoria ¢ muito baixa, dando evidéncias da relevancia do fator.

Tabela 13: Analise de ANOVA dos resultados obtidos de acordo com a matriz ortogonal
Taguchi L4 para o cultivo da microalga N. gaditana.

Efeito SQ Gl QM F p (%)
Acetato 51,71 1 51,71 47,39 0,233
Bicarbonato 17,05 1 17,05 15,62 1,677
Nitrato 27,75 1 27,75 25,43 0,727
Erro 4,36 4 1,09

Fonte: STATSOFT (2018).

Tabela 14: Andlise de ANOVA dos resultados obtidos de acordo com a matriz ortogonal
Taguchi L4 para o cultivo da microalga D. salina.

Efeito SQ Gl QM F p (%)
Acetato 80,14 1 80,14 169,95 0,020
Bicarbonato 35,70 1 35,70 75,71 0,096
Nitrato 42,14 1 42,14 89,36 0,070
Erro 1,89 4 0,47

Fonte: STATSOFT (2018).

Apesar da variavel bicarbonato ter sido estatisticamente significativa para o cultivo de
ambas as microalgas, o aumento de sua concentragdo resultou em uma redugao na produtividade
de lipideos, conforme mostra as Figura 20(c) e Figura 20(d). Estes graficos ilustram uma maior
Po para ambas as microalgas, quando o bicarbonato ndo foi utilizado no cultivo (nivel baixo).

Por outro lado, o aumento das concentragdes de nitrato e acetato favoreceram a produgao
de lipideos, conforme pode ser visualizado na Figura 20 (c) e na Figura 20 (d). Esses dados
também podem ser observados na Figura 21, que modelam as Po para ambas as microalgas, em

funcdo das variaveis nitrato e acetato. Estes graficos foram obtidos a partir das Fungdes
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empiricas 20 e 21, onde Po (Na) e Po (Du) sdo as produtividades de lipideos da N. gaditana e

D. salina, respectivamente, e Nit e Ac s3o nitrato e acetato, em variavel codigo.

Figura 21:Superficie de resposta para a produtividade lipidica [mg L' dia!] para o cultivo das
microalgas N. gaditana (a) e D. salina (b) mostrando os efeitos das varidveis: acetato e nitrato.

(a) Nannochloropsis gaditana (b) Dunaliella salina
Po = -8,84+3,72*Nit+5,01*Ac Po = -11,84+4,59*Nit+6,33*Ac

- -

Fonte: STATSOFT (2018).

Po (Na) = —8,84 + 5,09Ac + 3,72Nit
(20)

Po (Du) = 1,39 + 6,33Ac + 4,59Nit 1)

Com base nestes resultados, para as proximas etapas do trabalho, optou-se em utilizar
somente o acetato como fonte de carbono. O melhor ajuste obtido nesta etapa foi considerado
o ponto de partida do estudo para a etapa seguinte do trabalho (75 mg L' e 2 g L*! de nitrato e
acetato, respectivamente), sendo denominada segunda etapa.

Vale ressaltar que esse ajuste também gerou os maiores valores de razao sinal ruido, S/N,
para as microalgas estudadas. Isto pode ser evidenciado tanto pela Tabela 11, quanto pelos
graficos das médias do S/N da Po, ilustrados na Figura 22. Esta caracteristica ¢ favoravel, pois
ao se ajustar a concentracdo do acetato e do bicarbonato no nivel alto, ndo somente a
produtividade do cultivo serd maior, como também ele sera mais robusto. Ou seja, nestas

condigdes, o processo € menos suscetivel a ruidos.
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Figura 22: Graficos dos efeitos das Ve sobre a razdo S/N da Po da (a) N. gaditana e (b) D.

salina.
(a) N. gaditana

(b) D. salina

SN (maior & melhor)
S

-
o

SN (maior & melhor)
(o]

1 2 1 2
H,C-COONa NaHCO,,

Fonte: STATSOFT (2018).

4.2 ETAPA II: ESTUDO DA CONCENTRACAO DE ACETATO E NITRATO DE SODIO
NO CULTIVO DAS MICROALGAS NANNOCHLOROPSIS GADITANA E

DUNALIELLA SALINA

Com base nos resultados obtidos na etapa I, a segunda etapa do trabalho visou um estudo

mais detalhado da influéncia do acetato e do nitrato de sodio sobre a produtividade das

microalgas D. salina e N. gaditana. Para isto, foi empregado um planejamento fatorial completo

22 com ponto central, que permite a determinacio do efeito das interagdes. Os resultados

obtidos, para ambas as microalgas, ao longo desta etapa estdo sumarizados na Tabela 15.

Tabela 15: Produtividade de biomassa (Po) obtida pelo cultivo das microalgas N. gaditana e D.
salina do planejamento fatorial completo 22.

Exp Conc. de Conc. de

acetato nitrato
[gL] [mg L]
1 2(-) 75(-)
2 6(+) 75(-)
3 2(-) 225(+)
4 6(+) 225(+)
5 4(0) 150(0)

Fonte: Produgdo do proprio autor

N. gaditana
Pb

[mg L dia!]

91,41 =£2,40
100,33 +4,94
111,02 2,02
188,93 =+10,78

146,26 +3,67

D. salina
Pb
[mg L' dia!]
95,29 +0,38
73,31 +0,23
73,29 0,01
73,97 +1,34

118,5 +9,34
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Pela andlise preliminar dos resultados, percebe-se divergéncia no comportamento das
microalgas estudadas. A N. gaditana apresentou maior variacdo entre os resultados
experimentais, enquanto os resultados da D. salina foram similares entre si, com exce¢do do

ponto central, com maiores valores de produtividade celular, Pb.

Figura 23: Produtividade de biomassa(Pb) obtida pelo cultivo das microalgas N. gaditana e D.
salina do planejamento fatorial completo 22.
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Fonte: Produc¢do do proprio autor

4.2.1 Analise estatistica dos resultados de produtividade de biomassa da microalga

Nannochloropsis gaditana

A Figura 21 mostra o grafico de Pareto para os valores de Pb da microalga N. gaditana,
no qual as barras representam os efeitos padronizados dos fatores analisados, bem como os
efeitos padronizados da interagao.

O efeito de um fator mede a diferenca da média dos resultados quando este fator ¢ ajustado
no nivel alto, pela média dos resultados quando este mesmo fator ¢ ajustado no nivel baixo. Ou
seja, quanto maior o efeito de um fator, em modulo, maior serd a influéncia deste sobre a Vs.
Isto ocorre, pois a alteracao do ajuste deste fator altera significativamente a Vs. O sinal do efeito
também ¢ relevante para a andlise. Se o efeito de um fator for positivo, o ajuste deste fator no
nivel alto aumenta a Vs. Por outro lado, se for negativo, o ajuste no nivel baixo ¢ que ira resultar

em maiores resultados na Vs.
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Pela andlise do grafico de Pareto (Figura 21) foi possivel verificar que as ambas as
variaveis estudadas, tanto o acetato como o nitrato, foram significantes sobre a Pb. Uma vez
que ambos seus efeitos foram positivos, as varidveis devem ser empregadas no nivel alto para
aumentar os valores de Pb.

A interagdo também foi considerada relevante, com um efeito positivo sobre a Pb. Ou
seja, se for aumentado, simultaneamente, a concentragdo do nitrato e do acetato, o efeito
observado sobre a Pb vai ser maior que a soma dos efeitos de aumentar as concentracdes destes

nutrientes de forma isolada.

Figura 24: Grafico de Pareto da Pb para um nivel de confianga de 95% (0=5%) no cultivo da
microalga N. gaditana.

NaNO, / 5,084

H5C-COONa 4,080

Interagao 3,241

p=5%

Fonte: STATSOFT (2018).

Outra forma de verificar a relevancia dos fatores estudados ¢ pela analise de variancia do
modelo (ANOVA). A Tabela 16 ilustra a analise dos resultados de Pb obtidos nos cultivos da
N. gaditana. Os resultados indicam uma forte relevancia das variaveis de entrada (Ve), bem
como da interagdo entre elas, com elevados valores de F e baixos p-valores (p<5%).

A Figura 25 ilustra a superficie de resposta obtida de acordo com os valores de Pb da
microalga N. gaditana em fungdo das variaveis estudadas: nitrato e acetato. O modelo empirico
¢ descrito pela Equacdo 24, em que Ac e Nit sdo o acetato e o nitrato em variavel codigo. Esta
modelagem apresentou um R-sqr de 0,84 e R-adj de 0,79. Analisando-se a Figura 25, percebe-
se que o melhor ajuste, dentre as combinagdes estudadas, foi utilizando ambos os fatores no

nivel alto (225 mg L™! de nitrato de sddio e 6 g L™! de acetato de sodio).



80

Tabela 16: Analise de ANOVA dos resultados obtidos de acordo com o planejamento fatorial
completo 2° da Pb da segunda etapa da N. gaditana.

Efeito SQ Gl oM F p (%)
Curvatura 1868,13 1 1868,13 42,40 0,01
Acetato 3769,72 1 3769,72 85,56 7%10
Nitrato 5854,70 1 5854,70 132,88 1*10™
Interagao 2379,81 1 2379,81 54,01 4,3*%1073
Erro 396,55 9 44,061
Total 14268,92 13

Fonte: STATSOFT (2018).

Figura 25: Perfil da produtividade de biomassa (Pb) obtido do planejamento fatorial completo
22 da N. gaditana.
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Fonte: STATSOFT (2018).

Pb = 132,92 + 21,71Ac + 27,05Nit + 17,25Ac * Nit (24)

Apesar do modelo apresentado na Figura 25 ser de primeira ordem, nota-se que este nao
gera um grafico plano, como ocorreu na etapa I. Observa-se uma distor¢do na superficie,
especialmente na proximidade do ajuste (+,1). Esta distor¢do esta relacionada com a elevada

influéncia da interagdo entre os fatores estudados. Em termos matematicos, a interagcao aparece
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como um fator do tipo c*X1*X> no modelo. Quanto maior o efeito da interagdo sobre a Vs,
maior a constante ¢ e, consequentemente, maior a curvatura da superficie gerada pelo modelo.

A despeito da grande relevancia dos fatores observados, também se obteve alta relevancia
da curvatura no teste da ANOVA (Tabela 16). Desta forma, pode-se supor que o modelo
quadratico poderia obter melhor ajuste da regido estudada. O coeficiente de correlagdo obtido
com o atual modelo foi de 0,841. Um modelo quadratico poderia obter melhor ajuste dos dados,
porém ja ficou evidente que o aumento da Pb foi obtido aumentando a concentragao de ambos

os nutrientes, revelando um valor de 188,93+10,78 mg L™! dia!, obtido no ponto (+,+).

4.2.2 Analise estatistica dos resultados de produtividade de biomassa da microalga D.

salina

Com relacdo a microalga D. salina, os resultados obtidos de Pb resultantes dos cultivos
conduzidos de acordo com o planejamento fatorial 2? foram similares entre si. Entretanto, os
valores mais elevados de Pb foram obtidos pelos ensaios realizados na condigdo do ponto
central, conforme mostra a Figura 23.

Embora o experimento (-,-) tenha apresentado valor superior as demais condi¢des
propostas pelo planejamento 22, seu resultado foi inferior aos alcancados pelo ponto central. Na
etapa I do trabalho (item 4.1), a microalga D. salina apresentou grandes varia¢des na Pb em
funcdo da variacdo da concentragdo de acetato e nitrato. Contudo, nessa nova regiao estudada,
correspondente a etapa II, observou-se uma menor variacdo dos resultados, apesar da maior
variagdo nos valores das Ve (acetato e nitrato).

A analise estatistica dos resultados estd representada pelo grafico de Pareto (Figura 26),

ANOVA (Fonte: Statsoft (2018).

Tabela 17), superficie de resposta (Figura 27), e o0 modelo matematico obtido (Equagao
25).
Pb=93,83-5,33Ac-5,34Nit+5,67Ac*Nit (25)

Pelos resultados obtidos da andlise estatistica, percebe-se que para um nivel de
significancia de 5%, igual ao aplicado para a N. gaditana, apenas a curvatura do modelo foi
significativa. Por outro lado, quando se aumentou a possibilidade de erro do tipo 1 (o) para
10%, (p-valor), todos os fatores foram estatisticamente significativos dentro da regido estudada

pelo planejamento. Dentre eles, a interagdo entre a concentracdo de nitrato e acetato foi a que



82

apresentou maior relevancia sobre a Pb. Esta caracteristica pode ser melhor visualizada pela
superficie de resposta, que mostra uma leve curvatura junto ao ponto (-,-) (Figura 27).
Analisando-se a Figura 27 e o gréafico de Pareto, Figura 26, pode-se verificar que o ponto
de maior Pb da microalga D. salina foi o (-,-). Entretanto, esses resultados foram contraditorios
aos apresentados na Figura 20, que indicou maiores valores de Pb para os experimentos
realizados no ponto central (0,0). Visando uma melhor compreensdo desses resultados foi

estabelecido outro critério de andlise, para isto a Figura 28 ¢ de grande importancia.

Figura 26: Grafico de Pareto da Pb para um nivel de confianca de 90% (a=10%) no cultivo da
microalga D. salina.

Interacdo ¢/ 4,053
Z 7 7 7
NaNO; /’/ / RN
// % 77 7
///
H3;C-COONa -3,810
p=10%

Fonte: STATSOFT (2018).

Tabela 17: Anélise de ANOVA dos resultados obtidos de acordo com o planejamento fatorial
completo 22 da Pb da segunda etapa da D. salina.

Efeito SQ Gl oM F p (%)
Curvatura 2064,75 1 2064,75 264,23 0,38
Acetato 113,42 1 113,42 14,51 6,25
Nitrato 113,85 1 113,85 14,57 6,23
Interagio 128,37 1 128,37 16,42 5,58
Erro 15,63 2 7,81
Total 2436,02 6

Fonte: STATSOFT (2018).
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Figura 27: Perfil da produtividade de biomassa (Pb) obtido do planejamento fatorial completo
22 da D. salina.
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Fonte: STATSOFT (2018).

Figura 28: Resultados de Pb obtidos com os cultivos da microalga D. salina.
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A Figura 28 ilustra um grafico 3D das médias de Pb das condigdes experimentais do
planejamento 22 da segunda etapa da D. salina. Cada esfera nesta figura representa o resultado
de uma condi¢ao experimental, sendo o resultado do ponto central destacado em vermelho.
Observando-se a figura, percebe-se que o ponto de maxima Pb foi o ponto central, em vermelho,
obtendo um resultado de 118,56 g L' dia”!. Esta maior produtividade ilustra um pico de

maxima produtividade nas proximidades do ponto (0, 0).

4.2.3 Extracao e caracteriza¢ao do 6leo microalgal obtido nas melhores condi¢oes preditas

pelo planejamento fatorial

Nas melhores condi¢des estabelecidas pelo planejamento de experimentos, realizado na
segunda etapa do trabalho, foram feitas extragdes de lipideos para avaliacdo da Po e
caracterizacdo do 6leo microbiano. Para a microalga N. gaditana, a melhor condigado, (+,1),
forneceu valores de 188,93 e 22,37 mg L! dia! para Pb e Po, respectivamente. A microalga D.
salina, por sua vez, cultivada na melhor condi¢do (0,0), revelou valores da ordem de 118,56
e16,03 mg L! dia™! para Pb e Po, respectivamente. Estes resultados podem ser visualizados na
Tabela 18 e na Figura 29. Conforme pode ser observado, nota-se uma grande diferenca de Pb

entre as microalgas estudadas, embora os valores de Po tenham sido similares.

Tabela 18: Produtividades de biomassa (Pb) e lipidica (Po)obtidas nas melhores condi¢des de
cultivo das linhagens N. gaditana (+,+) e D. salina (0,0) na segunda etapa.

Microalga Nitrato Acetato Pb Po
[mg L] [g L] [mg L' dia!] [mg L' dia!]
N. gaditana 225 2 188,93+10,78 22,36+2,27
D. salina 150 4 118,5+9,36 16,03+1,56

Fonte: Produgdo do proprio autor
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Figura 29: Produtividades de biomassa (Pb) e lipidica (Po)obtidas nas melhores condi¢des de
cultivo das linhagens N. gaditana (+,+) e D. salina (0,0) na segunda etapa.
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Fonte: Produgdo do proprio autor

O Quadro 1 sumariza as principais referéncias obtidas, quando se pesquisou as palavras
chave Nannochloropsis gaditana ou Dunaliella salina no titulo dos artigos da literatura. Neste
quadro estdo os trabalhos que mencionam Po e/ou Pb, informando o fotobiorreator € o meio de
cultivo utilizado, além dos melhores resultados reportados de produtividade [mg L™ dia™].

Com base nos dados apresentados no Quadro 1, pode-se verificar que os resultados
obtidos no presente trabalho estdo coerentes com os dados reportados pela literatura.

Pedro et al. (2015, 2016), cultivaram a microalga N. gaditana e o valor de Pb, 190 mg L~
!'dia™!, foi similar ao obtido no presente trabalho (188,93 mg L™! dia!). Os autores, por outro
lado, utilizaram uma concentracdo de nitrato muito maior (892,5 mg L) do que a que foi
utilizada no presente trabalho.

Moraes et al. (2019) obtiveram resultados semelhantes aos de (PEDRO et al., 2016),
também utilizando grandes quantidades de nitrato (4,87mM de NOs3"), na forma de Ca(NO3)a,
e também com a inje¢ao controlada de CO> como fonte de carbono nos cultivos e ajuste de pH

do meio.
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Quadro 1: Valores de Pb e Po encontrados na literatura para as microalgas N. gaditana e D.
salina empregando diferentes condi¢des de cultivo.

Referéncia Fotobiorreator Meio Pr’O(.iut1V1da'd ¢
maxima obtida
Mistura de Guillard /2 (75 mg L*!
Frascos conicos de NaNQO3) e residuo de planta de
3,5L) dessalinizagio (30mg L' de
(MA;%SS)” al., NO») Po=16,8 mg L"dia”
Modo: Foram testadas as fontes de
semicontinuo carbono: glicose, glicerol e
glicerina
Erlenmeyer _ 1 g
(MITRA efal, | (1L) Meio Conway (usando 100 mg L1 | L0 P‘(‘i ’? j 6“;gmL S_‘f‘
2015) de KNO3) o £
Modo: batelada
Raceway  ponds | Agua marinha suplementada com
(PEDRO et al., (7,2 m?) fertilizantes ~ 10,5mM  NOj, | Pb=190 mg L-'dia’! N
2015) Modo: batelada e | equivalente a 892,5 mg L' de | Po=30,4 mgL'dia' | S
continuo. NaNO; S
Fotobiorreator de | Agua marinha suplementada com 80
(PEDRO et al., placas planas fertilizantes  10,0mM  NOs2, | Pb=190 mg L'dia”! | =
2016) equivalente a 850 mgL' de | Po=38,0 mgL'dia’
Modo: continuo NaNO;
Eg:)ozr(;gle:tor do Mistura de Guillard /2 (75 mg L'
(MATOS et al., de NaNO:s) e residuo de planta de _ R
2017) (500 mL) dessalinizagio (30mgL™! de NO;). | FO~13,9 mel-dia
Modo: batelada Foi testado uso de glicose.
Fotobiorreator Agua do mar suplementada com | Pb=120-240 mg L
(MORAES et al., tubular nutrientes (Ca(NOs), 0,8 gL). Idia™!
2019) (3m’) Foi testado a variag@o da vazao de | Po=27,7-39,5 mg L~
CO, !dia™!
Erlenmeyer
(CHEN et al., Meio Guillard f/2 com segunda _ A5
2015b) Modo: etapa restrita em nutrientes P0=39,0 mg L dia
semicontinuo
Erlenmeyer _ BT}
(250mL) Meio Guillard f/2 enriquecido gg:g?? Eg II:"S;:' ! S
(LIU, 2016) com fertilizante ¢ ureia ao longo 1 Mg S
Modo: do cultivo Duas linhagens E
. . . . U_}
semicontinuo distintas Q
Fotobiorreator do _ BT
. tipo tanque Meio Johnson modificado com Pb74.160 mg.L dia
(MOROWVAT; 9 1 Meio modificado
(500 mL) 1,8§gL"' de KNOs3;, 13mgL _ P
GHASEMI, 2016) a0 . Pb=180 mg L 'dia
KH>PO4e 15 g L™ de glicose Meio Johnson
Modo: batelada

Fonte: Produc¢do do proprio autor

O restante dos artigos relativos a microalga N. gaditana obtiveram semelhantes resultados

com aqueles apresentados neste trabalho, mostrando a eficiéncia do presente resultado. Dentre

os resultados, Matos et al. (2017) estudaram cultivos da N. gaditana em regime autotrofico,

mixotrofico e heterotrofico (estes dois tiltimos com adi¢do de 2 g L™ de glicose), variando o
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fotoperiodo dos cultivos autotréficos e mixotrofico. Nesta publicagdo, a maior produtividade
de oleo (Po) foi obtida no cultivo autotrofico com fotoperiodo de 16 h claro e 8 h escuro
(15,5 mg L' dia™!). Neste caso, a adicdo da glicose, como fonte organica de carbono, nio
apresentou significativa melhora na Po, como foi observado para o acetato de sodio, utilizado
no presente trabalho.

Embora ndo seja mencionado no Quadro 1, por ndo ter resultados de Po, o estudo
realizado por Onay (2018) também apresentou resultados interessantes. Neste trabalho foi
estudado o cultivo da microalga N. gaditana em uma mistura de meio modificado Guillard /2,
suplementado com 150 mg L™'de nitrato, e efluente urbano, para posterior fermentagdo dos
acucares produzidos e geragdo de etanol. Foram testadas varias propor¢des de meio artificial e
residuo urbano, sendo o melhor resultado de Po, 188,93 mg L! dia™!, obtido com uso de 30%
de residuo (ONAY, 2018). Vale ressaltar que esse resultado foi muito semelhante ao obtido no
presente trabalho. A desvantagem do uso de meios artificiais ¢ o gasto com nutrientes, mas € a
unica forma de se obter produtos para aplicagdes mais refinadas, como ¢ o caso da industria
farmacéutica e alimenticia.

Com relagdo a microalga D. salina, percebe-se que grande parte dos artigos ndo menciona
as produtividades de lipideos e/ou biomassa, devido ao enfoque principal do trabalho ndo ter
sido esse. Por outro lado, aqueles que apresentam estes dados, demonstram elevadas Po e Pb.

Morowvat, Ghasemi (2016), ndo mencionam Po, porém, usando meio de cultivo Johnson
obtiveram produtividade de biomassa semelhante a que foi obtida neste trabalho (180 mg L~
'dia"). Nesse mesmo trabalho foi obtida uma Pb de 460 mg L™! dia™!, porém utilizando altas
concentragdes de nutrientes (MOROWVAT; GHASEMI, 2016).

Liu (2016), por sua vez, obteve altas Po com duas linhagens da microalga D. salina,
porém usando suplementos de fertilizante e ureia. Sendo assim, convém sugerir para futuros
trabalhos o emprego de fontes alternativas de nutrientes. Especialmente fontes organicas de
nitrogénio, que podem influenciar positivamente o cultivo das microalgas (LIU, 2016). A
presenca de uma segunda etapa de cultivo, com a adicdo de mais nutrientes, também pode ser
uma boa opcao para trabalhos futuros (CHEN et al., 2015b).

Outro trabalho relacionado a microalga D. salina, que apesar de ndo ser mencionado no
Quadro 1 (devido a auséncia de dados de Po), também merece destaque ¢ o de Zhu et al. (2018).
Neste trabalho foi avaliado o uso de 4gua de residuo de plantas de dessalinizagdo para o cultivo
das microalgas, bem como a influéncia do bicarbonato na producdo de biomassa e 3-caroteno.
O resultado mais elevado obtido pelos autores, em pequena escala, foi de 111 mg L dia™.

Embora este valor seja semelhante ao melhor resultado obtido para a D. salina, na segunda
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etapa, (118,56 mg L™! dia™!), foi obtido usando valores mais elevados de concentracio de nitrato
e bicarbonato por parte dos autores (0,5 g L' de KNOs e 8,4 g L'! de acetato) (ZHU et al.,
2018).

4.2.3.1 Indice de iodo, viscosidade, teor de dcidos graxos livres e indice de acidez

Os 6leos microbianos foram caracterizados quanto a viscosidade, teor de acidos graxos
livres, indice de acidez e indice de iodo. A Figura 30 representa o grafico obtido a partir das
analises de viscosidade dos 6leos das microalgas N. gaditana e D salina.

Conforme nota-se pela Figura 30, os 6leos obtidos, a partir de ambas as linhagens
estudadas, apresentaram grande variagao de viscosidade em funcao da taxa de deformacao. Esta
propriedade ¢ muito comum nos 6leos microbianos, em especial de microalgas e cianobactérias,
0 que caracteriza estes fluidos como ndo newtonianos (DA ROS et al., 2013; LOURES et al.,
2018). Os valores médios de viscosidade cinematica, bem como os demais dados de

caracterizagdo dos 6leos das microalgas estudadas estdo apresentados na Tabela 19.

Figura 30: Grafico da andlise de viscosidade do 6leo obtido nas melhores condi¢des preditas
pelo planejamento de experimentos.
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Tabela 19: Propriedades fisico-quimicas dos 6leos obtidos nas melhores condi¢des de cultivo
de acordo com o planejamento fatorial 22

Microalga N. gaditana Dunaliella salina
Viscosidade cinematica [mm? s™'] 58,40 + 0,50 60,1 + 0,40
Acidos graxos livres [%] 18,40 + 1,20 23,26 £ 1,30
Indice de acidez [mg KOH g'!] 36,62 + 0,90 46,27 + 1,70
Indice de iodo [g L 100g™] 78,00 £ 0,70 46,00 + 0,30

Fonte: Produgdo do proprio autor

Pela analise da tabela 17, nota-se que os valores de viscosidade do 6leo das microalgas
estudadas foram semelhantes entre si. Resultados similares também foram obtidos por Loures
et al., (2018), para o 6leo extraido da microalga Chlorella minutissima (61,2 mm? s™'a 50°C) e
para alguns 6leos de cianobactérias medidos a 50°C: M. aeruginosa — 52,7 mm? s'; Trichormus
sp. — 59,1 mm? s™'; Synechococcus sp. — 62,3 mm? s™' (DA ROS et al., 2013). Os valores de
viscosidade para os 6leos microbianos sdo mais elevados em comparacao aos 6leos vegetais:
andiroba — 38,7 mm? s’!; babagu — 29,5 mm? s’'; macatba — 29,8 mm?® s’'; palma — 36,8 mm? s~
! mamona 34,5 mm? s"'(CARVALHO et al., 2013).

O indice de acidez (IA, Tabela 19) foi maior para o 6leo da microalga D. salina,
significando que seu Oleo tem maior teor de acidos graxos livres. Esses resultados foram
superiores aos reportados por Loures ef al.(2018), 26,1 mg KOH g'!, para o 6leo da microalga
Chlorella minutissima. Entretanto, os valores obtidos em ambos os estudos foram mais
elevados em relagio aos obtidos para alguns éleos vegetais (mg [KOH g']): andiroba — 0,1;
babacu — 0,7; palma — 0,3; mamona — 0,3; zapota — 3,79; jupati — 10,0 (CARVALHO et al.,
2013; KUMAR; SURESHKUMAR; VELRAJ, 2015). Uma caracteristica ja esperada para os
0leos de origem microbiana. Apesar dos resultados de TA obtidos no presente trabalho serem
considerados altos para a maioria dos 6leos vegetais, eles estdo entre os mais baixos em relagao
aos 6leos residuais (entre 1,3 a 193 mg KOH g') (AGUIEIRAS; CAVALCANTI-OLIVEIRA;
FREIRE, 2015).

Uma ultima informacao relevante que consta na Tabela 19 € o indice de iodo (Ii), que
resultou em valores distintos para os 6leos das linhagens estudadas. O Ii mede o grau de
instauracao de um o6leo. Quanto maior o Ii, maior o grau de instauracdo do 6leo. Com isto,
percebe-se que o 6leo obtido a partir da microalga N. gaditana apresentou mais insaturagdes
em relagdo ao 6leo da D. salina. Loures et al. (2018), por exemplo, obtiveram 30 gl> 100g™,

quando avaliaram o 6leo da microalga Chlorella minutissima. Esse 0leo apresentou menos
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insaturagdes em relagdo ao 6leo obtido no presente trabalho, para ambas as espécies estudadas.
Os valores de Ii [gl> 100g™!] obtidos de alguns 6leos vegetais foram maiores que os resultados
aqui obtidos (palma — 98; mamona — 101), menores (babagu — 25; macatba — 28) ou
intermediarios entre os valores das microalgas estudadas (andiroba — 69; zapota — 65)
(CARVALHO et al., 2013; KUMAR; SURESHKUMAR; VELRAJ, 2015).

Os resultados de Ii sdo de grande importancia para o estudo do grau de instauragdo de um
0leo. Entretanto, torna-se necessario uma analise mais refinada, como o perfil dos 4cidos graxos
(AGs), obtido por cromatografia gasosa (CG). A Figura 31 ilustra os perfis de AG obtidos nas
melhores condi¢des de cultivo, de acordo com os resultados na segunda etapa.

O Quadro 2 e o Quadro 3, por sua vez, mostram dados reportados pela literatura, com
relacdo aos AGs majoritariamente presentes no 6leo das microalgas N. gaditana e D. salina,
respectivamente. Os resultados apresentam a faixa de teores (méximo e minimo) obtidos para
cada AG em cada referéncia consultada.

Pela analise do Quadro 2, percebe-se que, em alguns trabalhos (CANCELA et al., 2019;
CARRERO et al., 2015; JAZZAR et al., 2015; LOPEZ et al., 2015; MILLAO; UQUICHE,
2016; PENA et al., 2015) nao é mencionado de forma detalhada o modo de cultivo, nem os
nutrientes empregados na obtencdo da biomassa. Isto ocorre, pois o objetivo dos respectivos
trabalhos foi focado no estudo do 6leo microbiano (CARRERO et al., 2015; JAZZAR et al.,
2015; LOPEZ et al., 2015) ou na producio de biodiesel (CANCELA et al., 2019; PENA et al.,

2015). Em alguns casos a biomassa foi adquirida de terceiros.
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Figura 31: Perfil de AGs resultante do 6leo microalgal obtido das melhores condigdes de cultivo
das microalgas N. gaditana (+,%) e D. salina (0,0)®

Acido heneicosanoico (C21:0) ﬁfﬁé S N éé;dlitc;m'a"_
Acido araquidico (C20:0) %2,85 il
Acido y-linolénico (C18:3) -%3,72 i

Acido linoléico (C18:2) £/ 717,07 i
Acido oléico (C18:1) 7 Tli2sos
Acido estearico (C18:0) 2 /18,99 i
Acido margarico (C17:0) -@1,58 i
Acido palmitoleico (C16:1) £//////////}7.03 i
Acido palmitico (C16:0) |/ 422,18 i
Acido miristico (C14:0) 20,78 i
Acido laurico (C12:0) fJo8s o

Teor (%) O 5 10 15 20 25
Acido y-linolénico (C18:3) 1,11 D. salina
Acido linoléico (C18:2) 7hi14,65 . 48_'
Acido oléico (C18:1) E ),jﬂ i

Acido estearico (C18:0) E77/}3,15 i

Acido Cis-10-heptadecandico (C17:1) ﬁ 0,97 -
Acido palmitoleico (C16:1) Z 2,34 i

Acido palmitico (C16:0) E /410,37 -

Acido miristico (C14:0) M 7,11 i\

Acido miristoléico (C14:1) @ 1,34 i

Acido Laurico (C12:0) £ 20,4 il

Acido caprico (C10:0) ] 0.93 .

Fonte: Produgdo do proprio autor

4 Teores dos acidos graxos em %m/m.
5 Sdo mostrados apenas os AGs identificados com teores superiores a 0,7%
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(continua)
Teor de acido graxo (%)
Referéncias Meio
Cl14:0 | C16:0 | Cl16:1 | C18:0 | C18:1 | C18:2 | C18:3 | C20:5
(CARRERO et _ o ‘
Biomassa adquirida de terceiros 4.4 24,6 32,4 0,8 39 2,3 2,1 16,9
al., 2015)
(JAZZAR et _ o ‘
Biomassa adquirida de terceiros 6,8 19,4 32,1 - 5,8 5,5 - 21,0
al., 2015)
(LOPEZ et al., ,
Biomassa adquirida de terceiros 7,3 233 24.8 - 3,9 3,8 - 29,8
2015)
Mistura de Guillard /2 (75 mg L™! de NaNO3) e residuo
(MATOS et al., de planta de dessaliniza¢do (30 mg L' de NO3"). 1,3a | 29,4a | 1,7a 0,52 | 4,8a | 0,52 | 0,4a | 12,2a
2015) Foram testadas as fontes de carbono: glicose, glicerol e 12,2 56,8 30,7 17,3 | 25,0 5,5 5,1 0,2
glicerina
(PENA et al., ‘
Nao mencionado 3,0 16,0 17,1 - 0,5 8,0 9,0 20,5
2015)
17,65 | 19,52
(MITRA et al., 4,15a 0,29a|6,03a|1,32a|193a
Meio Conway (100 mg L' de KNO3) a a -
2015) 6,83 541 | 11,74 | 3,62 | 37,83
29,51 | 35,59
(PEDRO et al., Agua marinha suplementada com fertilizantes (10,5mM | 2,6a | 13,5a| 9,3 a 19a | 19a 10,8 a
2015) NOs?2, equivale a 892,5mg L' de NaNO3) 8,9 22,7 34,8 9,4 8,2 33,9
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(conclusao)
Teor de acido graxo (%)
Referéncias Meio
Cl14:0 | C16:0 | C16:1 | C18:0 | C18:1 | C18:2 | C18:3 | C20:5
(MILLAO;
UQUICHE, Biomassa adquirida de terceiros 10,61 | 30,03 | 28,13 - 11,49 | 2,33 - 8,06
2016)
(PEDRO et al., Agua marinha suplementada com fertilizantes (10 mM | 3,1a | 139a | 4,0a 25a | 24a 25a
2016) NOs?, equivalente a 850 mg L' de NaNO3) 7,6 28,1 29,7 10,4 | 19,1 37,2
Mistura de Guillard /2 (75 mg L' de NaNO3) e residuo
(MATOS et al., o . 0,8a | 25,1a 22a | 3, 7a | 0,5a | O0,1a
de planta de dessaliniza¢do (30 mg L' de NOs"). Foi - -
2017) 12,0 54,5 12,3 | 26,6 | 13,8 5,6
testado uso de glicose.
(EL . . . . .
Agua marinha enriquecida com os nutrientes do meio | 2,46a | 16,0la | 1598a| Oa Oa Oa
ARROUSSI et . 0 -
Guillard /2 5,41 | 27,81 | 26,79 4.8 19,48 36,2
al., 2017)
(CANCELA et ) ' ‘
Agua marinha filtrada e Goldmedium 6,83 45,8 18,30 | 17,07 | 4,48 1,19 - 6,33
al.,2019)
(FERREIRA et Agua do mar suplementada com nutrientes (KNO; 6,71- | 24,22- | 22,84- | 1,11- | 4,83- | 0,93- 9,79-
al., 2018) 4mM) 8,55 | 34,22 | 28,22 | 1,59 | 12,27 | 2,80 27,62

Fonte: Producdo do proprio autor



Quadro 3: Teor dos principais AGs obtidos da literatura com relagdo a microalga D. salina.

Teor de acido graxo (%)
Referéncias Meio
C16:0 (%) | Cl16:1(%) | C18:0(%) | CI8:1(%) | C18:2(%) | C18:3(%)
Meio Erd-Schreiber’s modificado
23,62 0,35 4,38 4,53 18,64 43,78
(120 mg L' de NaNO3). Foi testado
(CHO et al., 2015) a a a a a a
0 uso de mio-inositol como nutriente
' 25,61 0,39 5,15 5,78 20,18 46,37
suplementar ao meio
(CHEN et al., 2015b) Meio Guillard f/2 18,5 - 10,4 11,1 - 18,6
18,65 0,00 1,75 1,23 8,95 23,64
Meio Erd-Schreiber’s modificado
(CHO et al., 2016a) a a a a a a
(120 mg L' de NaNO3)
30,81 0,25 9,76 3,39 26,39 50,97
Meio Guillard f/2. 11,00 0,22 0,02 1,57 24,84 50,03
(CHO et al., 2016b) Foi testado o uso de fenol como a a a a a a
indutor de stress oxidativo. 19,63 0,32 1,83 2,36 28,66 57,87
, 20,84 0 41,56
(EL ARROUSSI et Agua marinha enriquecida com os
a a - - - a
al.,2017) nutrientes do meio Guillard /2
26,2 4,2 64,61

Fonte: Producdo do proprio autor
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Alguns trabalhos mostram que, mesmo quando a biomassa da N. gaditana foi adquirida
de fontes distintas, os perfis de AGs foram semelhantes, com baixos teores de AGs com 18
carbonos: aproximadamente 20% de C20:5, 20% de C16:0 e 30% de C16:1. Esses resultados
diferem um pouco em relacdo aos valores obtidos no presente trabalho. Especialmente,
apresentando menores teores de AGs de 18 carbonos e maiores teores de C16:1 e C20:5
(CARRERO et al., 2015; JAZZAR et al., 2015; LOPEZ et al., 2015; PENA et al., 2015). Penia
et al. (2015), por outro lado, obteve maior teor de C18:3 (9%) e menor de C16:1 (17,1%), em
relacdo aos demais trabalhos. Valores estes maiores que o obtido no presente estudo (3,72% de
C18:3 ¢ 7,03% de C16:1).

Millao e Uquiche (2016) se destacaram pela obtengdo de um elevado teor de C18:1,
11,49%, em relacao a literatura consultada. Menor teor, no entanto, em comparagdo com o
presente estudo. Cancela et al. (2019) obtiveram o maior teor de acido estearico (C18:0), em
comparagdo com os demais trabalhos da literatura consultada e com o resultado obtido nesse
estudo (8,99%). Porém obtiveram menores resultados de C18:1 ¢ C18:2 (4,48 ¢ 1,13%,
respectivamente), em relagdo ao presente trabalho.

Matos et al. (2015), por sua vez, cultivou a microalga N. gaditana, utilizando o meio
Guillard f/2 misturado a um residuo de planta de dessalinizagdo. Neste trabalho foram testadas
algumas fontes de carbono (glicose, glicerol e glicerina). Dos resultados apresentados pelos
autores, a glicerina, aparentemente, inibiu a formacao de C16:1, pois seu teor ndo passou de
2% quando esta fonte de carbono foi empregada, enquanto os demais cultivos apresentaram
teores entre 10,9 ¢ 30,7%. E possivel que o acetato tenha efeito semelhante sobre o C16:1, visto
que no presente trabalho obteve-se apenas 7,03% deste AG.

Segundo Matos et al. (2015), os teores dos AGs C18:0 e C18:1 foram mais elevados
quando glicose foi empregada no meio de cultivo, enquanto que os AGs C18:2 e C18:3 nao
foram influenciados pela fonte de carbono. O AG C20:5, por sua vez, revelou seu maior valor
em meio f/2, sem fonte de carbono adicional, (12,2%) (MATOS et al., 2015). Percebe-se com
estes resultados, que a fonte de carbono tem forte influéncia sobre o perfil dos AGs do 6leo
produzido pelas microalgas.

Em uma continuacao de estudo, Matos et al. (2017) trabalhou com o mesmo residuo de
planta de dessalinizagdo misturado ao meio Guillard /2, para o cultivo da microalga N.
gaditana. Os autores testaram cultivos nos regimes autotrofico, mixotréfico e heterotrofico.
Nos cultivos autotrofico e mixotrofico foi avaliado o efeito do fotoperiodo. Enquanto isto, nos
cultivos heterotrofico e mixotrofico foi utilizado glicose (2 g L'') (MATOS et al., 2017). Nos

resultados apresentados pelos autores, percebe-se que a presenca de glicose, cultivo
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mixotrofico, desfavoreceu a produgdo de C16:0. Quando os autores utilizaram, por exemplo,
um fotoperiodo de 12h claro e 12h escuro em presencga de glicose, cultivo mixotréfico, o teor
de C16:0 foi de 25,1%. Entretanto, a concentracdo de C16:0 passou para 54,5% quando ndo foi
utilizado glicose, para o mesmo fotoperiodo, cultivo autotrofico (MATOS et al., 2017). O
cultivo heterotréfico (com 2 g L™ de glicose no escuro), por sua vez, favoreceu a produgio dos
acidos graxos C18:1, C18:2, C18:3 e C20:5, obtendo 12,2; 26,6; 13,8 e 5,6%, respectivamente
(MATOS et al., 2017).

Mitra et al. (2015) estudaram salinidade, intensidade de luz e fotoperiodo sobre o cultivo
da N. gaditana. Os autores observaram pouca variagdo do AG C16:0 em fungdo destes fatores,
com resultados semelhantes aos obtidos no presente trabalho. O teor de C16:1 obtido pelos
autores variou significativamente, sendo favorecido por maior intensidade de luz e maior
salinidade. Os teores dos AGs de 18 carbonos obtidos por Mitra et al. (2015) foram menores
em relacdo aos obtidos nesse trabalho, refor¢ando a ideia de que o uso de acetato, nao
empregado pelos autores, favoreca a produgao de tais AGs.

Pedro et al. (2015), ao contrario do efetuado no presente trabalho, utilizou luz solar na
iluminacao de seus cultivos, estudando a influéncia da época do ano, em uma “raceway pond”
que operava em regime batelada e continuo. Pelos dados apresentados pelos autores, o teor de
nitrato teve pouca influéncia sobre o perfil de acidos graxos. Quando empregado de 0,8 a
5,5 mM de nitrato, o teor de C20:5 variou entre 21,5 e 25,6%. Quando foram usados 9,2 ou
10,5 mM, os valores obtidos foram 30,1 e 28,7%, respectivamente. Ou seja, para mudangas
mais significativas no perfil de acidos graxos, a concentragdo de nitrato empregada no cultivo
deveria ser muito mais elevada. Pedro et al. (2016), em uma continuacao de estudo, obtiveram
resultados semelhantes quanto ao perfil de 4cidos graxos em relagdo ao primeiro trabalho.

El Arroussi et al. (2017), por sua vez, fizeram uma analise de varredura abrangendo 57
linhagens de microalgas, obtidas da costa do Marrocos, tanto do Oceano Atlantico, quanto do
Mar Mediterraneo. Dentre estas linhagens foram estudadas duas da microalga N. gaditana
(Quadro 2), e duas da microalga D. salina, (Quadro 3). Todos os cultivos realizados pelos
autores utilizaram agua marinha enriquecida com os nutrientes do meio Guillard /2. Com
relagdo aos AGs com 18 carbonos, os resultados obtidos no presente trabalho revelaram maiores
teores dos AGs C18:1 e C18:2. Enquanto isto, os resultados de El Arroussi et al. (2017) sdo
mais voltados para o AG C18:3. Sabe-se que ambos os trabalhos tém como base o meio de
cultivo Guillard f/2, e que o presente trabalho empregou grande quantidade de acetato de sodio,
nutriente ndo utilizado por El Arroussi et al. (2017). Portanto, ¢ provavel que esta fonte de

carbono, além de aumentar a produgdo de 6leo da N. gaditana, tem forte influéncia em seu
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perfil de AGs. Outro fator que diferencia substancialmente os resultados do presente trabalho
com os das duas linhagens estudadas por El Arroussi ef al. (2017), é o baixo teor de C16:1 aqui
reportado.

Ainda com relacdo a microalga N. gaditana, o presente trabalho obteve quantidade
significativa do AG C20:0, 2,85%, embora as referéncias do Quadro 2 ndo o mencionem.
Abedini Najafabadi et al. (2015), por outro lado, quando trabalhou com a microalga Chlorella
vulgaris, obteve resultados entre 1,1 e 2,0% de C20:0, semelhantes ao resultado aqui obtido
(2,85%).

A partir desse ponto serdo analisados os dados reportados no Quadro 3, sobre o perfil de
AGs da microalga D. salina.

(CHEN et al., 2015b), trabalhou com cultivos em duas etapas, sendo que na primeira foi
utilizado meio Guillard f/2, enquanto na segunda trabalhou com o meio Guillard f/2 completo
ou sem algum dos nutrientes (nitrato, fosfato, vitaminas ou metais traco). Considerando os
resultados apresentados pelos autores, percebe-se que o maior teor de C18:3 foi obtido quando
a segunda etapa ndo continha os elementos traco (18,6%, maior que o resultado obtido no
presente trabalho, 1,11%). Nesta mesma condig¢do, o teor de C18:1 foi de 11,1% (valor menor
em relacdo ao aqui obtido, 27,48%). Por estes resultados, percebe-se que o acetato, aqui
empregado, pode alterar o perfil de AGs, desfavorecendo a produgao de C18:3.

No trabalho de Cho et al. (2015), foi testado o uso de mio-inositol (500 mg L™!) como
suplemento ao cultivo da microalga D. salina. Os autores apresentaram duas analises de CG do
perfil de AGs do 6leo microalgal: um obtido do cultivo com mio-inositol; outro do meio
“controle”, sem mio-inositol. Este nutriente aparentou nao influenciar na producdo do AG
C16:0, nem do C16:1. No entanto, Cho et al. (2015) obtiveram maiores teores de C16:0 ¢
menores teores de C16:1, em relacao aos resultados aqui obtidos. O mio-inositol também nao
demonstrou grande influéncia sobre os teores dos AGs com 18 atomos de carbono na cadeia
(CHO et al., 2015). Comparando-se com o presente trabalho, os valores de C18:0 e C18:2 foram
razoavelmente semelhantes. Contudo, enquanto que o presente trabalho apresentou elevados
valores de C18:1, Cho et al. (2015) apresentou altos teores de C18:3. Embora o mio-inositol
nao tenha alterado fortemente os dados de Cho et al. (2015), o acetato de sddio pode ter sido
um motivador do direcionamento da produ¢do da D. salina do AG C18:3 para o C18:1.

Cho et al. (2016a) testou o uso de Heterocapsa circularisquama para a biofloculacio da
microalga D. salina. Foram feitas duas analises de CG, uma com 6leo de uma biomassa que foi
colhida por centrifugagdo e a outra de um 6leo da biomassa que foi colhida por biofloculagao,

usando Heterocapsa circularisquama. Pelos resultados publicados por Cho et al. (2016a),
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percebe-se que o uso deste tipo de biofloculagdo afetou grandemente os resultados do perfil dos
acidos graxos, especialmente com relagdo aos AGs C16:0, C18:2 e C18:3. Verifica-se que a
biofloculagdo reduz o teor dos acidos graxos poli-insaturados (C18:2 e C18:3) do o6leo
resultante, aumentando o teor dos AGs saturados, como o0 C16:0 (CHO et al., 2016a). Em outras
palavras, este processo de colheita pode ser vantajoso na obtengdo de 6leo para a produgdo de
biodiesel.

Cho et al. (2016b), por sua vez, trabalhou com a influéncia da toxicidade do fenol como
estresse oxidativo sobre a microalga D. salina. Neste caso, a concentragao de fenol no meio foi
variada de 0 a 150 mg L' e foi estudado, dentre outras coisas, o efeito deste sobre o perfil de
acidos graxos do 6leo obtido. Percebe-se, pelo Quadro 3, que o fenol teve pouca influéncia
sobre os AGs C16:1, C18:0, C18:1 e C18:2, contudo influenciou substancialmente os teores
dos AGs C16:0 e C18:3. Os valores de C16:0 obtidos por Cho et al. (2016b) tendem a reduzir
com o aumento da concentragdo de fenol, sendo seu menor valor (11%), obtido com 150 mg L~
!'de fenol, o mais semelhante com o aqui reportado (10,37%). Com relagiio ao AG C18:3, houve
um substancial aumento em seu teor no 6leo com o aumento no teor de fenol.

Da mesma forma que trabalhou com duas linhagens da microalga N. gaditana, El Arroussi
et al. (2017) também trabalhou com duas linhagens da D. salina, conforme mostra o Quadro 3.
Por estes resultados percebe-se grande diferenga com relagdo ao perfil dos AGs com 18
carbonos na cadeia. O presente trabalho revelou teores substancialmente maiores dos AGs
C18:1 e C18:2, enquanto que El Arroussi et al. (2017) reportaram elevados teores do C18:3, de
modo semelhante ao ocorrido com a N. gaditana. Esses resultados mostram mais evidéncias de
que o acetato de sodio desloca o metabolismo celular das microalgas estudadas, alterando seu

perfil de AGs.

4.3.ETAPA III: ESTUDO DE DIFERENTES COMPRIMENTOS DE ONDA (A) COMO
FONTE DE ILUMINACAO NO CULTIVO DAS MICROALGAS

A terceira etapa do presente trabalho visou estudar o efeito do A, na iluminacao empregada
durante o cultivo, sobre a produtividade da microalga Dunaliella salina (Pb e Po) e sobre o
perfil de AGs do 6leo obtido.

Para esta finalidade, foram empregados dois planejamentos de mistura simplex com
centroide. Em ambos os casos, foi utilizado o meio Guillard f/2 com 150 mg L' de nitrato,

melhor ajuste encontrado na etapa anterior.
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A distingdo entre os planejamentos foi o fato de um ser executado com acetato (4gL™!,
seguindo o melhor ajuste da etapa 2), enquanto o segundo planejamento foi feito sem a adigdo
desta fonte de carbono. Com esta analise pode-se perceber ndo somente o comportamento da
produtividade do cultivo (Pb e Po) quando se varia o A, mas também como este comportamento
varia em func¢do da presen¢a ou auséncia de uma fonte organica de carbono. Os resultados de

Pb e Po estdo sumarizados na Tabela 20 e na Figura 32.

Tabela 20: Resultados de Pb e Po da D. salina do planejamento de mistura simplex

Variaveis de entrada® Sem acetato Com acetato
Azul Verm. Verde Pb Po Pb Po

[mg L' dia!] [mgL'dia!] [mgL'dia!] [mgL"!dial]
1 1 0 0 11,43+0,14 0,81+0,01  81,17+£1,20  24,03+3,11
2 0 1 0 13,35+0,24 1,18+0,02  88,80+£12,86  2,60+0,25
3 0 0 1 11,46+0,29 1,31+0,03 103,87+8,87 4,34+1,73
4 V2 Y 0 21,19+0,18 1,96+0,02  89,88+10,41 38,26+8,95
5 Y 0 Ve 7,99+0,01 1,05+0,001 91,24+18,12 45,33+12,03
6 0 7 7 14,93+0,27 1,09+0,02  89,99+£8,52  42,47+10,12
7 Ve s s 9,59+0,02 0,63+£0,001 136,67+£8,20  24,69+0,50

Fonte: Produgéo do proprio autor

Com relacao aos resultados de biomassa, percebe-se que os cultivos realizados com
acetato apresentaram resultados semelhantes entre si, sendo que o experimento realizado em
luz branca forneceu o maior valor de produtividade, Pb=136,67 mg L™! dia™!, conforme mostra
a Figura 32 (b). Enquanto que, para o cultivo realizado na auséncia desse nutriente observou-
se uma influéncia maior do A sobre a Pb, com melhor resultado sob ilumina¢ao azul e vermelha,
Pb=21,19 mg L! dia!, vide Figura 32 (a). Provavelmente, a adi¢io de uma fonte organica de
carbono (acetato), que ndo precisa da fotossintese para absorcdo, resulta em uma menor
influéncia da iluminagdo sobre a Pb.

A produtividade de lipideos (Po), por outro lado, foi fortemente influenciada pelo A
empregado no cultivo, tanto na presenga quanto na auséncia de acetato, conforme mostra a

Tabela 20 e a Figura 32. Os melhores resultados obtidos foram de 45,33 mg L' dia™! (luz azul

% Neste caso, as Ve representam as proporgdes de LEDs de cada cor utilizadas em cada condigio (e.g. o
experimento 7 teve a iluminagdo composta de 5 de cada uma das trés cores, sendo iluminado por luz branca).



100

e verde) e 1,96 mg L' dia! (luz azul e vermelha), na presenca e auséncia de acetato,
respectivamente. Além disso, o acetato de sodio resultou em um aumento significativo de Pb,

Po e teor de lipideos, demonstrando sua grande importancia para o cultivo.

Figura 32: Resultados da terceira etapa da D. salina, com relagdao a Pb: (a) sem acetato e (b)
com acetato e Po: (c) sem acetato e (d) com acetato.
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Fonte: Produgdo do proprio autor

Os valores obtidos de acordo com a matriz experimental foram analisados usando
softwares estatisticos, sendo que foi empregado o logaritmo natural dos valores de Po, In(Po),
ao invés dos valores originais, devido a um melhor ajuste do modelo matematico. Desta forma,

In(Po) foi utilizado como Vs nas analises estatisticas a seguir.
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Tabela 21: Andlise de ANOVA do planejamento de mistura simplex da D. salina sem acetato
no meio de cultivo

6 579,81

2 0,12 0,26 0,13 286,93 ~0
3 0,64 0,73 0,24 550,34 =0
1 0,32 0,65 0,65 1452,19 ~0
1 0,08 0,0005 0,0005 1,06 33,8
1 0,24 0,02 0,02 50,72 ~0
1 0,78 0,78 0,78 1748,65 =0
1 0,78 0,78 0,78 1748,65 ~0
7 0,003 0,003 0,0004

13 1,55

Fonte: MINITAB INC. (2018).

Tabela 22: Analise de ANOVA do planejamento de mistura simplex da D. salina com acetato
no meio de cultivo

Fonte: MINITAB INC. (2018).

A partir do estudo dos resultados foram obtidos: as andlise de varidncia (ANOVA),
mostradas nas Tabela 21 e Tabela 22; os graficos de Pareto (Figura 33). Com base nestas

analises, percebe-se que todas as Vs e quase todas as interacdes estudadas foram relevantes
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(p<1%). A tinica excec¢do ¢ a interagdo entre a luz azul e a luz verde, que ndo foi significativa
(p>1%) para o cultivo sem acetato (Tabela 21 e Figura 33 (a)). Isto ndo significa que a luz azul
ou a verde sejam pouco importantes para o cultivo sem acetato. Na verdade, significa que o
fator BiX1X3, referente a dita interagao, ndo tem papel fundamental na modelagem do problema.

Outro fator relevante ¢ o ajuste do modelo aos dados experimentais, indicado pelo
coeficiente de correlacdo ajustado, R-adj. As modelagens realizadas sem e com acetato geraram
valores de R-adj de 0,996 e 0,9148, respectivamente. Estes valores, muito proximos de 1,
indicam forte correlacdo entre as variaveis de entrada (Ve) e a variavel de saida (Vs). Isso

mostra que, ambos os modelos apresentam 6timos ajustes aos dados experimentais obtidos.

Figura 33: Graficos de Pareto da Po da D. salina em cultivos: (a) sem acetato; (b) com acetato.
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Fonte: STATSOFT (2018).

Os modelos matematicos para os cultivos sem acetato e com acetato estdo representados
nas Equagdes 26 e 27, respectivamente. Estas fun¢des empiricas relacionam as proporcdes de
luz azul, A, vermelha, Vm, e verde, Vd, com o logaritmo natural da produtividade de lipideos,

In(Po).

In (Po) =0,2114 + 0,165Vm + 0,270Vd + 2,7834AVm + 0,0754Vd — 0,520V mVd — 21,4884AVmVd ......... (26)

In (Po) = 3,1714 + 0,949Vm + 1,381Vd + 6,225AVm + 6,0054Vd + 10,217VmVd — 30,28784AVmVd.....(27)
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Figura 34: Modelagem obtida para a Po da Dunaliella salina cultivada: (a) sem acetato; (b) com
acetato.
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Fonte: STATSOFT (2018).

Com relagdo as interagdes entre as variaveis de entrada, as quadraticas, duas a duas,
apresentaram, de um modo geral, intensidades significativas e positivas. Este ¢ um reflexo do
fato de os melhores resultados de produtividade lipidica obtidos para cada planejamento, serem
alcancados quando dois As foram empregados simultaneamente na iluminagao.

As interacdes cubicas também foram significativas, porém negativas. Relacionadas ao

fato de a luz branca ter resultado em menor valor de Po, em relagao as combinagdes de cores
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duas a duas. Isto ¢ facilmente visualizado nos graficos e nos modelos matematicos obtidos (vide
Equacao 26, Equacao 27 e Figura 34).

Ao observar a Figura 34, fica claro como a presenca ou auséncia de acetato influéncia na
mudanc¢a do comportamento do cultivo. Entre elas, percebe-se que a luz vermelha ou verde,
usadas isoladamente, geram os piores resultados de Po para o cultivo realizado na presenca de
acetato. Entretanto, esse efeito ndo foi constatado para o cultivo autotréfico (auséncia de
acetato). O uso isolado da luz azul apresenta resultados intermediarios para ambos os
planejamentos. Por outro lado, o uso da luz branca (%5, 3, ”5) ndo forneceu os melhores
resultados em nenhum dos casos.

Conciderando que os resultados do planejamento com acetato resultaram em maiores
valores de Po, e visando obter elevada produtividade, foi empregada uma ferramenta do Minitab
de otimizacao por desiribility. Para a configuracao do otimizador, foi utilizado um minimo valor
de 0 e um maximo de 4,2 para a Vs In(Po). Estes valores correspondem a uma faixa de 1 a
66,7 mg L' dia! de Po. Sendo 1 mg L' dia! uma Po muito baixa em relacdo as obtidas na
Etapa 111, significando ser proibitivo obter valor inferior a este. Ademais, 66,7 mg L dia™ é
um valor razoavelmente acima do maximo obtido na Tabela 20, servindo de alvo para o
software. Também, o valor adotado de r, vide equagdo 16, foi de 1, valor equilibrado com
relacdo linear entre desirability e valores de Vs, In(Po).

A resposta apresentada pode ser visualisada na Figura 35. Pela analise da figura, percebe-
se um valor de desirability 0,9311, proximo ao intervalo superior estipulado. Este resultado,

que favorece o aumento da Po, ¢ com 64,79% de luz azul e 35,21% de luz verde.

Figura 35: Resultado do otimizador por desirability do Minitab para o modelo de mistura com
adi¢ao de acetato.

Optimal ' [1:Azul [1:Vemelho [1:Verde
D: 0.9311 High 1,0 1,0 1,0

i Cur [0,6479] [0,0] [0,3521]
Low 0,0 0,0 0,0

In(Po)
M aximum
y = 3,9108
d= 093113

Fonte: MINITAB INC. (2018).
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Para verificar esta condicdo, foi feito um experimento confirmatorio, usando acetato
(4 gL e trabalhando com 65% de luz azul e 35% de luz verde, condi¢io denominada C
(confirmatoério). Os arredondamentos sdao necessarios devido a dificuldades experimentais no
ajuste dos valores das Ve. Esta condi¢do de iluminacdo gera uma resposta prevista de
P0=49,93 mg L"! dia!. Construindo-se um intervalo de confidnca de 5% de significincia para
este valor temos uma resposta esperada entre 29,52 e 84,45 mg L™! dia™'.

A condi¢ao C, conduzida com 65% de luz azul ¢ 35% de luz verde, obtive Pb de
105,06+5,26 mg L™ dia! e Po de 53,47+6,40 mg L™! dia™!. Estes resultados estdo graficamente
representados na Figura 36, que também ilustra o intervalo de confianga para o valor previsto
de Po pelo modelo (0=5%) e os fotobiorreatores operando nesta condigao.

Pela Figura 36 percebe-se que os resultados empiricos de Po na condigao C estao contidos
no intervalo de confianca estipulado. Fato que demonstra boa aderéncia e aplicabilidade ao

modelo desenvolvido.

Figura 36: (a) Resultados de Po e Pb da condicao C (b) Fotobiorreatores em operagdao na
condicdo C (c) intervalo de confianca (0=5%) para o valor de Po predito pelo modelo.
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Com relagdo aos resultados do planejamento de mistura, ¢ importante ressaltar o grande
incremento nos valores de produtividade lipidica resultantes dessa etapa de trabalho. O maior
resultado de Po, obtido em etapa anterior (16,03+1,56 mg L! dia™") foi aproximadamente trés
vezes inferior ao da condi¢io C, da ordem de 53,47+6,40 mg L™! dia™’.

Com isto, obteve-se bons valores de Po, sem a necessidade do acréscimo excessivo de
nutrientes, como alguns autores reportam na literatura (Quadros 1 e 2). Esse estudo mostra que,
apesar de o ajuste de A requer investimento em LEDs de cores especificas, ele propicia um
grande aumento de Po. Ademais, existe a elevada durabilidade e o baixo consumo energético
dos LEDs. Outro fator ¢ o elevado teor lipidico da biomassa do experimento C, 50,89%, fator
que facilita e torna mais rentdvel a extragao do 6leo.

Com relagdo aos dados da literatura, Helena; Zainuri e Suprijanto (2016), trabalhando
com diversos meios de cultivo, verificaram grande variacdo na maxima densidade celular dos
cultivos da D. salina quando a iluminacdo era mudada de azul para vermelha. Segundo este
trabalho, sob as condigdes de cultivo que foram empregadas, a iluminagdo vermelha tem maior
favorecimento ao crescimento celular em relacao a luz azul. Os dados reportados por Helena;
Zainuri e Suprijanto (2016) se assemelham ao comportamento apresentado pelos experimentos
aqui conduzidos com apenas luz azul ou apenas luz vermelha, sem acetato, mostrando Pb
sutilmente maior para luz vermelha, 13,35 mg L™ dia™!, em relagdio a azul, 11,43 mg L' dia™".

Woong et al. (2014) também estudaram a influéncia das cores azul, vermelha e branca na
iluminacao de cultivos, porém para a microalga N. gaditana. Em seus estudos foi implementado
um cultivo continuo. As cores da iluminagdo foram mudadas ao longo de um mesmo cultivo e
foi esperado se obter um estagio estaciondrio para colher os resultados. De acordo com os
autores, a luz vermelha foi a que apresentou maior produtividade celular, em detrimento as
iluminacdes azul e branca. Ainda segundo dados reportados por Woong et al. (2014), o melhor
teor de FAMESs foi obtido sob a influéncia da luz vermelha. De modo similar, quando se analisa
os resultados do presente trabalho para o planejamento sem acetato, percebe-se que a
iluminacao vermelha ¢ a que gera maior Po em relacdo ao uso da luz branca ou azul.

Okumura et al. (2015), cultivando a microalga Botryococcus braunii, também testaram o
uso da iluminacdo com diferentes As, nas faixas do azul, verde ¢ vermelho, além das
combinagdes destas cores. Neste trabalho, as combinacdes dois a dois também geraram boas
producdes de biomassa. Contudo, a maior produgdo foi obtida pela unido das trés cores (luz

branca). Comportamento diferente do observado no presente trabalho para a D. salina.
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Provavelmente, uma disparidade relacionada ao fato de se tratar de espécies diferentes de
microalgas.

Abiusi et al. (2014) estudaram a microalga Tetraselmis suecica sob iluminagdo branca,
azul, verde e vermelha. Em seu estudo, a melhor produtividade de biomassa foi obtida pela luz
branca, 183,33 mg L™! dia!, seguida pela luz azul, 175,56 mg L™! dia'. Neste mesmo estudo, o
teor de lipideos para o cultivo de iluminagao branca foi de 19,0%, menor em relagdo ao de luz
azul, 21,8%. Os cultivos sob luz verde e vermelha obtiveram resultados inferiores em termos
de teor de lipideos (ABIUSI et al., 2014). Os resultados diferem dos reportados por este trabalho
para o planejamento sem acetato, possivelmente devido ao fato de se tratar de espécies distintas
de microalgas.

A diferenca de comportamento das espécies de microalga com relagdo ao A, comprimento
de onda, da iluminacao também pode ser verificada no trabalho de Ra et al. (2018) Os autores
cultivaram quatro diferentes espécies de microalgas sob iluminagdo branca, azul ou sob a
mistura das cores vermelha e azul. Percebe-se, pelos resultados de Ra et al. (2018) diferencas
entre os comportamentos das microalgas. A segunda iluminagdo com melhor produc¢ao celular
para a maioria das espécies estudadas pelos autores foi a vermelha (Nannochloropsis salina,
Nannochloropsis oceanica € Phaeodactylum tricornutum) (RA et al., 2018). O segundo melhor
resultado da Isochrysis galbana, por outro lado, foi com a luz azul, diferente das demais. Todas
as microalgas apresentaram a semelhanca de ter a maior produtividade celular quando expostas
a mistura dos As vermelho e azul. Esta ultima caracteristica se assemelha com os resultados do
planejamento de mistura sem acetato proposto no presente trabalho.

Zhong, Jin e Cheng (2018) também verificaram a influéncia do A sobre a produtividade
celular das microalgas Chlorella vulgaris, Chlorella pyrenoidosa, Scenedesmus quadricauda e
Scenedesmus obliqguus. Dentre as condicdes testadas (iluminagdo branca, azul ou vermelha), a
maioria das microalgas apresentou melhor produgdo celular sob a luz azul. A microalga
Scenedesmus obliquus, ao contrario das demais apresentadas pelos autores e dos resultados
obtidos no presente trabalho, ndo sofreu substancial variacdo em sua producdo celular em
fungdo de A (ZHONG; JIN; CHENG, 2018).

O perfil de acidos graxos obtido em cada condicdo experimental do planejamento de
mistura, na presenca de acetato no meio de cultivo, estd apresentado na Tabela 23. Nela estao
representadas as combinagdes de As nas faixas do azul (A), Vermelho (Vm) e Verde (Vd),
incluindo a combinacdo das trés cores, luz branca (B-). O resultado do experimento

confirmatorio, C, também ¢ apresentado.
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Com base nos resultados da Tabela 23, percebe-se certas alteracdes no perfil de acidos
graxos em fungdo do A. O 4cido graxo palmitico (C16:0), por exemplo, apresentou valores
aproximadamente constantes para quase todas as condi¢des, variando de 17,42 a 18,5%. A
excecao foi o valor obtido sob iluminagdo AVm, 8,10%, razoavelmente baixo em relagdo a
literatura apresentada nos Quadro 2 e 3. Hultberg ef al. (2014), quando cultivou a microalga
Chlorella vulgaris sob diversas cores de iluminagdo (branca, azul, verde, vermelha, amarela
(VmVd) e roxa (AVm)) também observaram flutuagdes no teor do C16:0. Os autores
verificaram que o teor de C16:0 variou de 16,7% (luz branca) até 20,4% (VmVd), sendo que a
iluminacdo AVm obteve um valor intermediario de C16:0 (18,1%). Abiusi et al. (2014), na
realizacdo do cultivo da microalga Tetraselmis suecica, sob ilumina¢do branca, azul, verde e
vermelha também constataram variagoes no teor de C16:0. Neste trabalho, os resultados

variaram de 16.39% (luz branca) até 21,88% (luz azul).

Tabela 23: Perfil de AGs da D. salina do planejamento de mistura com acetato de sodio’

FAME A Vm vd AVd AVm  VmVd B- C
C8:0 0,78 - 0,99 1,27 0,81 1,15 0,77 0,85
C10:0 0,23 - 0,28 0,31 0,24 0,30 0,25 0,33
CI11:0 0,08 - 0,11 0,17 0,12 0,16 - -

C12:0 1,76 1,14 1,71 2,01 1,83 2,02 1,86 2,42
C14:0 0,73 0,90 0,75 0,80 0,77 0,80 0,78 0,98
Clé:1 2,85 3,28 2,18 2,05 2,79 2,38 3,10 2,85
Cl16:0 17,83 18,50 17,86 17,87 8,10 17,42 18,43 18,31
C17:0 0,08 1,80 0,27 0,20 0,15 0,23 - -
C18:3n3 0,13 1,86 0,63 - - - - 0,36
C18:2n6 - 5,27 2,91 - 0,25 - 0,70 0,83
C18:In9 37,43 34,02 29,00 25,29 35,85 26,79 38,47 36,52
C18:0 3,64 3,21 3,86 3,91 3,93 3,95 3,93 3,61

C20:4n6 0,13 - 0,12 - 0,23 0,16 0,21 -
C20:5n3 0,10 - 0,12 0,13 - 0,16 - -
C20:3n6 0,18 1,38 0,38 0,27 - 0,23 - 0,21
C20:2 0,57 - 0,20 0,50 0,38 0,55 0,35 0,32
C20:1n9 0,46 - 0,45 0,47 0,33 0,55 0,42 0,25
C20:0 0,73 - 0,93 0,82 0,75 0,83 0,71 0,81
C21:0 - - 1,62 1,88 1,49 0,98 1,04 1,01
C22:2 1,10 - 0,84 1,90 1,13 1,51 0,70 0,72
C22:1n9 1,23 - 0,41 0,97 0,51 1,20 - -
C22:0 - - 0,17 0,20 - 0,20 - -

Fonte: Produgdo do proprio autor

" Teores dos 4cidos graxos em %m/m.



109

Os teores obtidos para o acido oleico (C18:1n9) apresentaram uma variagao significativa
de acordo com a condi¢do de cultivo empregada, da ordem de 25,29% (AVd) a 38,47% (B-).
Valores estes, substancialmente superiores aos reportados pela literatura (Quadros 2 e 3).
Hultberg et al. (2014), por sua vez, reportou seu maior teor de C18:1n9 de 3,5% sob iluminacao
azul. Abiusi et al. (2014), também utilizando iluminagdo azul, obteve um maximo de 26,78%
de C18:1n9. Resultado superior ao de Hultberg et al. (2014), porém inferior ao obtido no
presente trabalho (37,43% para a iluminacao azul).

Os acidos graxos estearico, C18:0, linoleico, C18:2n3 e y-linolénico, C18:3n3, por sua
vez, apresentaram menor faixa de varia¢ao de resultados. A condi¢cdo que favoreceu as maiores
concentragdes possiveis destes acidos graxos, em apenas um experimento, foi sob a iluminacao
vermelha. Nesta condi¢do, foram obtidos 3,95% de C18:0, 5,27% de C18:2n6 ¢ 1,86% de
C18:3n3. Hultberg et al. (2014) obteve o valor maximo de C18:2n6 de 7,7%, semelhante ao
aqui obtido, porém sob ilumina¢do amarela, VmVd. Os resultados de Hultberg et al. (2014),
contudo, apresentam valores de C18:3n3 bastante superiores, com um maximo de 47,0%, sob
iluminagdo verde. O maior teor de C18:2n6 obtido por Abiusi et al. (2014) foi de 8,78%,
semelhante ao encontrado por este trabalho, porém sob iluminacao azul. Estes autores
obtiveram, com o uso de iluminagdo branca, um méaximo de 20,07% de C18:3n3, quantidade
inferior ao de Hultberg et al. (2014), porém superior ao do presente trabalho.

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram uma influéncia bastante
significativa do comprimento de onda da luz (A) empregado no cultivo de microalgas sobre os
parametros de produtividade de biomassa (Pb), produtividade lipidica (Po) e o perfil de acidos
graxos. Tais resultados apresentam semelhangas com os dados reportados na literatura, porém
com algumas divergéncias, visto que o comportamento de uma microalga em relacdo ao A nao
segue um padrao rigido, variando para diferentes espécies estudadas e meios de cultivo

utilizados.
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5 CONCLUSOES E RECOMENDACOES PARA FUTURAS PESQUISAS

5.1 VERIFICACAO DOS OBJETIVOS E RESPOSTAS AS QUESTOES DE PESQUISA

Com relacdo aos dados obtidos, pode-se chegar as seguintes conclusdes:

X/
L X4

o0

X/
o

Dentro da faixa de concentragdes estudada, de 0 a 2 g L™!, o uso de bicarbonato de
sodio, como fonte inorganica de carbono, favoreceu a Pb de ambas as microalgas
estudadas (N. gaditana e D. salina). Contudo, ndo influenciou positivamente a Po.
Com relagdo ao nitrato e o acetato de sédio, ambos favorecem a produtividade de
biomassa, Pb, e de lipideos, Po, das microalgas estudadas;

Dentre as condi¢des de meio de cultivo estudadas, as que mais favorecem as

produtividades dos cultivos sdo:

o 150 mg L' de nitrato e 4 g L' de acetato para a D. salina,

o 225 mgL" de nitrato € 6 g L' de acetato para a N. gaditana.
Na melhor condigdo de cultivo, da segunda tapa os principais AG produzidos foram:

o N. gaditana: C18:1, C18:2 e Cl16:0 (23,4; 17,07 e 22,18%,
respectivamente);
o D.salina: C18:1,C18:2,C12:0 e C16:0 (27,48; 14,65, 20,40 e 10,37%,

respectivamente).

O acetato de sodio pode influenciar no metabolismo das microalgas estudadas
reduzindo a producao de alguns AGs, tais como o C20:5 para o caso da N. gaditana e
o C18:3 para o caso da D. salina.

A utilizagdo ou ndo de acetato como fonte de carbono para o cultivo da microalga D.
salina fez com que a Po apresentasse diferentes comportamentos em fungao de A;

O comprimento de onda, A, da iluminagao utilizada no cultivo da microalga D. salina
apresentou grande influéncia sobre sua produtividade de lipideos, Po. A maior Po
obtida para a D. salina, foi utilizando uma iluminagdo que misturava 65% de luz azul
e 35% de luz verde (C), obtendo 53,47 mg L! dia™'. Resultado que obteve também o
maior teor de lipideos observado no presente trabalho, 50,89%;

Na melhor condi¢do de produtividade, Po, da D. salina na terceira etapa (C), os

principais AGs foram: C16:0 e C18:1 (18,31 e 36,52%, respectivamente).
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5.2 CONTRIBUICOES DO TRABALHO

Com o término do trabalho, verificou-se dentre as principais contribui¢des a possibilidade
de utilizagcdo de uma nova fonte de carbono no cultivo, acetato de sddio. Este nutriente, pouco
explorado na literatura, apresentou excelentes resultados para as microalgas estudadas.

O estudo da iluminagdo dos fotobiorreatores com diferentes comprimentos de onda
também apresentou contribui¢des significativas, visto que foi possivel incrementar a
produtividade de lipideos sem a adi¢cdo excessiva de nutrientes ao meio de cultivo.

O uso do planejamento de mistura também foi bastante significativo no estudo da
influéncia do comprimento de onda sobre a produtividade dos cultivos. Uma aplicagdo ainda

ndo encontrada na literatura para esta ferramenta de planejamento de experimentos (DOE).

5.3 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Em funcdo dos promissores resultados obtidos neste trabalho e com intuito de

complementar esse estudo, recomenda-se:

¢ Testar fontes de nitrogénio alternativas em substitui¢@o ao nitrato tradicional, como
ureia, aminoacidos etc.

¢ Empregar nutrientes de baixo valor em substitui¢do aos reagentes de padrdo
analitico, para a composicao do meio de cultivo das microalgas, como por exemplo,
fertilizantes, que podem reduzir o custo final da obtengdo de biomassa;

% Avaliar o efeito de A sobre a produtividade do cultivo de outras espécies de
microalgas;

.

« Utilizar otimizacdo de Monte Carlo na fun¢do de planejamento de mistura da

terceira etapa para obten¢ao da melhor condicdo de iluminagao.
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