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“O que Deus quer de nds diante de tanto sufoco?
Fez ele o mundo desse jeito? Fez ndo. Estd l1a na
primeira pdagina da Biblia, no Génesis, Deus nos criou
para viver num jardim. Tem coisa melhor que
jardim? Quem ndo sonha em ter uma casa com
pomar, flores e frutos, passaros e uma queda
d’agua? A terra sem males. Entdo, por que tanta
injustica?”

Frei Betto
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RESUMO

TEIXEIRA, Gabriel Lima de Figueiredo. Separacao de Microalga Isochrysis galbana do Meio
de Cultivo: Avaliacdao Experimental de Fatores de Separagdo e Andlise de Influéncia Cruzada
via Superficie de Resposta. Dissertacao (Mestrado em Tecnologia de Processos Quimicos e
Bioquimicos), Escola de Quimica - Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2013.

O atual direcionamento das pesquisas na area de producdo energética tem se baseado na
sustentabilidade. Dentre os biocombustiveis existentes, a biomassa de microalga é uma
solucdo vidvel que pode transformar o cendrio energético atual, sendo considerada uma
técnica inovadora. Ndo competir com os alimentos, ndo haver necessidade de solos férteis,
ndo utilizacdo de defensivos agricolas, utilizacdo de CO, como fonte de carbono e alta
produtividade de cultivos em fotobiorreatores para geracdo de biomassa/produtos, sdo
alguns pontos positivos que o cultivo destes microorganismos pode apresentar. Dentre das
diversas etapas do processo de geracdo de biomassa algal, downstream process (ultima fase)
pode apresentar gargalos, que se ndo for bem desenvolvida e projetada apresentara
diversos problemas ambientais e operacionais que significardo custos. Com este propdsito, o
presente trabalho busca fazer uma avaliacdo quantitativa de alternativas tecnoldgicas de
separac¢ao de biomassa da microalga Isochrysis galbana do meio de cultivo, implementagao
experimental de culturas de microalga a quatro fatores capazes de gerar separagao das
células do meio de cultivo dependendo do tempo de exposi¢cdo, a saber Concentragao de
NaOH, Temperatura, RPM de Centrifugacdo e Intensidade de Irradidncia; e analise estatistica
via modelos de Superficies de Resposta para o desempenho cruzado da concentragdo NaOH
com RPM de Centrifugacdo sob tempo de exposicdo fixo. Irradiancia e Temperatura nao
demonstraram ser boas técnicas para se buscar a separacdo célula-meio de cultivo,
apresentando valores aproximados de 60% e sem separagao de fase (concentrado celular x
(vesus) sem concentrado celular), entretanto, NaOH e RPM apresentaram valores individuais
médios bastante satisfatérios (80% e 90, respectivamente) com separagdo da fases. Sendo
assim, foi realizado mais um experimento utilizando-se conjuntamente NaOH e RPM, o que
apontou uma melhor eficiéncia na separacao celular em compara¢do a estas varidveis
testadas separadamente. O Software SURFACE_RESPO (desenvolvido em MATLAB R2007a
pela Equipe do Lab. H2CIN) foi a ferramenta utilizada para ajudar a apurar os resultados
obtidos no experimento em conjunto (NaOH e RPM) e criar um modelo para uma possivel
utilizacdo em escala industrial. O modelo gerado é de natureza cubica (

Yﬁi:B0+ﬁA1'F1i+BZ'F2i+ﬁ3'F1i'F2i+ﬁ4'F1f+ﬁ5'F2?+BS'F1i2'F2i+ﬁ7F22i'F1i), com os valores de S; (4.407e-007), SY2

(8.2888e-005) e Sf (menor do que 0,001) demonstrando que os dados experimentais,

modelo escolhido e desempenho do modelo escolhido foram bastante satisfatérios para a
situacdo em questao.

Palavras-chave: Biocombustivel, Isochrysis galbana, Separacao, Superficie de Resposta.
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ABSTRACT

Teixeira, Gabriel Lima de Figueiredo Teixeira. Harvesting microalgae Isochrysis galbana
from medium culture: Experimental Evaluation of Factors Separation and Analysis of
Influence Crusade via Response Surface. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de Processos
Quimicos e Bioquimicos), Escola de Quimica - Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2013.

The current direction of research in the area of energy production has been based on
sustainability. Among existing biofuels, biomass from microalgae is a viable solution that can
transform the current energy scenario being considered an innovative technique. Not
compete with food, no need for fertile soil, no use of pesticides, use of CO2 as a carbon
source and high crop productivity in photobioreactors to generate biomass / products are
some positives that the cultivation of these microorganisms can present. Among the various
stages of algal biomass generation, downstream process (last phase) can present some
problem, which if not well developed and designed many present environmental problems
and high operating costs. For this purpose, the present work aims to make a quantitative
evaluation of alternative technologies for separating biomass from microalgae Isochrysis
galbana culture, experimental implementation of microalgae cultures of the four factors can
generate separating the cells from the culture medium depending on the weather exposure,
namely NaOH concentration, temperature, RPM centrifuging and intensity of irradiance; via
models and statistical analysis of response surfaces for performance crossed with NaOH
concentration RPM under Centrifugation, fixed exposure time. Irradiance and temperature
haven’t proved be good techniques for to seek the separation cell-culture, with approximate
values of 60% and without phase separation (concentrated cell x (vesus) without cell
concentrate), however, RPM and NaOH showed individual values average satisfactory (80%
and 90 respectively) with separation of phases. Therefore, another experiment was
conducted using NaOH together RPM, which showed a better efficiency in cell separation in
comparison to these variables tested separately. The SURFACE_RESPO Software (developed
in MATLAB R2007a by staff lab H2CIN) was the tool used to help determine the results
obtained in the experiment together (NaOH and RPM) and create a model for possible use
on an industrial scale. The generated model is of a cubic (

A . . s
Yi_ﬁ(1+ﬂ1'F1i+ﬂ2'F2i+ﬂ3'F1i'F2i+ﬁ4'F1i+ﬂ5'F2i+ﬂ6'F1i'F2i+ﬂ7F2i'F1i) with the values S; (4'407e_007)' SY2 (8.28886-
005) and Sf (less than 0.001), demonstrating that the experimental data, selected model
chosen and the model performance was quite satisfactory to the situation in question.

Keywords: Biofuel, Isochrysis galbana, harvesting, Influence via Response Surface.
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CAPITULO I - INTRODUGAO
I.1 — ENERGIA E BIOCOMBUSTIVEIS.

A recente corrida internacional por fontes de energia limpa e renovavel vem se
tornando um desafio que estimula o desenvolvimento energético sustentavel de todo o
mundo, ja que a maior parte das principais fontes energéticas atuais é capaz de gerar danos
ambientais, sendo alguns até mesmo irreversiveis. Recursos energéticos e de consumo estao
intimamente relacionados com a qualidade ambiental de forma geral e com a qualidade de
importantes recursos vitais como a dgua e comida. A explorac¢do e utilizagao das principais
fontes energéticas em todo o mundo sdo grandes causadores de impactos ambientais
enquanto as menos degradantes ainda apresentam niveis de utilizagdo ainda muito baixos
(LIOR, N. 2012b). O grafico abaixo (Fig. 1.1) mostra as principais fontes utilizadas entre as
décadas 1985 até 2010.
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Figura 1.1 — Niveis de utilizacdao de fontes de energia primaria entre os anos de 1985 e 2010
(fonte: LIOR, N. 2012b).

No cendrio brasileiro o caminhar ndo tem sido diferente, ja que algumas matrizes
energéticas utilizadas geram danos ambientais diversos. O petréleo e o gas sao considerados
matrizes energéticas de produgao consolidada, com tecnologias desenvolvidas e de grande
eficiéncia energética. Por outro lado, apresentam diversos impactos diretos e indiretos ao
ambiente como ja demonstraram alguns estudos e relatdrios (HUANGA et al. 2005; SCOTT et

al. 2010). Nestes relatérios também é mencionada a necessidade de se buscar outras



matrizes energéticas que apresentem mesmas caracteristicas energéticas (ou melhores),

sejam vidveis e consigam suprir as necessidades humanas causando menos impacto ao

ambiente.

Mas se por um lado ha o interesse da busca de fontes alternativas que sejam menos

impactantes ao ambiente, por outro ndo ha indicios que a producao energética derivada do

petréleo estd sendo reduzida de forma eficaz. Segundo o Anuario Estatistico Brasileiro do

Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (2012) a producdo de petrdleo em todo o mundo

tem tido um aumento nas ultimas décadas, com algumas exce¢des em alguns anos (TABELA

1.1).

Tabela 1.1 - Produgio de petréleo entre os anos de 2002 e 2011 (fonte: ANUARIO ESTATISTICO BRASILEIRO DO PETROLEO,

GAS NATURAL E BIOCOMBUSTIVEIS, 2012).

Regides Geogréaficas, Paises e

Producdo de petréleo (mil barris/dia)

Blocos Econdémicos 2002 | 2003 | 2004 | 2005 [ 2006 [ 2007 | 2008 [ 2009 | 2010 | 2011
América do Norte 14.077  14.198  14.143  13.702 13.739  13.631 13.122  13.471 13.880  14.301
Américas Central e do Sul 6.619 6.314  6.590  6.963 6.997  6.982 7.104  7.229  7.293 7.381
Europa e ex-Unido Soviética 16.247  16.927 17.525 17.476  17.531 17.753 17.537 17.703 17.629  17.314
Oriente M édio 21710 23.236 24.895 25.392 25.608 25.219 26.320 24.633 25.314 27.690
Africa 8.028  8.436  9.377  9.954  9.966 10.263 10.284  9.792 10.114  8.804
Asia-Pacifico 7.811 7.748  7.829  7.904  7.848 7.881  7.969 7.903 8.251  8.086
Total Opep 29.113 30.839 33.641 34.973 35211 35.067 36.203 33.897 34.753 35.830
Total ndo Opep 45.380 46.020 46.717 46.418 46.476 46.662 46.132 46.835 47.727 47.745

A industria do petrdleo é o principal sustentaculo do consumo energético do mundo

como mostrado na Fig. 1.1, mas acarreta diversos potenciais problemas ambientais, tais

como:

e Geracdo de poluentes atmosféricos especialmente em dreas urbanas (NOy, SOy, H,S,

CO, etc) oriundos da combustdo de gasolina, diesel, querosene de Aviacdo e Oleo

Combustivel (RIBEIRO, 2012; LIOR, 2012a; 2012b);

e Geracdo de gases de efeito estufa na atmosfera (CO,) oriundos da combustdo de

gasolina, diesel, querosene de aviacdo e 6leo combustivel (RIBEIRO, 2012; SCOTT et

al., 2010)

e Diversas possibilidades de impacto ambiental desde a extracdo da matéria-prima

(6leo bruto) até seu transporte (nos casos de extracdo offshore) (HUANGA et al.,

2005);




e Gases e efluentes liquidos poluentes gerados nos processos de refino do éleo bruto

(LIOR, 2012b; SCOTT et al., 2010);

e Problemas na estocagem de enormes volumes de derivados de petrdleo altamente
inflamdveis e agressivos ambientalmente, seja em refinarias, parques de tancagens
de distribuidores, terminais maritimos, estacdes de bombeio de oleodutos e
gasodutos etc, que chegaram a ocasionar inUmeros incéndios com destrui¢cao urbana

e ambiental;

e Impactos negativos causados pelos mais diversos derramamentos de petréleo em
todo o mundo — mais recentemente o grande vazamento da BP (2010); e o da
Chevron (2011/2012); entre tantos outros eventos nas Ultimas décadas que tém

levantado inUmeras questdes ambientais pertinentes.

Portanto, ha a necessidade de que tais pontos problematicos da industria do petréleo

sejam controlados, estudados e aprimorados.

Uma alternativa para reducdo dos possiveis problemas ambientais causados pelas
matrizes energéticas atuais consiste em buscar outras fontes de energia que apresentem
metas concretas de reducdo de impactos ambientais. Essas metas devem considerar os
beneficios ambientais (como a mitigacdo dos gases de efeito estufa), sociais (geracdo de
empregos), de desenvolvimento tecnolégico, e a reducdo dos custos de energia que podem

ser propiciados por essas fontes (SOUSA & MACEDO, 2010).

Atualmente existem diversas fontes energéticas renovdveis (edlica, maré-motriz,
solar, biomassa) que podem fornecer energia causando menos impactos ao ambiente se
comparadas as principais fontes utilizadas atualmente. E necessario, entdo, buscar um

equilibrio na relagdo de produgdo energética e os seus possiveis impactos gerados.

Em comparacdo com outras formas de energia renovavel como edlica, maré e solar,
os biocombustiveis liquidos sdo favorecidos em alguns pontos. Estes combustiveis permitem
que a energia solar seja armazenada e utilizada diretamente em motores (SCOTT et al.,
2010; HUANGA et al., 2005). O biocombustivel, também, pode ser transportado para
diversos terminais através de uma variedade de meios, incluindo transporte ferroviario,

rodoviario, barcacas e navios, facilitando muito o seu escoamento (ENVIRONMENTAL



PROTECTION AGENCY, 2011). Além disto, na producdo e geracdo dos biocombustiveis
existem inumeros processos de conversao da matéria-prima até o combustivel final, e o tipo
de biocombustivel que sera produzido. Com uma variedade de processos possiveis para
obter um determinado biocombustivel (derivados de uma mistura do biocombustivel com a
gasolina, diesel ou em sua forma pura) hd um possivel direcionamento pela busca de
técnicas e produtos mais baratos favorecendo assim ao mercado energético

(ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2011).

Diversos biocombustiveis, ja estudados, podem levar as redugdes substanciais dos
impactos ambientais, como no caso das reducdes das emissdes de Gases de Efeito Estufa
(GEE) quando se comparado com todos os processos envolvendo os combustiveis fésseis.
Mas vale apontar que ocorre uma inconstancia no nivel de economia ambiental de alguns
biocombustiveis que variam largamente de acordo com as matérias-primas e processos de
produgdo utilizados (HOUSE OF COMMONS ENVIRONMENTAL AUDIT COMMITTEE, 2008;
PARMAR et al., 2011).

Se por um lado é notdrio saber que a utilizacdo das mais diversas fontes nao-
renovaveis sao um grande problema ambiental, por outro lado o seus valores de produgdo
energética, utilizando tais bases, ndo tem tido redugdes significativas, em especial no Brasil,
e nem mesmo os de fontes renovaveis tém tido um grande e constante crescimento
(EMPRESA DE PESQUISA ENERGETICA, 2011; ANUARIO ESTATISTICO BRASILEIRO DO
PETROLEO, GAS NATURAL E BIOCOMBUSTIVEIS, 2012).

Segundo o relatdrio Balanco Energético Nacional (EMPRESA DE PESQUISA
ENERGETICA, 2011) a cana-de-aclcar dentre os biocombustiveis renovéaveis que apresentou
crescimento a nivel nacional, ainda que relativamente baixo frente as necessidades
populacionais e industriais. Sendo assim, ainda ha que se buscarem planos de a¢des politicas
para que as fontes alternativas de energia passem a apresentar valores mais significativos
tanto em producdo como utilizacdo. De pouco adianta existir uma fonte energética mais
limpa sem que ela seja capaz de satisfazer as necessidades humanas, econ6micas e

industriais.

Porém, hd que se questionar sobre a sustentabilidade das principais fontes

renovaveis citadas nos diversos relatérios existentes, como no caso da energia elétrica de



hidroelétricas e dos biocombustiveis de cana-de-actcar. E notdrio que a construgdo de uma
usina hidroelétrica (75% da energia nacional - EMPRESA DE PESQUISA ENERGETICA, 2011) é
altamente impactante ao ambiente, destruindo 4areas florestais, reduzindo dreas
agriculturaveis, deslocando a fauna e gerando gases poluentes derivados da decomposi¢ao
da matéria organica existente no momento em que o reservatoério é cheio e durante toda a

sua vida util (LIOR, 2012b).

Il - BIOCOMBUSTIVEIS

Biocombustiveis sdo combustiveis liquidos ou gasosos provenientes de qualquer
matéria organica renovavel como residuos alimentares, residuos de vegetais, biomassa de
culturas agricolas, biomassa de cultivos de macroalgas e microalgas, entre outros. A TABELA

1.2 relaciona alguns biocombustiveis e suas origens.

Tabela 1.2 — Alguns Biocombustiveis e suas fontes.

Biodiesel |Oleo Gordura animal e dleo de planta
Bioetanol |Fermentacdo do Agucar ou Amido Beterraba, Cana-de-agucar, Milho
Biomassa |Queima da matéria Madeira ou palha
Biomassa |Queimada matéria Micro e Macroalgas
Biodiesel |Transesterificacdo do Oleo Micro e Macroalgas

Dentre os biocombustiveis existentes no Brasil, os derivados da cana-de-agucar sao
os de maior crescimento nas ultimas décadas (SOUSA & MACEDO, 2010). O Anuario
Estatistico Brasileiro Do Petréleo, Gas Natural E Biocombustiveis (2012) demonstra que a

producdo de biocombustiveis da cana-de-acucar tem crescido em todo o Pais (TABELA 1.3).



Tabela 1.3 - Producio de Etanol nas diferentes regides do Brasil (fonte: ANUARIO ESTATISTICO BRASILEIRO DO

PETROLEO, GAS NATURAL E BIOCOMBUSTIVEI, 2012).

Grandes Regibes e | Produc&o de etanol anidro e hidratado (mil m®)

Unidades da [ 2002 [ 2003 [ 2004 [ 2005 | 2006 [ 2007 [ 2008 [ 2009 [ 2010 [ 2011
Regido Norte 30,32 39,39 47,53 47,51 75,88 47,66 55,67 51,73 59,71 169,86
Regido Nordeste 1518,28  1505,23 1675,49 169556 1572,56 190172  2.37162 2.210,50 1822,89 1938,53
Regido Sudeste 8.551,82 9.786,64 9.948,40 11.154,24 12.478,67 15.782,23 19.212,33  17.676,39  18.860,06  14.208,83
Regido Sul 974,95  1209,45 1178,31 995,67 1308,24 1923,23  1906,00 1901,26 1746,03 1405,64

Regido Centro-Oeste 1513,27 1929,26 1797,52 2.146,91 2.328,92 2.902,06 3.587,57 4.263,22 5.714,73 5.

Entretanto se por um lado a cana-de-aglcar tem tido crescimento comercial
favordvel, por outro as culturas de cana-de-aclcar apresentam impactos ambientais reais
significantes que necessitam serem discutidos. Primeiro, hd a enorme quantidade de
insumos (nitrato/fosfato) que sdo utilizados nos plantios para tornar o solo mais produtivo,
onde é sabido que a utilizacdo de tais compostos pode fazer com que haja um desequilibrio
afetando todos os seres que dependem daquele ambiente (YANG et al.,, 2011,
INTERNATIONAL ENERGY AGENCY, 2010). Segundo, ha a utilizacdo do fogo como parte do
processo de corte da cana para obtengao da matéria-prima vegetal. Sabe-se que quase 70%
de todo o CO, produzido no Brasil provém de queimadas, sendo assim, esse processo pode

agravar ainda mais o quadro de efeito estufa global.

Outro apontamento importante é que muitos defensores dos biocombustiveis da
cana-de-agucar mencionam um equilibrio na relacdo de produgdo/consumo de gases (gases
neutros / gases verdes). Porém, alguns estudos demonstram que esta relacdo ndo é tdo
simples e equilibrada (SCOTT et al., 2010). Para o calculo dos “gases verdes” em geral devem
constar diversos dados como os das emissées de gases provenientes da agricultura, através
dos diversos usos das maquinas; a producdo de déxido nitroso proveniente dos fertilizantes
(gas que impacta o efeito estufa); as emissGes atmosféricas a partir da energia utilizada para
converter a biomassa produzida em biocombustivel; e toda a cadeia de transporte da
matéria-prima e do combustivel (escoamento de producdo) depois de sua producdo (HOUSE
OF COMMONS ENVIRONMENTAL AUDIT COMMITTEE, 2008). Sendo assim, ndo pode ser
feito o calculo da relagdo de producdo/consumo de gases em apenas um estagio ou parte do

processo.

Ainda sobre os impactos gerados, ha que se abordar sobre o deslocamento de
cultivos de produtos alimentares em areas importantes de producdo agora redirecionadas

ao cultivo de cana-de-acucar (YANG et al.,, 2011; HOUSE OF COMMONS ENVIRONMENTAL

169,65



AUDIT COMMITTEE, 2008; DEMIRBAS, 2011; SCOTT et al., 2010) o que pode agravar ainda
mais problemas sociais, indo de encontro ao tripé da sustentabilidade (fatores econémicos,
socais e ambientais), além destes cultivos causarem efeitos sobre o ambiente fisico e as
mudangas do clima (IEA, 2010). Sendo assim, ha que se repensar e refletir sobre a

sustentabilidade de certos biocombustiveis.

Para que se possa dizer que um combustivel é ecologicamente correto faz-se
necessario observar toda sua cadeia produtiva, desde a producdo e extracdo da matéria-
prima até o produto final e seu escoamento. Isto é o procedimento preconizado nos estudos
de Avaliacdo de Ciclo de Vida (do inglés Life Cycle Assessment - LCA). O LCA é uma
ferramenta da abordagem de avaliagdo dos sistemas industriais cujas analises vao do "berco
ao tumulo", desde os estudos da coleta de matérias-primas da terra, passando pelos
processos de producdo até o momento em que todos os materiais sdao devolvidos a terra

como produtos ou residuos (ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2006b).

O LCA permite que se busque uma estimativa dos impactos ambientais resultantes de
todas as fases do ciclo de vida de um produto, muitas vezes incluindo impactos nao
considerados nas analises mais tradicionais (ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY,
2006b). Desta forma incluem-se todos os possiveis impactos que podem ser causados no
longo ciclo de vida do produto, sendo importante observar os aspectos ambientais do
produto ou do processo que podem gerar danos ambientais. Como ja citado, alguns
biocombustiveis apresentam em alguns dos seus processos ou produtos impactos

ambientais que reduzem o seu direcionamento como sustentavel.

Sendo assim, ha a necessidade de ser buscar fontes energéticas que agridam
minimamente ao ambiente. Entretanto esta andlise deve ser feita em toda a cadeia
produtiva, e as microalgas apontam como uma interessante alternativa de matéria-prima

gerando produtos com boa avaliacdo nesta escala.

As microalgas tém sido objeto de estudo e atraido muita atencdo nos ultimos anos
para a obtencdo de produtos naturais, tratamento de efluentes e pelo seu potencial de

producdo de energia (GREENWELL, 2009; CHISTI, 2007).



As microalgas apresentam caracteristicas fisioldgicas semelhantes aos vegetais
superiores, podendo crescer praticamente em todo lugar onde ha luz solar, CO,, agua,
nutrientes e temperaturas moderadas ou controladas. Assim como o milho, a soja, a cana-
de-aglcar e os vegetais de producdao de madeira, microalgas utilizam a fotossintese para
converter energia solar em energia quimica, armazenando essa energia sob a forma de

6leos, carboidratos e proteinas (DEMIRBAS, 2011).

.1l - BIOCOMBUSTIVEL DE MICROALGAS: BAIXO CUSTO DE PRODUGAO E BAIXO IMPACTO
AMBIENTAL.

O termo algas é utilizado para definir organismos fotossintéticos, geralmente se
referindo aos organismos eucaridticos — excluindo-se as bactérias fotossintéticas — podendo
ser unicelular ou multicelular. SGo muito diferentes em termos evolutivos, aonde as
chamadas algas vermelhas e as algas verdes pertencem a um grupo, enquanto os demais,
como diatomdceas, algas marrons e dinoflagelados sdo evolutivamente distintos. (SCOTT et
al., 2010). S3o normalmente encontradas em locais Umidos ou corpos de agua e, portanto,
sdo comuns em ambientes terrestres e aquaticos; como as plantas, as algas exigem
basicamente quatro fatores para crescer: luz solar, diéxido de carbono, agua e temperatura

moderada (DEMIRBAS, 2011).

Microalgas sao vegetais inferiores, unicelulares, fotossintéticos com presencga de
cloroplastos que sdo os absorvedores de energia luminosa, apresentam diferentes tamanhos
e varias aplicagcdes comerciais (ANDERSEN, 2005). Sdo capazes de produzir diversos tipos de
proteinas, lipidios e carboidratos em grandes quantidades em um curto periodo de tempo

devido a sua enorme capacidade de fixar e converter CO, em biomassa (RIBEIRO, 2012).

A biomassa gerada pode ser processada em biocombustiveis e em produtos quimicos
de alto valor agregado, podendo ser convertida em biodiesel, bioetanol, bio-dleo,
biohidrogénio, biometano via processos bioquimicos, quimicos e termoquimicos, tais como,
liquefacao, pirdlise, gaseificacdo, extracdo e transesterificacdo, fermentacdo e digestao

anaerdbica. (RIBEIRO, 2012).



Como ja mencionado sobre os possiveis diversos impactos gerados na producdo de
biocombustiveis, as microalgas apresentam um cendrio de reducdo de alguns possiveis
impactos (SCOTT et al., 2010). A producdo de biocombustivel a partir de microalgas é
amplamente considerada como uma das formas mais eficientes de utilizagao de energia para
sintese de biocombustiveis e também parece representar uma fonte renovavel de dleo que
poderia atender indefinidamente a demanda do setor de transportes em qualquer parte do

mundo (DEMIRBAS, 2011).

Alguns estudos apontam que a capacidade produtiva de energia dos 6leos das
microalgas pode ser muito maior do que a correspondente ao melhor 6leo oriundo de
culturas agricolas tradicionais (DEMIRBAS, 2011; SUALI & SARBATLY, 2012; RIBEIRO, 2012;
SINGH & GU, 2010) o que faria com que os produtos finais de microalgas tivessem uma
relagdo mais positiva no fator ambiental, social e econdmico fortalecendo o tripé da

sustentabilidade.

As microalgas vém ganhando interesse no cenario atual devido ao seu potencial na
geracao de diversos produtos como os carboidratos, proteinas e lipidios, podendo também
gerar produtos farmacéuticos, alimenticios e biocombustiveis (biodiesel, biometano, gas de
sintese e bioetanol) (RIBEIRO, 2012; SAINI et al., 2011). Mas é fato que para se conseguir
gerar o biocombustivel microalgal de forma econ6mica e ambiental é necessario que
algumas fases sejam bem conduzidas, como, por exemplo: (i) a selecdo da espécie de algas
para cultivo; (ii) tipo da separacdo da biomassa do meio de cultivo; (iii) tecnologia de
extracdo de lipidio celular; e (iv) tecnologia de esterificacdo (YANG et al., 2011). Em outras
palavras, para que se consiga obter um produto final de menor custo financeiro e ambiental
€ necessdrio que estudos sejam realizados em todas estas fases visando a determinar: (i)
gual o melhor meio de cultivo com as concentracdes ideais dos nutrientes, em agua salina
ou doce; (ii) quais métodos de separacao de biomassa do meio de cultivo serdo empregados;
(iv) se a biomassa gerada sera utilizada em gaseificacdo (producdo de SynGas) ou extracdo
de 6leo para producdo de energia, ou outro processo com outra finalidade; entre tantos

outros questionamentos.
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Qualquer que seja o tipo de produto (farmacéutico, alimenticio ou energético) a ser
produzido, as microalgas apresentam pontos positivos associados aos seus cultivos onde

pode ser citado:

e Nenhuma geragdo de gases do efeito estufa por ndo haver compostos volateis que
possam atingir a camada atmosférica;

e Na&o hd a necessidade de o cultivo ser realizado em solos agricultaveis evitando,
assim, a competicdo com os solos de producdo de alimentos;

e O cultivo pode ser realizado em areas urbanas, industriais, desérticas ou degradadas,
desde que tenham exposicdo solar e temperatura controlada;

e [Inexisténcia de sazonalidade, significando que a producdo independe de estacbes
climdticas, regimes de chuvas, ventos, etc; isto é, a produgdo ocorre de forma estavel
nos 365 dias do ano;

e Nao utilizacdo de defensivos agricolas;

e Possibilidade da utilizacdo de agua tratada proveniente das EstacOes de Tratamento
de Esgoto (ETE) para o possivel cultivo;

e Possivel utilizagdo de meio de cultivo salino, reduzindo o uso de dgua doce;

e Com a utilizacdo de aguas salinas algumas contaminagdes por fungos e bactérias
podem ser evitadas;

e Utilizacao de espécies com baixo valor comercial;

e Utilizacao de CO, - proveniente dos mais diversos processos industriais - com fonte
inorganica de carbono para o crescimento microalgal — gerando crédito de carbono;

e Possivel utilizagdo de consoércio microalgal para aumento da produtividade/
rendimento final;

e Reuso do meio de cultivo em reatores e lagoas — com sistemas de ciclo fechado;

Para o cultivo de microalgas podem ser citados inimeros meios de cultivos, tipos e
concentragdes diferentes de nutrientes, diversidade de espécies utilizadas, tipos de reatores
e tantos outros itens. Cabe ao interessado empreendedor saber o que deve ser escolhido
para que suas necessidades de projeto sejam atendidas. De inicio, tem-se que as microalgas
podem produzir mais 6leo por kg de massa seca, consumindo menos espaco além de
poderem ser cultivadas em terras impréprias para a agricultura e sem depender de

sazonalidade (PICARDO, 2012; CHISTI, 2007).
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Utilizando-se a biomassa das microalgas em determinados processos/rotas fisico-
quimicos, podem ser gerados diversos produtos que servirdo a diversas finalidades,
apresentando, é claro, desempenhos diferentes em valores agregados especificos de acordo
com a microalga e condi¢des de cultivo. Picardo (2012) apresentou os dados mostrados na
Tabela 1.4 que aponta diversos produtos comerciais de microalgas especificas e seus valores

possiveis unitarios.

Tabela 1.4 — Bioprodutos de alto valor agregado derivados de microalgas. (fonte: PICARDO, 2012)

Produto Microalga Preco (USD) Produtor
AquaCarotene (EUA)
Cognis Nutrition e Health (AUT)
B-caroteno Dunaliella 300-3.000/kg Nikken Sohonsha Corporation (JAP)
Tianjin Lantai Biotechnology (CHI)
Parry Pharmaceuticals (IND)
AlgaTechnologies (ISR)
Bioreal (EUA)

Astaxantina Haematococcus 10.000/kg Cyanotech (EUA)

Mera Pharmaceuticals (EUA)

Parry Pharmaceuticals (IND)

BlueBiotech International GmbH (ALE)
Cyanotech (EUA)
Earthrise Nutritionals (EUA)
Psycotransgenics (EUA)

Aquatic Eco-Systems (EUA)
Nannochloropsis, BlueBiotech International
70/L GmbH (ALE)

Isocrysis, Coastal BioMarine (EUA)
Nitzschia Reed Mariculture (EUA)

BlueBiotech International GmbH (ALE)

Suplementos alimentares Spirulina, Chlorella, Chlamydomonas 50/kg

Tetraselmis, Nannochloropsis,

Ragdo para peixes
IO P P Isocrysis, Nitzschia

Acidos graxos poliinsaturados Crypthecodinium, Schizochytrium 60/g Spectra Stable Isotopes (EUA)
Market Biosciences (EUA)
Metabdlitos com isdtopo pesado para marcagdo Informagdo ndo disponivel 1.000-20.000/g Spectra Stable Isotopes (EUA)
Ficoeritrina rodoficeas, cianobactérias 15/mg BluefBIOteCh I|l'1tlernat|0na| GmbH (ALE)
ciano bactérias Cyanotech (EUA)
Drogas anti-cancer Informagdo ndo disponivel Informagdo ndo disponivel PharmaMar (ESP)
Proteinas farmacéuticas Chlamydomonas Informag&o ndo disponivel Rincon Pharmaceuticals (EUA)

Cellana (EUA)
GreenFuel Technologies (EUA)
LiveFuels, Inc. (EUA)

Informagdo ndo disponivel PetroAlgae (EUA)
Sapphire Energy (EUA)
Solazyme, Inc. (EUA)
Solix Biofuels (EUA)

Botryococcus, Chlamydomonas,

Biocombustiveis . .
Chlorella, Dunaliella, Neochloris

Mas é claro que ha a necessidade que se avancem ainda mais os estudos sobre a
viabilidade energético-econdmica do bioproduto em questdo, buscando-se o projeto 6timo e
construcdao de fotobiorreator em escala industrial, com criteriosa selecdo dos aspectos de
processo citados (cepas, meios e condi¢cdes de cultivo, controle de contaminacgdes,
tecnologia de separacdo de biomassa, extracdo de dleo e/ou bioprodutos nobres, etc). Isto
obriga que os estudos saiam da escala de bancada e passem a escalas piloto/semi-

industriais.
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1.V OBJETIVOS
I.V.I - GERAL

O objetivo geral é a avaliagdo quantitativa de algumas alternativas tecnoldgicas de
separacdo de biomassa da microalga Isochrysis galbana do meio de cultivo, buscando-se a
minimiza¢do de geracdo de residuos, maximiza¢do de reciclagem de meio aquoso e

minimizacdo de utilizacdo de reagentes quimicos (acidos, bases e ions metalicos pesados).

I.V.Il — ESPECIFICOS

e Implementagao experimental da submissdao de culturas de Isochrysis galbana a
quatro fatores capazes de gerar separacdo das células do meio de cultivo
dependendo do tempo de exposicao, a saber Concentragdao de NaOH, Temperatura,

RPM de Centrifugacdo e Intensidade de Irradidncia;

e Avaliagdo quantitativa dos desempenhos dos fatores acima atuando de forma
cruzada com o tempo de exposi¢cao ou cruzada em pares (por exemplo, Concentragdo

NaOH com RPM de Centrifugacdo) sob tempo de exposicdo fixo (por exemplo, 1 min);

e Anadlise estatistica via modelos de Superficies de Resposta para o desempenho
cruzado de pares de fatores acima (por exemplo, Concentracdo NaOH com RPM de

Centrifugacao) sob tempo de exposicao fixo;
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CAPITULO Il — REVISAO BIBLIOGRAFICA

Il.l - CO, E A BIOFIXACAO EM MICROALGAS COMO MECANISMO DE MITIGACAO DE
EMISSOES.

O carbono é o alicerce de todas as formas de vida na terra abrangendo uma grande
diversidade de compostos organicos e inorganicos, apresentando um ciclo biogeoquimico
complexo e de importante circulagao das varias formas de carbono entre a atmosfera,
hidrosfera, litosfera e biosfera (SAINI et al., 2011). O carbono pode ser encontrado de forma
natural nos alimentos, nas reservas energéticas (petréleo), nos processos fotossintéticos e
quimiossintéticos, e de forma industrializada nos produtos pldsticos, elastdmeros,
farmacéuticos e de beleza e tantos outros processos e produtos apresentando diferentes

valores ambientais e comerciais.

O CO, é a principal espécie inorganica de carbono, sendo largamente produzido na
biosfera pelos seres vivos e pelos processos industriais e tecnoldgicos da sociedade humana.
Em contrapartida, este gas é absorvido pelos diversos ambientes naturais fotossintéticos
como as florestas, os campos, as plantacdes e os oceanos. Mas sdo 0s oceanos os grandes
responsaveis pela principal absorcdo de CO, atmosférico via ciclo natural do carbono
(PICARDO, 2012). A forma inorganica CO, é a principal fonte de carbono para os seres
autotrofos, em especial, que sdo capazes de transforma-lo em biomassa organica. O carbono
utilizado pelos seres autotréficos pode ser biofixado e convertido em reserva energética
(6leos e acglcares), estar presente nas mais diferentes estruturas celulares (celulose
estrutural, celulose foliar, paredes celulares e cloroplastos), ajudar no funcionamento
fisioldgico celular (fotossintese e respiracdo celular), entre outros. Logo, pode ser percebido

gue ha um importante valor ambiental dos compostos carbénicos nos ambientes naturais.

Contudo, ha outro lado que deve ser abordado e analisado pela mesma relagao que é
distribuicdo natural do carbono no ambiente. Sabe-se que as concentracdes de alguns
compostos carbonicos, de origens naturais ou antrdpicas, podem trazer diversos maleficios
ao ambiente se estiverem em falta ou em excesso, causando graves e continuos problemas
em seus ciclos. Gases como o dioxido de carbono (CO;), o metano (CH;), o mondxido de
carbono (CO) e os compostos organicos volateis podem trazer preocupacdes ambientais se

estiverem em excesso, causando ou interferindo no aumento do aquecimento global. Ja
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outros compostos produzidos pelo homem podem trazer problemas ambientais de natureza
diversa como a destruicdao da camada de ozOnio caso sejam liberados na atmosfera, como é
o caso dos compostos CFC (Cloro-Fluor-Carbono) (INTERGOVERNMENTAL PANEL ON
CLIMATE CHANGE, 2007; HOUSE OF COMMONS ENVIRONMENTAL AUDIT COMMITTEE,
2008).

O aquecimento global é um dos principais problemas ambientais da atualidade e os
crescentes niveis de diéxido de carbono (CO,) na atmosfera — ainda que questionaveis os
valores de sua concentracdo real por diversos estudos — estdo incrementando este
problema. Neste contexto, direcionar o uso de alguns gases — em especial o CO, — paraa o
aumento de biomassa parece ser uma solu¢do importante, bastante vidvel e ecologicamente

correta (SINGH & GU, 2010; ZHAOA, et al., 2011; YANG et al., 2011).

O aquecimento global é expresso como o aumento médio na temperatura da
atmosfera na superficie da Terra e na troposfera, o que pode contribuir para mudancas nos
padrdes climaticos globais naturais, sendo proveniente de uma variedade de causas, tanto
naturais como induzidas pelo homem. O termo também pode ser usado em referéncia ao
aquecimento planetario que pode ocorrer como resultado de aumento das emissdes de

gases de efeito estufa pelas atividades humanas.

Segundo o Relatério de Mudancas Climaticas do Painel Intergovernamental de
Mudangas Climaticas — do ano de 2007 (INTERGOVERNMENTAL PANEL ON CLIMATE
CHANGE, 2007) — o didxido de carbono (CO,) é apontado como o mais influente gds do
efeito estufa (do inglés GreenHouse Gases — GHG), cujas emissdes anuais tém crescido muito
entre 1970 e 2004 (aproximadamente 80%), perfazendo 77% do total das emissdes humanas
de GHG como mostrado na Fig. 2.1. Constata-se ainda outro ponto de extrema importancia
no relatério como os dados que indicam a alta produgdo de CO, proveniente da queima dos
combustiveis fésseis (representando mais de 50% dos GHG em 2004), além da producdo de

CH4 na agricultura, energia e residuos, corroborando os impactos mencionados na Secao I.I.
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Figura 2.1 — Emissdo de gases do efeito estufa de origem antrépica de 1970 e 2004 (Fonte:
INTERGOVERNMENTAL PANEL ON CLIMATE CHANGE, 2007).

Biofixacdo de CO, pelas culturas massivas de microalgas representa um grande
avanco tecnoldgico e que tem influéncia direta na relacdo dos gases do efeito estufa, ja que
ha a utilizacgdo de um CO, proveniente das atividades humanas e de processos naturais
sendo direcionadas para a conversdo de microalgas em biocombustiveis renovaveis
(DEMIRBAS, 2011). A biomassa formada por meio da biofixacdo de CO, microbiana pode ser
uma importante solucdo para reducdo dos niveis de CO, na atmosfera, podendo ser usado
para a producdo de bioenergia, biodiesel microbiano e até mesmo plastico biodegradavel

(SAINI et al., 2011).

Alguns estudos demonstram o quanto o CO, pode ser convertido em biomassa
gerando resultados interessantes, como o estudo feito por Chisti (APPUD SINGH & GU,
2010), onde apontou que 1kg de biomassa de algas secas seria capaz de fixar 1.83kg de CO,,
assim, a producdo de biomassa de microalgas pode ajudar na biofixacdo de CO, auxiliando
na manutencdo da qualidade e melhoria do ar. Suali & Sarbatly (2012) fizeram um
importante levantamento de revisao bibliografica sobre a influéncia da biofixacdo de CO, no
crescimento em diversas espécies de algas, obtendo relevantes e diferentes concentracgées

celulares.

Desta forma, a fixa¢do bioldgica de diéxido de carbono através de microalgas parece

fornecer uma forma de solucdo para os problemas que surgem devido ao aquecimento
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global oriundo do excesso de CO, gerado pelas industrias, bem como medida auxiliar sobre
um possivel esgotamento de combustiveis fésseis futuramente. Demirbas (2011) apresentou
um quadro explicativo em que idealiza um possivel ciclo de carbono atmosférico em um

mundo com produgdo de energia essencialmente via biofixagdo algal (Figura 2.2).

Luz Solar
/// l A 4 l \l\c\.
CO, na Atmosfera H,0 CO, na Atmosfera
Combust3o Organismos Fotossintéticos "
v Combustdo
Biofixagdo inicial de substdncias
Crescimento de Microalga
. , Termoquimica l Bioquimica Bioalcool
iosyngés - Processo de microalga . Biodiesel
h ” Biogds

Biodiesel Biohidrogénio

Produgdo de
Gas

Figura 2.2 - Ciclo de Carbono Atmosférico em Contexto de Tecnologias de Microalgas (fonte:
Demirbas, 2011).

As tecnologias baseadas em algas podem fornecer alternativa para reduzir as
emissdes de gases de efeito estufa a partir de plantas termelétricas a carvao e outros
processos industriais intensivos em carbono féssil (DEMIRBAS, 2011). Isto faria com que as
atividades ja iniciadas e consolidadas ndo precisassem ser interrompidas evitando-se uma
perda econbmica consideravel. Portanto a sustentabilidade seria ainda mais fortalecida ja
gue, além dos processos de cultivo de biomassa algal fornecer energia renovavel, ainda sdo
capazes de sequestrar didxido de carbono atmosférico proveniente das demais atividades

industriais, de producdo de energia e de transporte.

A relacdo de producdo e consumo ambiental de CO, deve ser encarada como uma
das mais importantes relagdes a serem estudadas e observadas pelo homem. E notério que

o0 CO, ndo é o GHG que apresenta o maior potencial destrutivo ao ambiente, mas é o que



17

apresenta maiores valores de concentra¢des atmosféricas (INTERGOVERNMENTAL PANEL
ON CLIMATE CHANGE, 2007, DEMIRBAS, 2011, EMPRESA DE PESQUISA ENERGETICA, 2011;
SAINI et al., 2011), onde as atividades humanas tém um papel influente. A medida que a
concentragdo de CO, aumenta no ambiente, as respostas dos diversos organismos também
sao diferentes. Ter um ambiente com excesso de CO, ndo quer dizer que seja sempre muito
bom aos vegetais, pois se deve lembrar que ha fases de consumo e fases de produgdo
natural deste gds. Logo, o que deve haver é um equilibrio nas concentracdes iniciais gerais e
o quanto é consumido e convertido em biomassa vegetal; isto é, hd a necessidade de

equilibrio do input, consumo e output.

As microalgas sdao promissoras como fontes de biodiesel a partir da biomassa algal.
Biodiesel produzido através de transesterificacdo de dleos de algas foi provado ser uma
alternativa promissora para a recuperacao de energia presente nas algas. Huang (APPUD
DEMIRBAS, 2011) apresentou um panorama da producdo de biodiesel via biotecnologias de
microalgas, incluindo os vdrios modos de cultivo para a produgado de dleo. A forma como o
cultivo das algas é realizado tem influéncia direta nas respostas fisioldgicas tanto de
crescimento, como no consumo dos nutrientes e na geracdo dos produtos de interesse. As
microalgas captam e utilizam a energia solar para oxidar H,0, liberando O,, reduzindo CO,,
produzindo compostos organicos, primariamente aclcares. Esta energia estocada nas
moléculas organicas é utilizada nos diversos processos celulares e serve como fonte de
energia para todas as formas de vida — sejam as préprias plantas ou os consumidores
primarios.

s

E na membrana tilacdide que se apresentam os pigmentos fotossintetizantes
responsaveis pela absorcao de toda a energia luminosa, ocorrendo a chamada etapa
biofisica ou as reac¢des luminosas da fotossintese. Enquanto que é no estroma que estd
configurado todo o aparato bioquimico necessario para que a assimilacdo de CO, ocorra
através das chamadas reacbes de carboxilacdo da fotossintese (Ciclo de Calvin) (PICARDO,

2012).

Os cloroplastos, organelas circundadas por uma dupla membrana, possuem o
pigmento verde clorofila o qual é extremamente especializado. E nos cloroplastos que a luz

do ambiente é absorvida por duas diferentes unidades funcionais, conhecidas como
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fotossistemas | e Il. A energia da luz absorvida é utilizada para impulsionar a transferéncia
de elétrons através de uma série de compostos que agem como doadores e aceptores de

elétrons (PICARDO, 2012).

Il.11 - FOTOBIORREATORES E LAGOAS RACEWAYS

O custo de investimento para um projeto de crescimento de biomassa algal pode ser
dividido em duas partes importantes: custos associados com o crescimento da biomassa e os
custos com os sistemas utilizados para a extracdo de 6leo. Além disso, ha os custos do
projeto de engenharia, da instalacdo da planta, e da operacdo (nutrientes, CO,, reposi¢cdo de
agua devido a perdas por evaporacao, substituicio de componentes) (SINGH & GU, 2010).
Sendo assim, ha que se buscar um sistema operacional onde todos os pontos sejam
eficazmente monitorados, medidos e controlados para que toda cadeia produtiva ndo seja

afetada ou, se for afetada, que seja minimamente.

Corroborando com o que foi mencionado acima e na Sec¢do LI, Lam & Lee (2012)
apontaram que para uma producdo eficiente de biomassa algal é necessario que alguns
pontos importantes sejam alcancados no sistema de crescimento, sendo estes: (i) area com
iluminacdo eficiente (effective illumination area), (ii) 6tima transferéncia na relacdo gds-
liquido (optimal gas—liquid transfer), (iii) de facil operacdo (easy to operate), (iv) baixo nivel
de contaminacdo (low contamination level), (v) baixos valores de investimento inicial e na
producdo (low capital and production cost), e (vi) que necessite de menor area de uso

(minimal land area requirement).

Atualmente existem dois grandes sistemas de crescimento de microalgas: as lagoas
abertas do tipo raceways e os fotobiorreatores. As lagoas raceways sao feitas com um canal
de recirculacio do meio em circuito fechado que apresenta, tipicamente, poucos
centimetros de profundidade (PICARDO, 2012; CHISTI, 2007; LAM & LEE, 2012). A mistura e a
recirculacdo do meio sdo produzidas por uma roda de pas, que vao ser direcionado de
acordo com o formato das curvas do canal de circulacao e, assim, evitando a sedimentacao.

Os canais por onde passam o meio podem ser construidas em concreto ou terra
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compactada, e podem ser revestidos com plastico impermedvel (CHISTI, 2007). As Figuras

2.3 e 2.4 demonstram exemplos de lagoas raceways.
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Figura. 2.3 — Esquema de Raceway (fonte: CHISTI,
2007)

Os fotobiorreatores sdo sistemas fechados, que consistem de uma série de
tubos/placas transparentes (sendo feitos de plastico ou de vidro), geralmente com 0,1 m ou
menos de diametro para facilitar a penetracdo da irradiacdao solar em culturas densas
(assegurar uma produtividade elevada de biomassa), sendo diferente das lagoas raceways,
onde o sistema permite o cultivo de culturas com uma Unica espécie em tempos
prolongados (CHISTI, 2007). De acordo com a tecnologia utilizada para a constru¢do do
sistema, os fotobiorreatores apresentam mais vantagem quanto ao aproveitamento da
irradiacdo solar (aumentando a eficiéncia e produtividade fotossintética) e diluicdo dos gases

(através de sistemas como o air-lift - ar comprimido e CO,) (PICARDO, 2012).

O formato do fotobiorreator é calculado de forma que a captagao e absorgao de luz
solar, por parte das células, seja maximizada, podendo assim o arranjo dos tubos ser
horizontal ou vertical, circular ou retilineo (CHISTI, 2007; SUALI & SARBATLY, 2012). Seguem
abaixo as Figuras 2.5 e 2.6 que demonstram esquemas de possiveis fotobiorreatores em

arranjos do tipo tubular.


http://www.ieaghg.org/index.php?/2009120761/greenhouse-issues-december-2005-number-80.html
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Figura 2.6 —Fotobiorreator com Arranjo Vertical
de Tubos em Air-Lift (fonte: SUALI & SARBATLY,
2012)

A Tabela 2.1 relaciona as principais diferencas e caracteristicas das lagoas

fotobiorreatores apresentados acima.



Tabela 2.1 - Principais diferencgas e caracteristicas das lagoas e fotobiorreatores.

Fator

Custo de construgao

Produtividade de
biomassa algal
Controle sobre os
parametros
ambientais
Contaminagao do
meio de cultivo

Perda do uso de CO2

Necessidade de
grandes areas

Rearranjo do reator
de acordo com as
necessidades do
projeto
Reaproveitamento
da biomassa

Necessidade de
grandes areas para o
cultivo

Produgao com fins
alimenticios

Alta produtividade
em culturas com
uma espécie

Concentragao de
oxigénio

Lagoas

Baixo

Baixa

Baixo

Alto

Alta

Alta

Pouco
viavel

Baixa

Sim

Sim

Baixa

Baixa

Fotobiorreator

Alto

Alta

Alto

Nenhum

Baixa

Baixa

Altamente viavel

Alta

Sim

Alta

Alta

Fonte:

PICARDO, 2012; HARUN et al., 2010; SINGH & GU, 2010.

PICARDO, 2012; HARUN et al., 2010; SINGH & GU, 2010; SCOTT et al., 2010; DEMIRBAS, 2011.

PICARDO, 2012; HARUN et al., 2010; PARMAR et al., 2011.

PICARDO, 2012; HARUN et al., 2010; SCOTT et al., 2010.

PICARDO, 2012; HARUN et al., 2010; SCOTT et al., 2010.

PICARDO, 2012; HARUN et al., 2010; SCOTT et al., 2010.

CHISTI, 2007; HARUN et al., 2010.

PICARDO, 2012; HARUN et al., 2010.

PICARDO, 2012; HARUN et al., 2010; SINGH & GU, 2010.

PICARDO, 2012; HARUN et al., 2010; SINGH & GU, 2010; CHISTI, 2007.

CHISTI, 2007; HARUN et al., 2010; PARMAR et al., 2011.

HARUN et al., 2010.
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Singh & Gu (2010) fizeram um importante levantamento de produc¢do de diferentes
microalgas usadas por diversas empresas de todo o mundo, observando que 52% das
producdes usaram técnicas de sistemas fechados, 25% de lagoas abertas e 22% de

ambientes naturais, como mostrado na Fig. 2.7.

M Sistemas Fechados
B Lagoas Abertas

Sistemas Naturais

Figura 2.7 - Distribuicdo Mundial de Diferentes Técnicas para Cultivo Microalgal
(fonte: SINGH & GU, 2010)

Como o cultivo em sistemas abertos, como as lagoas, é mais antigo, pode-se
perceber na Fig. 2.7 que ha uma tendéncia para se cultivar microalgas em sistemas fechados
(fotobiorreatores), que apresentam maior potencial de controle/monitoramento e

produtividade (SINGH & GU, 2010).

.11 — SEPARAGAO DA BIOMASSA: O GARGALO DA PRODUGAO INDUSTRIAL MICROALGAL

O sistema de producdo de biomassa utilizado em fotobiorreatores apresenta trés
fases basicas: (i) upstream process (fase de tratamento da matéria-prima, preparacao e
esterilizacdo do meio de cultivo e nutrientes, inoculagdo); (ii) crescimento celular; e (iii)
downstream process (separacao das células do meio de cultivo, extracdo e purificacdo do
produto) (Figura 2.8). Cada fase vai apresentar uma caracteristica especifica que vai ser
modificada de acordo com o volume total utilizado na producdo nos fotobiorreatores, a
célula cultivada, o ambiente de crescimento (estrutura do reator), entre outros pontos

(CHISTI, 2007; PARMAR et al., 2011).
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Nas duas primeiras etapas (i e ii) alguns pontos necessitam serem observados e
medidos com precisdao, como, por exemplo, a vazao, a temperatura do meio de cultivo, a
velocidade de agitacdo do meio de cultivo, a aeracdo, o pH, volume de possiveis gases
injetados entre tantos outros. Cada item deve ser mensurado e controlado para que todo o
processo de crescimento algal ocorra de forma o mais eficiente possivel — ambientalmente e

economicamente (PARMAR et al., 2011).

A ultima fase (iii) pode ser encarada como um gargalo dentro da producdo industrial
de microalgas, que se nao for muito bem estudada e projetada apresentard diversos
problemas ambientais e operacionais que em ultima andlise significardo custos. A selecao
dos processos de obtencdo de biomassa, nesta fase, depende do tipo de matéria-prima de

cultivo e no produto desejado (PARMAR et al., 2011; DEMIRBAS, 2011).

Tratamento da matéria-

prima, preparo do meio e Upstream process
esterilizagdo.

Cultivo em condicdes _—— ‘
otimas.

Separagdo de células e

purificagio do produto. Dopstican process ‘

Figura 2.8 — Esquema com as principais fases em um sistema de producgao
de microalgas.

Apds o cultivo, podem ser utilizadas diversas formas para a separac¢ao das células do
meio de cultivo, porém cada um vai apresentar pontos negativos e pontos positivos. Pode-se
dizer que microalgas podem ser separadas utilizando telas, técnicas de sedimentacao,
centrifugacao, floculacdo e filtracdo por membrana (AHMAD et al., 2011; LAM & LEE, 2012;
AMER et al.,, 2011), e que cada técnica empregada apresenta uma diversidade de

caracteristicas, concentragdes, tamanhos, volumes e custos unitarios.

Entende-se por separacdo celular qualquer técnica utilizada para separar as células

(biomassa) do meio onde esta ocorrendo o crescimento/cultivo. Podem-se dividir as técnicas
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de separacdo em trés grupos: fisica, quimica e bioldgica. Estas técnicas vao agrupar ou
repelir as células de alguma forma, fazendo com que haja duas fases — uma com
concentrado celular e outra com baixa concentracdo celular. Cada tipo de separacdo vai

acarretar um gasto energético, tempo de reagdo e custo especificos.

As separac0es fisicas utilizam fatores fisicos, como exemplo, a forca gravitacional, a
temperatura, irradiancia e pressdo. As separagdes quimicas ocorrem quando ha emprego de
compostos quimicos que vao reagir com as estruturas celulares e/ou com o meio de cultivo,
e que é chamada de floculagdo quimica (PARMAR et al., 2011; HARUN et al., 2010). As
separacdes biolégicas ocorrem quando um micro-organismo é adicionado ao meio de cultivo
como coadjuvante na agregacdo celular acarretando a separa¢do/sedimentacgdo. Alguns
estudos apontam que separacdo bioldgica utilizando espécies diferentes pode aumentar as
concentragoes de células separadas em compara¢do com testes de autofloculagdo (SALIM et
al., 2012). Mas vale apontar que os proprios estudos reportam dados ainda muito abaixo do

desejado relativos a eficiéncia de separagao celular.

A floculacdo é um termo utilizado para explicar o processo que é usado para
acumular células de microalgas a partir do meio de cultivo. As microalgas caracterizam-se
por possuirem carga elétrica negativa em sua membrana que as impede de auto-agregacao
dentro do meio de cultivo. A carga de superficie nas algas pode ser anulada através da
adicdo de produtos quimicos conhecidos como floculantes, sendo estes produtos quimicos
capazes de “flocular” as algas sem afetar muito a composicao e toxicidade do meio de

cultivo (PICARDO, 2012; HARUN et al., 2010; SANCHEZ et al., 2012).

As técnicas mais empregadas na colheita das microalgas sdao decantacao, flotagao,
centrifugacdo e filtracdo. Estas técnicas sdo auxiliadas pela floculagdo das células, seja por
adicao de agentes quimicos floculantes ou por autofloculagdo. Na floculagdo, as células se
aproximam formando agregados celulares, que decantam mais rapidamente por gravidade

ou por aceleracdo (centrifugacdo) (PICARDO, 2012; DEMIRBAS, 2011; AMER et al., 2011)

Apesar da floculacdo quimica ser uma técnica mais simples de ser executada para
separacdo de microalgas (LAM & LEE, 2012), envolve a utilizacdo de produtos quimicos no

processo o que pode significativamente acarretar custos e descarte de meio de cultivo
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tratado, o que pode ser ruim para a economia do processo e perigoso para o meio ambiente

(HARUN et al., 2010).

Cabe entdo a busca por técnicas onde se alcance eficiéncia na separagdao biomassa x
(versus) meio de cultivo, porém com baixo, ou minimo, dano ambiental possivel. Ndo
adianta se ter uma técnica com altos valores de eficiéncia, mas que cause dano ou que se

necessitem de tratamentos pds-processo.
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Il - MATERIAL E METODOS
lIl.1 - FOTOBIORREATOR E CONDIGOES DE CULTIVO
I11.1.1 CRESCIMENTO CELULAR E MATERIAL BIOLOGICO

A espécie utilizada para o presente estudo foi a Isochrysis galbana Parke 1949, sendo
uma microalga de comprimento entre 5-6 um, apresentando dois flagelos para locomocgao
(de aproximadamente 7 um cada um), cloroplastos simples e de coloragdao amarelo-marrom,
de ocorréncia na costa do Atlantico, com clorofilas a e ¢ (TOMAS, 1997). Sua classificacdo
taxon6mica é: Dominio: Eukarya, Império: Eukaryota, Reino: Chromista, Subreino:
Euchromista, Divisdao: Haptophyta, Classe: Prymnesiophyceae, Ordem: Isochrysidales,
Género: Isochrysis, Espécie: Isochrysis galbana (FALKOWSKI & RAVEN, 2007 apud PICARDO,
2012).

liL.1.11 MEIO DE CULTIVO

O meio de cultivo utilizado para o crescimento microalgal parte de um meio
preparado com sal sintético (Sal Marinho - Ocean Fish - Prodac) na concentracdo de 33g/L
com agua destilada e deionizada. O meio é posteriormente filtrado em membrana de
0,22um e autoclavado a 120°C durante 30 minutos. Apds a execugao destas etapas toda a
manipulacdo para introducdo de uma aliquota de volume pré-definido de células foi

realizada em capela de fluxo laminar, previamente esterilizada.

Os nutrientes utilizados para o crescimento celular foram dosados com base no meio
F/2 Guillard (GUILLARD, 1975) demonstrado na Tabela 3.1, todavia, o meio foi modificado

por nao ter sido utilizado o composto de silicato.
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Tabela 3.1: Concentragées dos Compostos do Meio de Cultura (meio
f/2, sem o uso de silicato) (Fonte: PICARDO, 2012).

Macronutrientes uM
NaNO3 880,0
NaH2P0O4.2H20 36,2
Quelantes UM
Acido citrico 21,40
Citrato férrico 13,45
Metais traco nM
CoCI2.6H20 47
CuSO4.5H20 40
MnCI2.4H20 910
NaMo0O4.H20 26
ZnS0O4.7H20 75
Vitaminas nM
Biotina 2,0

Cianocobalamina (B12) 0,4
Tiamina HCI 300,0

Devido ao fato de serem realizados muitos procedimentos e testes, houve uma
necessidade de ser criar uma curva padrao para que a concentracdo celular fosse obtida a
partir da medida de absorbancia celular (750 nm) em espectrofotbmetro
(Espectrofotémetro Modelo U2M - QUIMIS). Para que a curva fosse criada foi necessaria a
utilizacdo de microscopia dtica (BIOVAL, L1000) - para a contagem de células - associada as
medicGes de absorbancia (750nm). A concentracdo celular em cada cultivo foi medida da
seguinte forma: (i) foram retiradas aliquotas com 3 mL; (ii) adicionado 25 pL de lugol acético;

(iii) sendo a contagem em microscopia realizada na cdmara de Fuchs-Rosenthal.
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A curva de calibracdo de concentracdo celular versus absorbancia a 750nm
corresponde a equagao mostrada na Fig. 3.1, cuja construgdo ocorreu de acordo com o

seguinte procedimento: (i) Medidas de absorbancia foram colhidas a 750nm em varias

o.,n

concentracdes celulares; (i) Equacdo linear y = 0.0181 + 6.10°® x foi ajustada, onde “x” é o
ndmero de células (por mililitro) final e “y” é o valor da absorbancia medida. O valor de R?

desta regressao foi de 0,961.

y = 6E-08x + 0,0181
0,5 o R2=0,961

0,4
0,3 -
0,2 -
0,1 -

0
0,00E+00 1,00E+06 2,00E+06 3,00E+06 /H(l)?_E+06 5,00E+06 6,00E+06 7,00E+06
cel

ABSORVANCIA (750 nm)

Figura 3.1 - Curva de Calibracdo de Concentragdo Celular em cel/mL (x) versus Absorbancia a 750nm (y).

Para que fosse possivel obter a biomassa desejavel, foi realizado um pré-crescimento
celular em “erlenmeyers” de dois litros fazendo-se com que a concentragdo celular chegasse
aos 10 milhdes de células por mililitro (concentracdo desejada para inicio do crescimento em
reator com injecdo de CO,), sendo a aeracdo realizada através de bombas de aquario (800
cm>.min™). Apds o pré-crescimento ter chegado a concentracao desejada, que ocorriam em
média apds 10 dias, as células eram transportadas para um reator (Figuras 3.2 e 3.3) de
volume de 2 litros, onde era feita um segundo crescimento altamente controlado com a

injecdo de mistura de ar comprimido com didéxido de carbono (CO,).

A taxa de ar comprimido foi estimada com o uso de um rotametro de gas (MORIYA,
0-15 L.min™), j& a vazdo do gas CO, foi controlada pelo controlador CD600 (SMAR) e em
conjunto com um controlador de vazdo madssica (mass flow controller, AALBORG, 0-200
mL.min™). A temperatura foi mantida entre 25-26°C utilizando-se um banho termostatico
com circulador e controle automatizado de temperatura (Modelo Q214M2, QUIMIS). A
circulacdo da agua de resfriamento foi feita através de mangueiras em um tubo em aco de

formato em U, em direto contato com o cultivo.
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Figura 3.3 — Interior do fotobiorreator e

demonstracdo da disposi¢do das
lampadas e cdmara de vidro de células.

Figura 3.2 - Fotobiorreator para o

crescimento de microalgas.

A injecdo de gas carbonatado ocorria por 6 horas didrias, iniciando-se, geralmente, as
8 da manha e terminando as 14 horas da tarde, sendo desligados os controladores CD600 e
o de vazao massica. A injecao de gas foi realizada através de ar comprimido com um fluxo de
2L/min. O controle de iluminagdo foi executado através da utilizagcdo de temporizadores (12
horas de luz e 12 horas de escuriddo). A medicdo da variacdo de pH, devido a injecdo de

mistura (ar comprimido + CO,), foi conduzida pelo aparelho modelo pH300 - ANALYSER.

A relagao da quantidade ideal (%) de CO, injetada com a concentragdo celular foi
testada, previamente, por Eismann (2011), onde foi observado que seria recomendado
iniciar utilizando-se valores menores de 1% de mistura de CO, para cultivos de
aproximadamente 8-10x10° cels/mL, de forma que n3o houvesse acidificacdo excessiva
causando a lise celular. Sendo assim, injetou-se 0,70% (+/- 0,05) de CO, na mistura com ar

comprimido, sendo este valor sempre mantido independentemente da concentragao celular.

Os cultivos no fotobiorreator ocorriam durante oito dias continuos para que uma
biomassa de concentracdo desejavel fosse alcancada em g/L, correspondendo ao valor de
70x10° céls/mL. A Fig. 3.5 resume toda a sequéncia de etapas conduzidas para preparo dos

cultivos de microalga utilizados neste trabalho.
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Crescimento
em Erlenmeyer
de 2L.

+/- 10 dias =
10mi céls/mL.

Banco de
Células

Inicio do
 crescimentocom | Inje¢do de CO2
injecdo controlada B durante 7 dias
de CO;

Reator 2L.

Controle:

Concentr3950 Crescimento;
final 70/100mi 8 EXPERIMENTO Nutrientes;
céls/mL Temperatura;
Salinidade;
lluminagdo;
Célular.

Figura 3.4 — Esquema de Desenvolvimento do Crescimento Microalgal em Fotobiorreator
neste Trabalho.

IL1.II ANALISE DE NITRATO RESIDUAL

O nitrato residual do meio de cultivo foi medido utilizando-se espectrofotébmetro
seguindo-se o método de Collos et al. (1999) conforme as seguintes etapas: (i) Amostras do
meio de cultivo foram coletadas e filtradas sob vdcuo em membrana de celulose 0,45um de
porosidade; (ii) O filtrado foi recolhido e adicionou-se 30uL de HCl 1M; (iii) Leitura de
absorbancia foram realizadas a 220nm e 275nm, sendo os valores obtidos em 220nm
correspondentes a nitrato e os a 275nm correspondentes a nitrogénio organico; (iv) A
absorvancia final é dada pela equacdo: ABSkinai = ABSyy0 - 2ABS,75. O ensaio em branco foi

feito com agua destilada com 30 uL de HCI 1M.

Uma curva de calibracdo padrdo foi ajustada linearmente com ensaios utilizando-se
com concentracdes de 0 a 0,16 mM de nitrato de potdssio como mostrado na Fig. 3.6. Esta

curva é a ferramenta utilizada para as medicdes de nitrato residual no meio de cultivo.
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0,6 y =0,0471x + 0,0083
R?=0,9971
0,5
0,4
0,3

0,2

Absorvancia Final

0,1

mM de NOs
Figura 3.5 — Curva de Calibragdo de Absorbancia (y) versus Concentragdo de Nitrato (x)

IL1.IV ANALISE DE FOSFATO RESIDUAL

O fosfato residual foi medido utilizando-se procedimento espectrofotométrico
seguindo-se o método padronizado para o exame de aguas e aguas residuais (STANDARD
METHODS FOR THE EXAMINATION OF WATER AND WASTEWATER, 1960). As seguintes

solucdes foram utilizadas para a analise:

Solugdo de Acido Forte — Adiciona-se 150mL de acido sulfdrico concentrado (H2504) em
300mL de agua destilada. Apds resfriamento, adiciona-se 2,0mL de HNO3 concentrado e

afere-se em baldao volumétrico de 500mL.

Solugdo de acido forte e molibdato de amoénia — Preparada com o seguinte procedimento:
a) dissolve-se 15,7g de (NH4)6Mo06024.4H20 em 100mL de agua destilada;

b) adiciona-se 126mL H2S504 conc. em 200mL de agua destilada. Apds resfriar, adiciona-se
1,7mL de HNO3 concentrado;

c) misturam-se as solucdes (a) e (b) e afere-se em baldo de 500mL.

Solugdo de amino - naftol acido sulfénico — Preparada com o seguinte procedimento:

* Pesa-se 0,375g de 1 amino-2-naftol-4-acido sulfénico;

® Pesa-se 21g de sulfito de sddio anidro (Na2S03);

* Pesa-se 35g de metabissulfito de sédio anidro (Na25205);

e Mistura-se acido sulfénico com pequena porcdo de Na25205, em recipiente limpo e seco;

¢ Dissolve-se o restante dos sais em 400mL de agua destilada;
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e Adicionam-se os sdlidos anteriormente misturados e afere-se em baldao volumétrico a
500mL.

Para as medidas de fosfato seguiu-se o procedimento: (i) Aliquota da cultura é
retirada e filtrada a vacuo em membrana de celulose 0,45 pum de porosidade; (ii) Adicionado
10mL da amostra (em alguns casos foi necessario fazer a diluicdo) a 0,5mL de acido com
molibdato e agita-se vigorosamente em vortex; (iii) Adicionado 0,5mL de acido sulfénico e
agitado novamente; (iv) Aguarda-se 5min para que a reacdo seja completada; (v) Lé-se a
absorbancia das amostras em espectrofotometro (Espectrofotdmetro Modelo U2M -
QUIMIS) a 690nm. O teste em branco foi feito com dgua destilada seguindo-se o mesmo
tratamento, porém o dcido com molibdato sendo substituido pela solucdo de acido forte.
Uma curva de calibragdo foi ajustada com leituras de absorbancia partindo-se de solu¢des de
NaH,P0O4 em concentracbes entre 1 a 15 mg.L-1 como mostrado na Figura 3.7. Esta curva

serd utilizada para as medicGes de fosfato no meio de cultura.

0,6 y =0,0366x +0,0136
0,5 R*=0,997

0,4
0,3
0,2

Absorvancia (690 nm)

0,1

0
0 2 4 6 8 10 12 14 16

mg/L de POs

Figura 3.6 — Curva de Calibragdo de Absorbancia (y) versus Concentragdo de Fosfato (x)

Visando a determinar-se em qual momento seria necessario repor os nutrientes,
tanto no reator quanto nos bancos de células, as medidas de nitrato e fosfato foram
realizadas em todos os dias de cultivo. Como o consumo de nutrientes no reator era sempre
mais rapido do que no banco de células (este sem injecdo de CO,) criou-se o seguinte padrdo
de reposicdo nutricional: (i) Sempre que os valores de fosfato chegassem perto de 2ppm
haveria a reposicao do mesmo; e (ii) Sempre que os valores de nitrato chegassem perto de
S5ppm haveria, também, reposicdo deste nutriente. Estes valores foram seguidos sendo

baseados em observacdes de crescimento. Sempre que tais valores eram alcancados a taxa
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de crescimento celular iniciava reducdo, dando indicios de inicio da fase estaciondria.
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Apds o crescimento celular no reator alcancar a concentracdo celular desejada,

experimentos de separacao de células do meio de cultivo foram projetados varrendo-se a

influéncia cruzada de Tempo de Exposicdo em trés niveis com cada um de quatro Fatores

Indutores de Separacdo (Concentracdo de NaOH, RPM de Centrifugacdo, Temperatura e

Irradidncia) em 5 niveis de intensidade cada, conforme o planejamento mostrado na Tabela

3.2. Isto corresponde a 15 experimentos por cruzamento Tempo de Exposicdo com Fator de

Separag¢do. O procedimento foi aplicado em dois conjuntos de amostras, A e B, de forma a

gerar replicacdo, resultando em uma massa experimental com um total de 4 X 15 X 2 = 120

experimentos, sendo 30 experimentos por Fator Indutor de Separagao estudado.

Tabela 3.2 — Planejamento Geral dos Experimentos de Separac¢do de Células do Meio de Cultivo

Tempo / Medida -2 -1 0 1 2
T1 1A 2A 3A 4A 5A
T2 6A 7A 8A 9A 10A
T3 11A 12A 13A 14A 15A

Tempo / Medida -2 -1 0 1 2
T1 1B 2B 3B 4B 5B
T2 6B 7B 8B 9B 10B
T3 11B 12B 13B 14B 15B

AmostraA )

~— Réplica

AmostraB —

Desta forma, cada teste da Tabela 3.2 representa um cruzamento de:

e Varidvel independente Tempo de Exposicdo em um de trés niveis pré-definidos de

acordo com resultados dos pré-testes realizados anteriormente em bancada; e

e Um Fator Indutor de Separagao em um de cinco niveis de intensidade definidos

também em func¢do de testes avulsos em bancada.

Os trés niveis de Tempo de Exposicdao foram arbitrados de acordo com o Fator de

Separacao a ser utilizado, ja que alguns fatores agem mais rapidamente que outros:

e Para os fatores com respostas muito radpidas (RPM de Centrifugacdo) foram

escolhidos os niveis de Tempos de Exposicdo de 1, 2 e 3 minutos;

e Para os fatores com respostas rapidas (Concentracdo de NaOH) foram escolhidos 10,

30 e 60 minutos para os niveis de Tempos de Exposicao; e
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e Para os fatores com respostas lentas (Temperatura e Irradiancia) foram escolhidas 1,

2 e 3 horas para os niveis de Tempos de Exposicado.

Optou-se por utilizar Fatores Indutores de Separagdo com cinco niveis de
intensidade, pois, inicialmente, buscou-se entender a influéncia de cada um deles como
recurso de separagdo, e, posteriormente, localizar os resultados mais satisfatdrios. Cada
teste foi realizado em duas baterias de réplicas, A e B, para que os dados permitissem apuro

estatistico (Tabela 3.2).

Como ndo havia a possibilidade de se fazer contagem celular dos resultados gerados
em cada experimento, devido ao exiguo volume gerado e a rapidez de algumas das
separacdes, as respostas (resultados) de cada teste foram obtidas através das medidas de
absorvancia (Espectrofotometro Modelo U2M — QUIMIS) como mencionado na Secgao IIL.LII
no liquido sobrenadante da amostra, medidas estas feitas antes e depois da aplicacdo do
teste. Neste sentido, para que se conseguisse explicar e obter os resultados dos testes de
separacao utilizou-se a curva de calibracdo de concentracdo celular da Fig. 3.1, aplicando-se
as devidas corregdes por diluicdes quando necessario. Vale mencionar que observacdes
visuais também foram recursos Uteis para a interpretacdo de respostas de todos os testes.
Em cada caso, deve-se ter claro que a resposta procurada em cada teste consiste em um
numero de 0 a 100 que representa a percentagem de células que se depositaram no fundo

do recipiente de andlise em questao.
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lL11.1 — INFLUENCIA DO FATOR CONCENTRAGAO DE HIDROXIDO DE SODIO - NaOH

Para estes testes foram utilizadas provetas de 50mL e hidroxido de sédio nas
concentragdes 1M, 2M, 3M, 4M e 5M (preparadas em baldo de fundo chato de 200mL). Em
cada proveta foram colocados 50mL de concentrado celular e acrescentado 1mL de NaOH
nas concentragdes citadas, homogeneizando-se a proveta trés vezes e, posteriormente,
aguardando-se a reagdo acontecer em um tempo determinado (Figura 3.8) como informado
na Tabela 3.2 e nos paragrafos que a seguem. A temperatura para o experimento era de

26°C (temperatura ambiente).

Figura 3.7 - Materiais Separados para Testes Concentra¢ao de NaOH versus Tempo de Exposicao.

As medidas para quantificacdo celular foram baseadas nos valores de absorbancia
(750nm) obtidas no decantado de cada experimento, sendo utilizada a curva padrdo da Fig.
3.1. Para a absorbancia do “controle” (dgua do mar como mencionado na Secdo IILLII
adicionado o mesmo volume e concentracdo de NaOH) também foram utilizadas, pois foi
observado que os resultados poderiam ser diferentes se fossem realizados apenas em agua
destilada. A Tabela 3.3 abaixo demonstra as coordenadas do planejamento experimental
realizado para aferir a influéncia cruzada de Tempo de Exposicdo com Concentracdo de

NaOH, onde “Amostra B” representa o conjunto de réplicas dos testes na “Amostra A”.
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Tabela 3.3 - Planejamento Experimental para Influéncia de Concentragao NaOH Cruzada com Tempo de
Exposi¢ao na Separacao Celular de Microalgas.

Planejamento -2 -1 0 1 2
10 minutos 1M 2M 3M 4M 5M |Amostra A
30 minutos im 2M 3M a4M 5M
1 Hora 1M 2M 3M 4M 5M
Planejamento -2 -1 0 1 2
10 minutos 1M 2M 3M 4M 5M
30 minutos 1M 2M 3M 4M 5M |Amostra B
1 Hora im 2M 3M 4M 5M

Em um dado teste, apds cursar-se o Tempo de Exposicdo pré-determinado, uma
amostra era retirada do decantado para medida de absorbancia, amostra esta retirada
sempre do ponto central da parte ndo floculada da proveta. Outra medida obtida era o valor
de pH final de cada proveta apds o tempo de reacdo, valendo ressaltar que o pH inicial

proveniente do reator foi obtido antes do teste iniciar.

Apds a realizacdo dos testes de NaOH, retirou-se 10mL do decantado de cada
proveta, em cada concentracdo de NaOH, sendo este material re-inoculado em outro
recipiente visando-se a testar a possibilidade de um novo cultivo (mas, desta feita, sem a

utilizacdo de CO,).

Como a reagdao do NaOH no meio era evidente, as relagdes das medidas de volume
inicial e final — do floculado — foram anotadas para permitir melhor interpretacdo dos dados

experimentais.
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ILILII - INFLUENCIA DO FATOR TEMPERATURA

Para os testes da influéncia da temperatura na possivel separacdo do concentrado de
células do meio, foram utilizadas provetas de 50mL colocadas diretamente em banho
térmico (Figuras 3.9 e 3.10) de acordo com a temperatura desejada. A Tabela 3.4 reporta as
coordenadas do planejamento experimental para testes de influéncia cruzada de

Temperatura versus Tempo de Exposic¢ao.

Figura 3.8 — Exposi¢ao a Temperatura 52C Figura 3.9 — Seis Testes para Exposi¢cdo a Temperatura 52C

Tabela 3.4 — Planejamento Experimental para Influéncia de Temperatura Cruzada com Tempo de Exposi¢ao
na Separagao Celular de Microalgas.

Planejamento -2 -1 0 1 2
1 hora 05°C 15°C 25°C 35°C 45°C| Amostra A
2 horas 05°C 15°C 25°C 35°C 45°C
3 horas 05°C 15°C 25°C 35°C 45°C
Planejamento -2 -1 0 1 2
1 hora 05°C 15°C 25°C 35°C 45°C
2 horas 05°C 15°C 25°C 35°C 45°C| Amostra B
3 horas 05°C 15°C 25°C 35°C 45°C

As provetas ficavam submersas 45cm no banho térmico (o que equivale a 45mL de
amostra) para que a atuagao da temperatura atingisse um volume no teste de pelo menos
90% do volume total. Apds cursar o Tempo de Exposicdo pré-determinado, medidas de
absorbancia foram feitas retirando-se aliquota da metade da altura da regido de células nao-
precipitadas (i.e. suspensas). Caso ndao houvesse uma distincdo nitida entre “suspenso” e

“precipitado”, a medida era feita da camada superior da proveta.
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As medidas das temperaturas foram controladas pelos medidores proprios dos
instrumentos: banhos termostdticos com circulador e controle automatizado de
temperatura (modelos QUIMIS,Q214M2); e no caso do banho realizado em béquer, a
temperatura foi controlada manualmente com o uso de termémetro de mercurio. Nos
primeiros aparelhos automaticos de banho térmico as flutuagdes de temperatura foram
sempre inferiores a 0,1°C logo corrigidas pelo préprio dispositivo. J& no caso dos
termOometros de mercurio o ajuste de temperatura era realizado manualmente contra

variagdes observadas de 0,5°C.

Nos testes de temperatura também foi observado e anotado se ocorria variacao na
altura/volume do decantado. Como o nimero de provetas seria muito grande e o nimero de
banhos térmicos disponiveis era reduzido (apenas trés), o experimento foi realizado em duas
etapas: Primeiro foram feitos os testes de 5°C, 15°C e 25°C, e em seguida os de 25°C, 35°C e

45°C.
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ILILII - INFLUENCIA DO FATOR RPM DE CENTRIFUGAGAO / FORGA “G”

o _ 7

Para os testes de influéncia de RPM de Centrifugacdo/forca “g” foi utilizada a
Centrifuga Refrigerada Cientec CT 6000R, obedecendo-se ao planejamento experimental

mostrado na Tabela 3.5, com temperatura de centrifugacao de 20°C.

Tabela 3.5 — Planejamento Experimental para Influéncia de RPM de Centrifugagdo Cruzada com Tempo de
Exposi¢dao na Separacdo Celular de Microalgas

Planejamento -2 -1 0 1 2
1 minuto 1500 rpm 2000 rpm 2500 rpm | 3000 rpm | 3500 rpm |Amostra A
2 minutos 1500 rpm 2000 rpm 2500 rpm | 3000 rpm | 3500 rpm
3 minutos 1500 rpm 2000 rpm 2500 rpm | 3000 rpm | 3500 rpm
Planejamento -2 -1 0 1 2
1 minuto 1500 rpm 2000 rpm 2500 rpm | 3000 rpm | 3500 rpm |Amostra B
2 minutos 1500 rpm 2000 rpm 2500 rpm | 3000 rpm [ 3500 rpm
3 minutos 1500 rpm 2000 rpm 2500 rpm | 3000 rpm [ 3500 rpm

Cada teste foi realizado com volume de 60mL de meio de cultura sendo colocado na
centrifuga nas rotacdes desejadas o que impde um campo de aceleracdo centrifuga
especifica (para deposicao celular) como reportado na Tabela 3.6. Os Tempos de Exposicao

foram de 1, 2 e 3 minutos com aceleracdo de 40 segundos e frenagem de 60 segundos.

Tabela 3.6 — Velocidade Angular (RPM) da Centrifuga e Aceleracio Centrifuga em “g’s” (g = 9.81m/s’).

1500rpm A | 2000 rpm A | 2500 rpm A | 3000 rpm A | 3500 rpm A
302¢g 537¢g 840¢g 1209g 1646 ¢g

membrana plasmatica da microalga, observacdes em microscopia 6ptica (Modelo L1000,
BIOVAL) foram realizadas paralelamente para averiguar tal ocorréncia no precipitado. Para

medicdo de absorbancia, foram retiradas aliquotas no ponto médio do suspenso (ndo-
precipitado), mantendo-se a inclinacdo dos tubos da centrifuga evitando-se resuspensdes.
Um pré-teste demonstrou que o transporte do liquido sobrenadante para medir
concentracdo celular poderia remisturar o precipitado com a amostra. Por isto optou-se por
retirar aliquota do ponto médio do sobrenadante para medicdo de absorbancia e

concentracao celular. Os volumes de precipitado e sobrenadante também foram anotados.
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ILILIV - INFLUENCIA DO FATOR IRRADIANCIA

Para os testes de influéncia de Irradiancia na separagao celular o planejamento

experimental é mostrado na Tabela 3.7.

Tabela 3.7 — Planejamento Experimental para Influéncia de Irradidancia Cruzada com Tempo de Exposi¢ao na
Separacgao Celular de Microalgas

Planejamento -2 -1 0 1 2
1 hora 30 uE 100 uE 200 puE 300 uE | 500 uE |Amostra A
2 horas 30 uE 100 pE 200 pE 300 puE [500 pE
3 horas 30 pE 100 pE 200 puE 300 uE | 500 uE
Planejamento -2 -1 0 1 2
1 hora 30 puE 100 pE 200 pE 300 uE | 500 pE
2 horas 30 pE 100 uE 200 puE 300 uE | 500 uE |Amostra B
3 horas 30 uE 100 pE 200 pE 300 pE 500 pE

Antes que o reator fosse inoculado com as células para o crescimento e a injecdo de
CO,, foi obtida a medida da Irradidncia no reator sem células, unicamente carregado com
agua salina. Observou-se entdo que o valor médio de Irradiancia era de 200uE, sendo entdo
este valor escolhido como ponto inicial para os estudos de migracdo vertical de células

induzida por luz.

Foram utilizadas provetas de 50mL, onde apenas 5cm destas (o que correspondia a
5mL — 10% do volume total) permanecia em contato direto com luz artificial. O restante da
proveta permanecia sem contato com a luz externa, enrolada com uma camada dupla de
papel de revistas impedindo a passagem de luz externa ao seu interior (Figuras 3.11 e 3.12).

Vale mencionar que a temperatura experimental era de 26°C.

Para cada nivel de Irradiancia testado foram utilizadas lampadas de luz fria branca
(marca Taschibra) novas, sem qualquer uso e com varias poténcias diferentes. O uso de
lampadas novas e sem uso permite estabilidade no campo de irradiancia, enquanto o fato de
apresentarem poténcias diferentes tem o objetivo de permitir que os varios niveis de
irradiancia fossem alcancados, evitando-se variar a distancia de lampadas a proveta. As
medidas de irradiancias foram feitas pelo medidor de irradiancia da LI-COR, modelo LI-250A
(Light Meter). A Tabela 3.8 apresenta as relacbes entre poténcias e irradiancias das

lampadas utilizadas nos testes de influéncia de Irradiancia na separacgao celular.



Tabela 3.8 — Relagdo entre Poténcia e Irradiancia das Lampadas Utilizadas.

Altura “tubo  Diametro “tubo

Poténcia Irradidncia pvC” pvC”
10 watts 30uE 25cm 28 cm
15 watts 100uE 17 cm 28 cm
20 watts 200uE 20cm 28 cm
25 watts 300uE 21cm 28 cm
40 watts 500uE 26 cm 28 cm

Figura 3.10 - Bancada com as Provetas de Figura 3.11 - Sistema de Testes de Irradiancia
Ensaios nas Irradiancias pré-Definidas em funcionamento.
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ILILV — INFLUENCIA CRUZADA DE CONCENTRAGCAO DE NaOH E RPM DE CENTRIFUGACAO

Apds os testes anteriores terem sido realizados e analisados, foram escolhidos os
fatores que apresentaram os melhores desempenhos quanto a separagao das células do
meio de cultivo. Estes fatores sdo Concentracdo de NaOH e RPM de Centrifugacdo (forca
“G”). Em seguida, dentre os testes destes dois fatores, foram escolhidos os resultados que
apresentaram os piores valores (separagdo menor do que 80%) como pontos para o
desenvolvimento de Analise de Superficies de Resposta para prever a¢des cruzadas dos dois
fatores com melhor desempenho conjunto sob valor fixo de Tempo de Exposicdo em 01

minuto (menor tempo).

A Tabela 3.9 apresenta as coordenadas do planejamento experimental 3% (trés niveis
por dois fatores) para esta andlise. A Figura 3.13 apresenta o esquema da Malha
Experimental 3% para a Andlise de Superficie de Resposta de Percentagem de Células
Separadas. Nesta Fig. 3.13 verifica-se a distribuicdo espacial no Plano Concentracdao de NaOH
versus RPM de Centrifugacdao dos Pontos do Planejamento Experimental na Tabela 3.9,
evidenciando nove coordenadas distintas (3%) com os Pontos 09, 10, 11 e 12 como réplicas

no centro da malha.

Tabela 3.9: Planejamento Experimental 32 para Analise de Agao Cruzada de Fatores
Concentracdo de NaOH e RPM de Centrifugagdo

Combinagoes

Ponto 1 3M 1500 RPM
Ponto 2 3M 2000 RPM
Ponto 3 3M 2500 RPM
Ponto 4 2M 2500 RPM
Ponto 5 1M 2500 RPM
Ponto 6 1M 2000 RPM
Ponto 7 1M 1500 RPM
Ponto 8 2M 1500 RPM
2M 2000 RPM
2M 2000 RPM
2M 2000 RPM
2M 2000 RPM
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p7 P8 RPM P1
0 0 0
r6 =0 0
P12 § P11 P2
o r 0
PS5 P3
P4

Figura 3.12 - Identificagdo Espacial de Pontos da Tabela 3.9 do Planejamento Experimental
para Influéncia Cruzada de Concentragdao de NaOH com RPM de Centrifugagao

Os pontos P1 a P8 sdo pontos periféricos da Malha Experimental de combinacdo de
influéncias dos Fatores Concentracao de NaOH e RPM de Centrifugacdo (sempre com duas
réplicas cada a partir das séries “A”e “B” de ensaios). Por outro lado, os pontos P9, P10, P11
e P12 sdo replicantes extras do ponto central da malha (cada um deles também duplamente
replicado a partir das séries “A” e “B” de ensaios) para elevar a densidade de informacdo no
centro do Plano Experimental, definindo assim, teoricamente, um local de variancia minima
do procedimento de Andlise de Superficies de Resposta. Em resumo, o Plano Experimental
compreende 09 coordenadas espaciais distintas, contendo duas réplicas nos oito pontos
periféricos e oito réplicas no ponto central, totalizando assim 24 testes experimentais sobre

nove coordenadas distintas de influéncias Concentracao de NaOH e RPM de Centrifugacao.

Para os presentes testes de influéncia cruzada células foram cultivadas no
fotobiorreator e extraidas amostras para o Plano Experimental seguindo-se os
procedimentos das Secdes IlIl.I (fotobiorreator e crescimento) e lILILII (centrifugacdo/forga
“G”). Com a excec¢do de que, antes da amostra ser centrifugada, era colocado 1mL de NaOH
na concentracdo determinada na Tabela 3.9 nos tubos dos testes e nos tubos que serviriam
de controle (dgua do mar como mencionado na Secdo lll.LII acrescida do concentrado de
NaOH). A necessidade de se centrifugar o controle deriva de terem sido observadas grandes
diferencas nos valores de absorbancia medidas do controle se o concentrado de NaOH era

adicionada ou nao.
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Em seguida cada amostra era homogeneizada trés vezes para que todo o material
recebesse uniforme exposicdo ao NaOH, sendo logo colocado na centrifuga sob campo de
aceleracdo centrifuga exercido por 01 minuto. Quando a centrifuga cessava movimento,
retirava-se uma amostra de cada tubo para a medida de absorbancia sendo determinados os
seus volumes de floculado/separado e ndo-floculado/ndo-separado (como explicado na

Secao lILILIN).
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CAPITULO IV — RESULTADOS E DISCUSSAO
IV.I - EXPERIMENTOS DE SEPARAGAO CELULAR
IV.I.1 - INFLUENCIA DE CONCENTRAGAO DE NAOH

Ao final da campanha de crescimento da biomassa para esta sequéncia de testes, o
valor do concentrado celular atingiu a 7,6x107 céls/mL sendo o tempo de crescimento de 8
dias seguidos. Os experimentos sob acao do Fator Concentragdo de NaOH foram os que
apresentaram melhores resultados quanto a qualidade e reprodutibilidade de separacao de
células do meio de cultivo. A Fig. 4.1 apresenta uma imagem demonstrando a disposi¢ao das
30 provetas de 50mL no inicio desta bateria de testes (03 niveis de Tempos de Exposi¢ao X

05 Concentragdes de NaOH X 02 Réplicas).

Figura 4.1 — Condig¢0es no Inicio dos Testes de Influéncia de Concentragdao de NaOH na Separagdo Celular, com
30 Provetas de 50mL de Cultura para Adicao de NaOH

A Figura 4.2 apresenta os resultados quantitativos de desempenho de separacao
celular em termos do percentual de células separadas sob influéncia do Fator Concentragao
de NaOH. Pode-se observar na Fig. 4.2 que a partir da concentracdo de 2M em um Tempo de
Exposicao de 60 minutos, as percentagens de separagao celular comeg¢am a nivelar préximo
do satisfatorio (75% de separacdo celular). Enquanto concentra¢gGes acima de 4M em 30
minutos ou em 60 minutos de exposicdo, produziam resultados muito préximos de 100% de
separacdo. Porém, foi observado, nos testes de concentracdo 4M (30 e 60 minutos) e 5M (30
e 60 minutos), o rompimento celular (lise) e liberacdo de todo o conteudo intracelular. Mas

isto so foi possivel constatar a partir de observacao da amostra ao microscépio.
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Figura 4.2 — Variacdo dos Valores Percentuais de Células Separadas do Meio por Agao de
Concentracao de NaOH.

Vale apontar também que a coloracdo natural do material no experimento (marrom
— cor natural da célula) alterou-se para esverdeada devido ao fato da liberacdo de clorofila
ao meio do experimento (Figura 4.3), sendo possivel constatar na imagem da Fig. 4.3 abaixo
que a separacdao celular atingida era bem definida, havendo uma faixa limpida e
transparente demarcada pela “chave branca” (sem células ou com muito baixas
concentragdes) e uma camada inferior de forte concentrado celular. A Figura 4.4 apresenta a
correspondente distribuicdo de pH ao longo dos testes do experimento de Influéncia de

Concentracao de NaOH ao final de cada Tempo de Exposicao.

Outra resposta importante que foi possivel observar corresponde ao volume de
separado célula-meio na Fig. 4.5. Quanto maior a Concentracdao de NaOH do experimento
menor era o volume do separado celular no fundo da proveta, estando mais concentrado.
Porém quando o Tempo de Exposicao cresce até atingir a 60 minutos, o volume de material
separado diminui em alguns casos por dois motivos: possivel superconcentracao no fundo da

proveta e rompimento celular (nos casos de 4M e 5M) como mostrado na Fig. 4.5.

Apds o curso do experimento, retirou-se uma aliquota de 10mL de cada proveta
correspondente a cada concentracdao de NaOH, no tempo de 30 minutos, e inoculou-se em
um meio de cultivo com nutrientes para testar-se novo crescimento. A aliquota foi sempre
retirada da parte suspensa da proveta simulando o que poderia acontecer no processo real

com o fotobiorreator no qual o liquido suspenso volta ao cultivo, enquanto o floculado



segue para a extracdo de lipidios. Estas coletas

procedimento nao foi utilizada injecdo de CO,.

Figura 4.3 - Teste ap6s 30 ou 60 minutos. Seta preta aponta
proveta com 5M. Chave branca demonstrando o liquido
limpido suspenso. Cor mais esverdeada indicando células
rompidas.

sao mostradas na
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Figura 4.6. Neste
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Figura 4.4 - Distribui¢do dos Valores de pH ao Final dos Experimentos de Influéncia de Concentragdo de NaOH.

Percentual de Volume FLoculado

100

® % Volume Floculado em 10
Minutos

H % Volume Floculado em 30
Minutos

= % Volume Floculado em 1
Hora

IMIM2M2M3M3M4M4M5M5M

Concentragdo Molar de NaOH

Figura 4.5 - Percentual de Volume de Células Separadas contra o Tempo de Exposi¢ao.
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Figura 4.6 — Tentativa de Reaproveitamento de Meio Separado de Algas sem inje¢do de CO2.

Como a coloragdo do re-inoculante era transparente/clara o que indicava pouca
presenca de células, o material foi observado no microscdpio. O que se constatou foi a
minima presenca de células e, quando elas apareciam no campo de visdo do microscépio,

estavam totalmente imodveis — sem atividade celular.

Decorrido 1 hora foi observado (Figura 4.7) nova deposicdo celular no fundo da

proveta, indicado, ainda mais, a auséncia de atividade celular.

Figura 4.7 - Concentragao Celular no Fundo do Tubo com Sobrenadante a 1M, apds 1 hora de Exposigao.
As provetas ficaram na bancada durante 24 horas e no final deste tempo foi

observado que — em todos as concentracdes testadas de NaOH — houve morte celular, como

demonstra a imagem abaixo na Figura 4.8, além das observagdes em microscopia.
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Figura 4.8- Concentragao Celular no Fundo do Tubo com 5M de NaOH apds 24 horas.

A analise da utilizacdo de NaOH como agente floculante pode indicar bons resultados
pelo fato de seus valores percentuais de separacgdo celular terem sido altos e claramente
identificados. No entanto, ha dois pontos a serem observados. O primeiro é o fato deste
floculante elevar o pH quase que instantaneamente, sendo assim ha que se testar qual é o
volume e concentracdes ideais a serem utilizados para que o valor do pH ndo seja tdo alto a
ponto de causar morte celular. Uma das formas de se reduzir os valores de pH consiste na
prépria injecdo de gas CO, que foi capaz de reduzir (em testes preliminares) o pH ideal de

crescimento celular.

O segundo ponto é que cada vez que se introduz um reagente — com volumes
consideraveis — no sistema do fotobiorreator ha que se fazer testes para saber o grau de
saturacdo limite que o proprio sistema ird suportar. Dispor grandes volumes de NaOH no
meio pode fazer com que haja reducdo na atividade celular, lise celular e excesso de
residuos. Sendo assim, mesmo com 6timos resultados de separacdo celular, a adocdo do
agente NaOH deve ser muito bem avaliada para que todo o sistema nao entre em “colapso”

e/ou que sejam gerados custos associados a sua utilizagdo excessiva.

Em diversos estudos da literatura o NaOH foi utilizado como floculante para
separacdo da biomassa celular do meio de cultivo, porém em cada um destes trabalhos
deve-se levar em conta as caracteristicas das espécies estudadas e os niveis de concentracao
e volume utilizados do reagente. Knuckey et al., (2006) utilizaram o NaOH como floculante
para separar sete diferente tipos de microalgas, alcangando resultados diversos desde 30%
até 99% de eficiéncia na remocdo de biomassa. Um dado importante mencionado no

trabalho, assim como no presente estudo, é que com o passar do tempo os valores de pH
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vdo aumentando e criando floculos que facilitam a sedimentacdo celular (aumento do
percentual de eficiéncia — separacdo celular). Os valores de pH alcangados giraram préximo a
10.6, sendo um pouco mais elevados do que aqueles do presente estudo reportados na Fig.

4.4,

Uma das espécies utilizadas, por Knuckey et al. (2006), foi a Rhodomonas salina que
faz parte do grupo (Cryptophyceae) da espécie utilizada nos presentes experimentos (/.
galbana). No estudo citado os autores utilizaram o concentrado de 1M de NaOH durante
tempos de 10 a 20 minutos, sendo a eficiéncia alcancada de 85%-90% de remogdo da
biomassa. Porém, o concentrado celular que foi utilizado neste estudo foi baixo sendo
apenas de 1x10° céls/mL, muito inferior ao utilizado no presente trabalho (7,6 x 10’ céls/mL).
Com maior concentrado de biomassa e um mesmo volume de floculante a reacdo tende a
ser mais lenta. Ainda, no estudo de Knuckey et al. (2006), percebe-se que o valor mais
elevado de concentrado celular que os autores utilizaram correspondeu a 1x10” céls/mL,
obtendo-se eficiéncia de separagdo de 95%-99%; porém, foi de outra espécie (C. calcitrans)

pertencente a outro grupo de microalgas (Bacillariophyceae).

Harith et al. (2009), utilizaram a mesma espécie acima citada (C. calcitrans) em testes
de floculagdo com NaOH, porém com concentracdo de 5M e tempo de 4 horas de exposicao.
Neste estudo os autores criaram ambientes distintos com temperaturas diferentes (4°C e
27°C). A melhor eficiéncia de separacdo alcancada foi de 91% em ambientes de temperatura
maior (27°C), enquanto o ambiente de menor temperatura alcancou valores menores de
separagao abaixo de 70%. Como demonstrado na Fig. 4.2, observa-se que o valor aqui
alcancado neste nivel de concentracdo de NaOH foi bem préximo dos 100% de eficiéncia,
sendo atingido em tempos de exposicdo bem menor (1 hora). O pH alcancado foi préximo de
10.6, um pouco mais alto do que os do presente estudo na Fig. 4.4. Mas vale apontar que
concentra¢cdes de 5M foi suficiente para rompimento das células e perda do material

intracelular para o meio.

Horiuchi et al. (2002), realizaram o mesmo teste na espécie D. tertiolecta com o
tempo de teste de 1 hora, com a concentracdo de NaOH de 1M, e com concentrado celular
de concentragdo 3 vezes menor do teste de Harith et al. (2009). O valor alcangado foi de 92%

de separacdo com um pH final de 10.5 (bem préximo do que mostra a Fig. 4.4). A relacdo de
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volume de floculado com o volume total da proveta também foi observado e apresentou um
resultado diferente dos aqui mostrados na Fig. 4.5. Horiuchi et al., (2002) obtiveram uma
reacdo mais rapida e com um decréscimo quase que de 90% de células nos 5 primeiros
minutos, o que foi muito diferente do observado no presente estudo: aqui verificou-se que
sob concentragdo de 1M s6 foi possivel chegar em 70% de separagdo ao fim da primeira
hora, e apenas em 3M, sob 10 minutos de exposic¢do, foi possivel atingir-se valores préximos

de 90% de separacao celular.

Outro estudo que aponta que ha o aumento significativo na floculagdao de microalgas
devido ao aumento de pH é o que foi realizado por Blanchemain & Grizeau (1999). Neste
estudo observou-se que ocorria uma aumento significativo de biomassa depositada de uma
espécie diatomacea quanto mais alto estivesse o valor de pH, no caso a partir de 10.2.

Quando o pH ficava em torno de 7 e até 8 ndo havia floculacdo aparente.
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IV.LII - INFLUENCIA DE TEMPERATURA

Os experimentos de separacdo algal por exposicdo a niveis moderados de
temperatura nao revelou valores tao bons quanto o desejado, devido ao fato de tal fator nao
apresentar grande influéncia de interacdo no meio algal na faixa de valores estudada.
Seguem abaixo, nas Figuras 4.9 e 4.10, a imagem de uma proveta apds 1 hora de exposicdo e
de uma das provetas demonstrando uma camada muito fina de coloragao clara (regidao onde
apresentava a menor concentracdo celular). Os concentrados celulares obtidos para este
experimentos foram: para as temperaturas de 5°C, 15°C e 25°C foi de 11x10’ céls/mL e para

as temperaturas de 25°C, 35°C e 45°C foi de 8,4x10"céls/mL.

Figura 4.9 — Proveta a 152C, resultado quase
um padrao para todas as temperaturas

Figura 4.10 — Proveta a 52C apds 3 horas de
experimento. Uma “leve” separagdo é
percebida na camada superior da proveta.

As Figuras 4.11 e 4.12 abaixo apresentam as percentagens de separacao celular

contra o Tempo de Exposicdo em diferentes Temperaturas testadas.
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Figura 4.11 — Percentual de Células Separadas nos Testes de Exposi¢do a Temperatura Baixa.
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Figura 4.12 — Percentual de Células Separadas nos Testes de Exposicdo a Temperaturas Altas.

O que foi possivel observar é que os experimentos ndo revelaram nenhum padrao
consistente de resposta as diferentes variacbes das temperaturas, ndo importando qual
temperatura fosse. Observando-se o comportamento geral das microalgas, a suposicao
inicial é que temperaturas altas ajudariam na separagao celular. Todavia nao foi possivel

confirmar tal fato, pelo menos na faixa de temperatura aqui estudada.

Também se observou que, com o aumento do Tempo de Exposicdo, as provetas

submetidas a 35°C e 45°C comecaram a ficar esverdeadas, o que aponta a lise celular.
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Aliquotas foram retiradas e, de fato, foram capazes de comprovar que tais células estavam
rompidas e que haviam liberado todo o seu conteludo intracelular. Com a redug¢do do
numero de células integras no meio de cultivo deu-se uma falsa impressao de separacdo
mais eficiente. Isto é, assim como ocorrido com as altas concentracdes de NaOH, aqui a lise
celular também ocorreu com as altas temperaturas (35°C e 45°C) em Tempos de Exposicdo

prolongados.

Em relacdo as baixas temperaturas utilizadas no experimento (5°C e 10°C) esperava-
se que houvesse uma possivel separacdao bem definida pela reducdo da atividade celular.
Observando-se no microscdpio aliquotas retiradas em cada temperatura, constatou-se que a
atividade celular ficou bastante reduzida, porém a separa¢do célula-meio ndao ocorreu
apreciavelmente. Apenas a 5°C obteve-se a separacdo de 1 mL de camada sem células, o que

traduz-se em um valor insuficiente para o desempenho pretendido.

A tentativa de se utilizar temperaturas moderadas como Fator Indutor de Separacao
celular, deriva do fato de que, no Brasil, a energia térmica solar esta bastante disponivel no
ambiente. Em locais de altas temperaturas ou de baixas temperaturas o sistema poderia de
alguma forma capta-la e direciona-la ao processo de separagao. Caso temperaturas altas
apresentassem eficdcia de separacao, poderia haver ao lado do fotobiorreator um sistema
de separacdo utilizando contato direto com metal aquecido por radiagao solar captada. E,
por outro lado, se temperaturas baixas fossem eficazes para separacdo, poderia ser
proposto que as separacdes em fotobiorreatores fossem em ambientes de temperaturas
baixas. Mas o que foi possivel observar é que as temperaturas altas apenas agitavam mais as

células e que, em alguns casos, causavam morte celular (lise).

Em temperaturas baixas comprovou-se apenas reducdo da atividade celular, mas ndo
de forma a separar de forma eficiente as células do meio de cultivo. Adicionalmente, sendo
necessario gerar ambientes com baixas temperaturas o gasto energético e financeiro seria
alto o que poderia colocar a sustentabilidade de todo o processo em duvida, ja que

refrigeracdo industrial apresenta um custo considerdvel.

Poucos estudos existem que tratam da utilizacdo de temperatura como técnica de
separacdo celular eficiente. Blanchemain & Grizeau (1999) utilizaram a temperatura como

fator para decantar a biomassa crescida, mas seu estudo apresentou um tempo longo para o
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proposito (4 e 15 horas em 4°C) e o ganho de biomassa ndo foi tdo significativo a ponto da
técnica dar grandes resultados, havendo separacdao de apenas aproximadamente 17% da
massa celular. Como resfriar um sistema de alta capacidade é custoso e nao tao simples, um
ganho de 17% ndo parecer ser uma boa op¢ao, assim como revelado no presente estudo em

gue a separacdo atingida girou na faixa de 10%-15% de células separadas.

Heaney & Eppley (1981) também tentaram utilizar a temperatura como forma de
separacdo celular em duas espécies de dinoflagelados. O que tal estudo conseguiu
comprovar é que quando ha a modificagdo na temperatura confortavel de crescimento das
microalgas ha a formacdo de estratos diferentes, onde as células, que conseguem vencer as
temperaturas mais baixas, migram para outros pontos. E a células que ndo conseguem
vencer as baixas temperaturas se agrupam, aumentando a chance de decantacdo e

sedimentacao.

Em resumo, a temperatura pode ser um fator importante para aplicar ao sistema
fotobiorreacional visando a induzir produgao de determinados compostos ou metabdlitos ou
até mesmo o aumento ou reducdo da atividade celular (BLANCHEMAIN & GRIZEAU, 1999;
FLYNN, 2002), mas ndo parece servir como técnica de separacdo eficiente de biomassa

caracterizada por baixo custo.
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IV.LIIl — INFLUENCIA DE RPM DE CENTRIFUGAGCAO

Os experimentos envolvendo exposicdo ao Fator RPM de centrifugacao
apresentaram bons valores consistentes de separagao celular. A Fig. 4.13 abaixo demonstra
que a partir de rotacGes de 2000 RPM (aceleracdo de 537g) a eficiéncia de separacdo celular

resulta acima de 80%.
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Figura 4.13 — Valores em Percentuais do Volume de Células Separadas por Centrifugacdo versus RPM e
Tempos de Exposigao.

No entanto, a lise celular também poderia ocorrer devido ao grande campo de
aceleracdo exercido pela centrifuga. Sendo assim, uma aliquota de amostra era retirada
tanto do fundo do tubo quando da parte suspensa para averiguacdo de rompimento celular.
Tanto no concentrado do fundo do tubo quanto na parte suspensa nao foi observado lise
celular e nem reducdo da atividade celular, apontando assim a centrifugacdo como uma boa
opcao para ser utilizada como separador célula-meio de cultivo. Seguem abaixo as imagens
nas Figuras 4.14, 4.15 e 4.16 feitas no dia do experimento demonstrando a ocorréncia de

concentrados no fundo dos tubos de centrifugacao.

A técnica de centrifugacdo para separar as células do meio de cultivo apresentou
resultados quantitativos e qualitativos interessantes. Os valores alcancados chegaram a
guase 100% de eficiéncia e sem rompimento celular, o que demonstra que a técnica é
plausivel. Ainda que se utilizem valores de RPM baixos e em pequenos Tempos de Exposicdo,

ainda sim resultam valores percentuais de separacao celular significativos.
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Figura 4.14 - Centrifugado em 2 minutos a Figura 4.15 - Centrifugado em 3 minutos a

2500 RPM. 2500 RPM.

Figura 4.16 - Centrifugado em 2 minutos
a 1500 RPM.

Alguns estudos na literatura apontam a técnica de centrifugacdo com uma das
possiveis técnicas a serem utilizadas para separacdo biomassa-meio de cultivo com
resultados importantes. Entretanto, deve ser estudado até que nivel de aceleracdo as células
conseguem suportar sem romperem suas paredes celulares e membranas plasmaticas

(PRICE et al., 1974).

Price et al., (1974) alcancaram valores significativos de remoc¢do de biomassa algal
em baixas rotagdes a 1500 RPM em trés diferentes espécies de algas (Dunaliella tertiolecta,
Pyramimonas sp. e Thalassiosira fluviratilis) com separa¢bes de mais de 90 % em Tempos de
Exposicao de 5 minutos. Apenas a espécie Synechococcus bacilaris obteve valores inferiores
de 78% de separacao em Tempo de Exposicao de 5 minutos. Tais valores corroboram os do

presente estudo onde apontamos que baixos valores de RPM podem ser alternativas
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importantes para se tentar separar biomassa com centrifugacdo de baixo custo e em baixos

tempos.

Schenk et al. (2008) apontam que no caso da centrifugacdo é necessdrio que se
estude e encontre a melhor relacdo entre o tamanho celular e meio de cultivo, ja que a
interacdo de cada espécie com o meio de cultivo podem apresentar valores experimentais
consideravelmente diferentes, visto que quanto maior a célula maior e mais rapido tendera

ser a separagao.

Outro ponto a ser mencionado, que favorece a técnica de centrifugacdo, é que o
sistema deve funcionar normalmente apenas direcionando um volume reduzido a separacao
e o restante do hold-up algal apenas regressa ao sistema de fotobiorreacdo para que ndo
haja perda nas taxas de crescimento celular. No caso a centrifugacdo seria implementada
através de hidrociclones. Apds a separagao algal por hidrociclones, todo o meio aquoso
residual podera regressar ao sistema de fotobiorreacdo sem perdas ou maiores necessidades
de make-up de meio de cultura. Por fim, questdes a decidir em um projeto, seriam: (i) qual o
percentual de meio direcionado ao sistema de separacao; (ii) qual a eficiéncia de separacao;

e (iii) quais os valores de RPM de centrifugacdo escolhidos para projeto.
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IV.LIV — INFLUENCIA DE IRRADIANCIA

Em principio, a utilizacdo da irradiancia para a separacao celular pareceria viavel pelo
fato de tais células apresentarem mobilidade e fototropismo. Alguns estudos apontam que a
migracdo celular na coluna da dgua pode ocorrer devido as variacdes de irradidncia no
ambiente (ANDERSON & STOLZENBACH, 1985; FLYNN & FASHAM, 2002; MITBAVKAR S &
ANIL, 2004; RICHTER et al.,, 2007; SERIZAWAA et al.,, 2010). Portanto, tentou-se aferir a
influéncia deste fator indutor de floculacdo desde niveis de irradidncia baixa até niveis de

irradiancia altos por meio de instigacdo da migracgao celular vertical por fototropismo.

Observou-se que tal fator Irradiancia ndo foi eficaz como recurso de separacgao
celular como apontam os dados abaixo na Figura 4.17. Os valores percentuais de células
separadas mantiveram-se praticamente constantes apontando que nao importando o valor
de irradiancia fornecido, ndo ocorreria migragcao vertical suficiente para induzir separacao

célula-meio.

M % Células que desceram em 1 Hora
W % Células que desceram em 2 Horas

% Células que desceram em 3 Horas

30 uE 30 pE 100 100 200 200 300 300 500 500
ME ME ME HE  uE ME ME MUE

Percentual de Células que Decantaram

Irradiancia

Figura 4.17 — Percentual de Células que Desceram durante os Experimentos com Irradidncia.

Foram feitas fotografias depois do experimento ter ocorrido para que se pudesse
comprovar a eficiéncia ou ndao do sistema de irradiancia diferencial como mostrado nas

Figuras 4.18 e 4.19.
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Figura 4.18 - Sistema em funcionamento apés 1 Figura 4.19 - Sistema em funcionamento apos
hora a 200pE. 1 hora a 30puE.

A imagem da Figura 4.20 foi obtida como vista da parte superior das provetas de
ensaio, demonstrando que todo o feixe de luz acessando o tubo afetava apenas a parte
inferior dos mesmos, permanecendo o restante das provetas em escuriddo; i.e. realmente
obteve-se concentracdo da luz incidente em apenas uma faixa estreita no fundo das

provetas com amostra algal.

Figura 4.20 - Interior de Proveta de Ensaio Preparada para Teste de Irradidncia demonstrando o “Nao
Acesso” de Luz ao seu Interior.

Os testes com irradidncia ndo apresentaram resultados eficientes que pudessem ser
direcionados para projetar-se um sistema inovador de separacdo celular. O presente estudo

aponta que houve, sim, migracao celular vertical; o que ndao houve foi uma separacao
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eficiente que pudesse ser considerado producente como técnica de separacdo de biomassa

microalgal para extragdao de biocompostos.

A tentativa de se usar a irradiancia para separagdo celular resulta da conjectura de
gue, no Brasil, os ambientes abertos onde os fotobiorreatores seriam implantados, sdo areas
de grande incidéncia de radiacdo solar, com energia consideravel capaz de induzir migracado
de células com motilidade, como no caso de I. galbana. Mas o que se observou, foi que a
migracao nao foi eficaz, nos tempos testados, o que leva a crer que o fator Irradiancia ndo é
relevante para ser considerado como alternativa de separagdo celular em processos mais

complexos com fotobiorreatores.

Os estudos supracitados apenas apontam valores positivos ou negativos quanto a
relacdo de migracao vertical das mais diferentes espécies em diferentes épocas do ano e em
diferentes ambientes. Vale ressaltar que os valores observados sdo de migragdes verticais de
poucos metros até, em alguns casos, de 30 ou 40 metros, o que torna inviavel em um
fotobiorreator. Além disto - para o presente experimento de irradidncia - qualquer que seja
a modificacdo tanto da temperatura quanto da agitacdo do meio ha uma possivel suspencao

de todo o material separado.
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IV.L.V — INFLUENCIA CRUZADA DE CONCENTRAGCAO DE NaOH E RPM DE CENTRIFUGAGCAO

A combinacdo de dois fatores realmente indutores de separacdo celular foi testada
visando-se a otimiza¢dao dos resultados e reducdao de consumo energético de separacgao
algal. Isto foi realizado com o cruzamento dos Fatores Concentragao de NaOH e RPM de
Centrifugacdo. Comparando-se as influéncias isoladas da Concentracdo de NaOH e de RPM
de Centrifugacdo com o cruzamento de tais fatores no presente experimento (NaOH-
Centrifuga) observa-se que houve um acréscimo nos valores de separado-floculado. A Figura
4.21 abaixo demonstra tais desempenhos obtidos com o Plano Experimental Concentragao

NaOH versus RPM de Centrifugacdo apresentado na Tabela 3.9 e na Fig. 3.13.

Percentual de Células Separadas

SIS
S

Q

W \'LQQ RARATARATATACAL \”00 \”QQ \V
B % % T Y NN '\/®N®N®N®’b®’b®’b®’b®’b®’b®’»®%®’b®’b@

RPM de Centrifugagio / Concentra¢do Molar de NaOH

Figura 4.21 - Percentual de Células Separadas via Cruzamento de Fatores Concentragdo NaOH e RPM Centrifuga.

Combinar valores baixos de concentracdao de NaOH e baixas RPM de centrifugacao
fez com que as eficiéncias de separacdo fossem superiores aos casos em que sdo tomados
isoladamente contra o Tempo de Exposicdo. Portanto, cruzar influéncias de baixas
concentracdes de NaOH e baixas RPM de rotacOes parece ser uma boa alternativa para
separac0es celulares eficientes e de menor custo. A Tabela 4.1 abaixo faz uma comparacao
dos valores de resposta de % de separacao celular nos testes efetuados isoladamente com
cada fator e nos testes em que atuaram combinados conforme expresso na Fig. 4.21. Nota-
se que em todos os casos hd um ganho percentual consideravel o que demonstra que a

combinacdo de fatores de separacdo aperfeicoa e melhora a separacdo célula-meio.



65

Tabela 4.1 - Comparagao do Percentual de Células Separadas com Fatores Concentragdo NaOH e RPM Centrifuga agindo Isoladamente e com os mesmos Fatores agindo Combinados.

Concentra¢ao NaOH

10 minutos 1MA 1MB 2MA 2MB 3MA 3MB
% Células floculadas 45,02 50,00 50,52 53,14 78,54 76,18
RPM Centrifuga
1 minuto 1500 A 1500 B 2000 A 2000 8B 2500 A 2500 B
% Células separadas 47,75 47,39 84,08 84,08 89,11 88,63

Conc. NaOH — RPM Centrifuga

1 minuto

1M /2500 RPM

1M /2500 RPM

2 M / 2500 RPM

2 M / 2500 RPM

3 M/ 1500 RPM

3 M/ 1500 RPM

% Células floculadas-separadas

90,38

89,63

94,85

94,22

94,47

94,59

1M /2000 RPM

1M /2000 RPM

2 M/ 1500 RPM

2 M/ 1500 RPM

3 M /2000 RPM

3 M /2000 RPM

79,07

79,01

73,20

74,23

95,99

95,68

1M /1500 RPM

1M /1500 RPM

2 M /2000 RPM

2 M /2000 RPM

3 M /2500 RPM

3 M/ 2500 RPM

60,14

61,22

87,12

86,20

2 M /2000 RPM

2 M /2000 RPM

86,37

84,83

2 M /2000 RPM

2 M /2000 RPM

85,51

85,63

2 M /2000 RPM

2 M /2000 RPM

83,85

86,31

96,62

96,28
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IV.Il — ANALISE DE SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA PERCENTAGEM DE SEPARAGAO
CELULAR VERSUS FATORES CONCENTRAGAO NAOH E RPM DE CENTRIFUGAGAO

Apds a observagdo de que a combinagao de fatores Concentragdo NaOH e RPM
de Centrifugacdo foram mais eficientes conjuntamente para separacao celular na
Secao IV.L.V utilizou-se o software SURFACE_RESPO para desenvolver modelos de
Superficie de Resposta de modo a prever o comportamento da Percentagem de
Separacdo Celular em funcdo dos niveis de Concentracdo NaOH e RPM de
Centrifugacdo. O Software SURFACE_RESPO foi desenvolvido em MATLAB R2007a pela
Equipe do Lab. H2CIN para tratamento estatistico de Analise de Superficies de
Resposta (SR) com dois fatores independentes sobre malhas experimentais fatoriais.
Nesta categoria enquadra-se a Malha Experimental utilizada na Sec. IV.L.V cujos valores
de Respostas e de Fatores sdo consolidados na Fig. 4.21 em referéncia ao Plano
Experimental 32 de Concentracdo NaOH versus RPM de Centrifugacio na Tabela 3.9 e
na Fig. 3.13, envolvendo 09 Experimentos com um total de 24 réplicas (16 réplicas

periféricas + 08 réplicas centrais).

O programa SURFACE_RESPO fornece uma grande gama de planilhas e gréficos
de resultados, porém aqui s6 serdo analisados os mais pertinentes. Os fatores

independentes F; e F, considerados foram:

e Logaritmo da Concentracdo de NaOH (niveis 1M, 2M e 3M), representada no

programa como F;=In(C(NaOH)); e

e RPM de Centrifugacao (niveis 1500 RPM, 2000 RPM e 2500 RPM), representada

no programa por F,= RPM.

A Variavel Dependente ou Resposta (Y) a ser modelada foi o Logaritmo da
Percentagem de Células Floculadas, representada nas saidas do programa por Y =
In(%Cel.Floculadas). O melhor modelo de Superficie de Resposta (SR) apresentado pelo
programa SURFACE_RESPO para os dados da Fig. 4.21 e pela andlise de resultados foi o

mostrado na Eq. (4.2) seguinte:

Y = ,Bo +ﬁl'Fl +ﬁ2-F2 +ﬁ3'Fl'F2 +ﬁ4'F12 +ﬁs-Fz2 "‘ﬂe 'FlZ'FZ +ﬁ7 F22'F1 (4.1)
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Modelo este de natureza cubica a 8 parametros expressos pelas constantes

B BB B Bas s Bs 1 By . Os valores estimados sdo representados com o simbolo »

acima da varidvel ou do parametro em questdao como em ,30 ,ﬁl,ﬁz ,,5’3,,34 ,,35,,36 ,B7 .

O modelo da Eq. (4.1) proposto pelo programa SURFACE_RESPO foi realmente
o melhor por apresentar respostas preditas mais préximas dos valores observados na
Fig. 4.21. O programa SURFACE_RESPO também exporta os resultados mostrados na

Tabela 4.2 “Significance Test of Parameters” onde se apresentam os valores estimados

para os parametros [, 5,,5,.5:. 5. 555 .3, da Eq. (4.1) e se executa a avaliagdo de
significancia estatistica dos mesmos parametros. Pode-se observar na Tabela 4.2 que
todos os parametros sdo significantes, ndo havendo necessidade de excluir nenhum

para aprimorar-se o modelo.

Outro ponto importante diz respeito as estatisticas S?, S/, S/ que sdo
denominadas, respectivamente, Soma de Quadrados de Residuos Modelo-Médias,
Soma de Quadrados de Residuos Réplicas-Médias e Soma de Quadrados de Residuos
Modelo-Réplicas. Os termos DFR,DFL,DFYsdo os Numeros de Graus de

Liberdade (Degrees of Freedom) associados as estatisticas S; , Sf , SY2 . Todas estas trés

Estatisticas s3o estimadores para a Varidncia Fundamental do Processo, sendo S/

considerada a melhor delas. Estas estatisticas sdo dadas pelas Egs. (4.2), (4.3) e (4.4)

abaixo:

-0

iPi(Y_iE Y, ) DY

KT . DFR=N-g-1 , Y%= j:p (4.2)
N PR |
ZZ(YUE _Y.E )2 N
St =—1= SEL ., DFL=>PR-N (4.3)
i=1
N R
Z (YijE _Yu )2 N
sy == , DFY=%"P-q-1 (4.4)
Y DFY 21:

Onde 1,] sdo indices de Experimento e de Réplica; N,q+1, P sdo, respectivamente,

o Numero de Pontos Experimentais da malha (N =9, na Fig. 3.13), o NUumero de
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Parametros da SR na Eq. (4.1) (g+1=8) e o NUmero de Réplicas do Experimento i (na

maioria deles P, =2, mas ha o Ponto Central com P, =8 como mostrado na Tabela 3.9

e na Fig. 3.13). Y7, V%, Y, sdo, respectivamente, a Resposta Experimental da Réplica
j no Experimento i; a Resposta Experimental Média (Observed Average) do
Experimento | e a Resposta Estimada pela Eq. (4.1) para o Ponto Experimental i dada
por YA. ::éo +,é1-F1i +ﬁ2'F2i +ﬁ3'F1i'F2i +,é4-|:1f +B5'F22i +:ée-F1i2-F2i +B7F22i":1i :
No presente caso, o valor de Sé foi de 4.407e-007 demonstrando que o
modelo responde bem as respostas experimentais de Percentagem de Células
Separadas sobre o Plano Experimental na Fig. 3.13. O valor de SY2 foi de 8.2888e-005

gue também estd baixo e muito préximo de SL2 gue vale 8.8385e-005, o que aponta

que o modelo estd com bom desempenho para os dados em questdo. Na Figura 4.22 o
modelo de Superficie de Resposta na Eq. (4.1) foi submetido ao Teste F de Significancia
do Modelo por meio das estatisticas S2 e S/ (Teste F estabelece Modelo Aprovado se
S 1S} <454 = Abscissa Fisher a 95% Probabilidade com Graus de Liberdade DFR=1
e DFL=15). Por fim, o valor de Sf sendo pequeno (menor do que 0,001) indica dados

experimentais consistentes e de boa qualidade, com plausivel distribuicdo Normal ao

redor de Médias Experimentais com variancia S;.

Tabela 4.2 — Parametros Estimados e Testes de Significancia no Modelo de Superficie de Resposta na Eq. (4.1).

<<<<< Significance Test of Parameters >>>>>

NaOH/Centrifugal d In(%Cel.Floculadas) vs In(C(NaOH)), RPM [9Pts]
[Y=BO+B1.F1+B2.F2+B3.F1.F2+B4.F172+B5.F2/2+B6.F172.F2+B7.F2/2.F1]

N=9, No.Y=24, Pars=8, DFR=1, S2R=4.407e-007, DFY=16, 52Y=8.2888e-005, DFL=15, S2L=8.8385e-005

Estimated BO= 2.50877, B1= 0.91968, B2= 0.00146676, B3= -0.000914666, B4= 0.787302, B5= -2.68119e-007, B6= -
0.000322293, B7=2.32038e-007

Parameter Value Test Limit Significant
BO 2.5088 482.7962 4.494 YES
B1 0.91968 26.72352 4.494 YES
B2 0.0014668 154.7586 4.494 YES
B3 -0.00091467 30.50721 4.494 YES
B4 0.7873 93.29786 4.494 YES
B5 -2.6812e-007 83.23583 4.494 YES

B6 -0.00032229 64.51479 4.494 YES

[Mn= A Amna. Ao A~ s 2 ama .
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<<<<< F Test of Nodel »»»»>»

NaCH/Centrifugald Ini(%Cel.Floculadas) vs ln|C(MalOH)), RPN [SPts

Y=BO+E1.F1+B2.F2+B3.F1.F2+E4.F1*24+85.F2*2+B6.F1"2.F2+B7.F2*2.F1

N= 9, No.¥=24, Pars=8, DFR=1, 3ZR=4.407=-007, DFY=16, 32Y¥=8.2888e-005, DFL=15, 32L=5.8385e-005

Estimated BO= 2.50877, Bl= 0.91968, BzZ= 0.00146676, B3= -0.000914666, B4= 0.787302, BS= -2.68119=-007, Be= -0.000322293, B7= 2.32038e-007

52R/52L= 0.004599, FI95%(df=1,df=15)= 4.54 --» <<<<< Model Accepted »>»o»

Exp. No. Factor F1  Factor F2 Average Predicted Lower Upper Std, Deviation
Point Repl. r C(NaOH) (M) RPMrpm (Cel.Floculadas 3Cel.Floculadas 955 Confidence 98 Confidence 3Cel.Floculadas
1 Z 1 3 1500 94,53 04,541 23,301 95,793 0.589
z Z 1 3 2000 35,835 a5.812 24,601 96,948 0.532
3 2 1 3 2500 96,45 26,461 25,196 97.743 0.601
4 z 1 Z Z500 94,534 94,517 93.343 95.705 0.557
g 2 1 1 2500 90,004 a0.01 85.604 91.234 0.573
6 2 1 1 2000 79,04 79,029 73.006 80.066 0.486
7 2 1 1 1500 60,678 60, 632 59,6868 61,508 0.386
g 2 1 2 1500 73.713 73.699 72.7684 14,626 0.435
a g 1 2 2000 g5.722 85.73 85.196 86.268 0.253

Figura 4.22 — Teste F do Modelo com S%, S, e Abscissa Fisher a 95% Probabilidade (4.54): Modelo
Aceito. Quadro de Fatores (F;, F,), Médias de Observagées, Respostas Preditas (%Cel.Floculadas),
Limites de Confianga a 95% de Prob. Inferior (Lower) e Superior (Upper) para Respostas Corretas e
Desvio Padrdo de Respostas Estimadas (% Cel.Floculadas) [Superficie de Resposta da Eq. (4.1)]

Na Figura 4.23 sdo locados em grafico as Médias Experimentais dos N=9 pontos
da malha na Fig. 3.13 versus as Predi¢Ges das Respostas (%Cel.Floculadas) da Eq. (4.1).
A distribuicdo sobre a linha diagonal dos 9 pontos retrata a excelente concordancia do

modelo Eqg. (4.1) com as médias experimentais dos 9 pontos da malha.

Averaged vs Predicted Responses

NaOH/Centrifugatd In(%Cel.Floculadas) vs In(C(NaOH)), RPM [9Pts] [Y=B0+B1.F1+B2.F2+B3.F1.F2+B4.F1°+B5.F22+B6.F12 F2+B7.F2>.F1]
N=9, No.Y=24, Pars=8, DFR=1, S2R=4.407e-007, DFY=16, 52Y=8.2888e-005, DFL=15, S2L=8.8385e-005
Estimated B0= 2.50877, B1= 0.91968, B2= 0.00146676, B3=-0.000914666, B4= 0.787302, B5=-2.68119¢-007, B6=-0.000322293, B7= 2.32038e-007
100 T T T T T T T

%Cel.Fioculadas [Obs Averages]

w0 i i i i i i i
60 65 70 75 80 85 a0 95 100
%Cel. Floculadas [Predicted]

Figura 4.23 — Médias de Observagdes versus Respostas Preditas [Superficie de Resposta da Eq. (4.1)].
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O conteudo da Figura 4.24 é similar ao da Fig. 4.23, exceto que agora sdo
langados, contra as predicdes da Eq. (4.1), os proprios valores experimentais
observados nas varias réplicas dos N=9 pontos da malha na Fig. 3.13. Observa-se que
os valores preditos de %Cel. Floculadas e valores observados estdo distribuidos
proximos a linha diagonal, apontando que as predicdes do modelo Eq. (4.1) sdo boas,
assim como as réplicas estao dispostas de forma consistente ao redor das predi¢des de
respostas do modelo (diagonal) indicando boa qualidade e equilibrio dos valores

experimentais.

Observed vs Predicted Responses
NaOH/Centrifugatd In(%Cel.Floculadas) vs In(C(NaOH)), RPM [9Fts] [Y=BO+B1’.F1’+52.F2+BJ.F1'.F2+B4.F12+B5.F22+BG.F1’2.F2+B?.F22.Fﬂ
N=9, No.Y=24, Pars=8, DFR=1, S2R=4.407e-007, DFY=16, S2Y=8.2888e-005, DFL=15, 52| =8.8385e-005
Estimated B0= 2.50877, B1=0.91968, B2= 0.00146676, B3=-0.000914666, B4=0.787302, B5=-2.68119e-007, B6=-0.000322293, B7= 2.32038e-007
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Figura 4.24 — Respostas Observadas (%Cel. Floculadas) em Réplicas versus Respostas Preditas via Eq.
(4.1) [Superficie de Resposta da Eq. (4.1)]

A Figura 4.25 apresenta a Superficie de Resposta Eq. (4.1) propriamente dita,
para prever Percentagem de Células separadas em funcdao de RPM de Centrifugacdo e
da Concentracdo de NaOH. Nesta Fig. 4.25 também sdo apresentadas as Superficies de
Limites de Confianga de 95% de probabilidade que “cercam” a Superficie de Resposta
Eq. (4.1). Na Fig. 4.25 evidencia-se que quase todos os valores de respostas
experimentais estdo dentro do volume definido pelas “folhas” das Superficies Limites

de Confianca Inferior e Superior.
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Observed, Surface Response & Surfaces of 95% Confidence Limits

NaQH/Centrifugal d in(*sCel.Floculadas) vs In(C(NaCQH)), RPM [QP!sj'[Y=BO+B1'.F1+B2.F2+B3.F1.F2+B4.FT2+B§.F22+BG.F12.F2+BT.F22.F‘I]
N= 9, No.¥Y=24, Pars=8, DFR=1, S2R=4.407e-007, DFY=16, S2¥=8.2888e-005, DFL=15, 52| =8.83850-005
Estimated BO= 2.50877, B1=0.91968, B2= 0.00146676, B3= -0.000914666, B4= 0.787302, B5= -2.68119¢-007, B6= -0.000322293, B7= 2.320380-007
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Figura 4.25 - Superficie de Resposta de Percentagem de Células Separadas e Superficies Limites de Confianca
(95%) [Superficie de Resposta da Eq. (4.1)]

As Figuras 4.26 e 4.27 apresentam diversos avaliadores estatisticos (e.g. Limites
de Confianca 95% para Respostas Corretas, etc) das respostas geradas pela Eq. (4.1),
apos a estimacdo de parametros. Ambas Figs. 4.26 e 4.27 reportam dados locados
contra o niumero do ponto experimental na Fig. 3.13 (1 a 9). Na Fig. 4.26 sdo
locados as Médias Experimentais de %Cel.Floculada; as correspondentes Respostas
Preditas pelo modelo; os Limites de Confianga (Superior e Inferior) a 95% de
Probabilidade de Respostas Corretas e as Respostas Preditas acrescidas dos Desvios
Padrdes de Respostas Estimadas. E possivel observar-se que Respostas Preditas e
Médias de Respostas Observadas concordam muito bem, confinados pelo “corredor”
de 95% de probabilidade de Respostas Corretas definido pelas curvas de Limites

III

Inferior e Superior de Confianca a 95% de probabilidade. Tal “corredor” é bastante
estreito o que caracteriza baixas incertezas, bom desempenho estatistico e pequeno
desvio padrdo de Respostas Estimadas (i.e. pequena varidncia de Respostas
Estimadas). Em outras palavras, a estreiteza do “corredor” de 95% de probabilidade de

Respostas Corretas significa indiretamente que as Respostas Estimadas (Preditas) pela
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Eq. (4.1) estdo realmente préximas das Respostas Corretas associadas ao fendmeno de

Separacgdo de Células por acdo de Concentragdao de NaOH e RPM de Centrifugacao.

95% Absolute Confidence Limits of Responses
NaOH/Centrifugatd In(%Cel.Floculadas) vs in(C(NaOH)), RPM [9Pts] [Y=B0+B1.F1+B2.F2+B3.F1.F2+B4. F1°+B5.F2°+B6.F12 F2+B7.F2°.F1]
N=9, No.Y=24, Pars=8, DFR=1, S2R=4.407e-007, DFY=16, S2Y=8.2888e-005, DFL=15, S2L=8.8385e-005
Estimated B0= 2.50877, B1= 0.91968, B2= 0.00146676, B3=-0.000914666, B4= 0.787302, B5=-2.68119e-007, B6=-0.000322293, B7= 2.32038e-007
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Figura 4.26 — Anilise de Respostas da Superficie de Resposta na Eq. (4.1). Respostas de % Células
Floculadas Estimadas (Predicted) vs Ponto; Médias de Observagées (Observed Averages) de %
Cel.Floculadas vs Ponto; Limites Inferior (Lower Cfd) e Superior (Upper Cfd) de Confianga a 95% de
Prob. para Respostas Corretas; Respostas Preditas + Desvio Padrao de Predi¢des versus Ponto.

A Fig. 4.27 apresenta essencialmente o mesmo conteldo da Fig. 4.26, porém
com ordenadas expressas como % de Desvio Relativo com respeito as Respostas
Estimadas (Predicted) pelo modelo. Isto é, Limites de Confianca para Respostas
Corretas sdo lancados como % das Respostas Preditas, sendo o mesmo feito para o
Desvio Padrdo % de Respostas Estimadas e para as Médias de Respostas Observadas. E
interessante perceber que os afastamentos de Respostas Observadas das Respostas
Preditas sdo diminutos, flutuando entre -0.02% e +0.05%. Do mesmo modo, é
interessante realizar que o “corredor” de Limites de Confianca a 95% de Probabilidade
da Fig. 4.26, aparece desta feita na Fig. 4.27 com impressionante minima largura
oscilando entre -0.3% e +0.3%. Isto € um indicador de que as Respostas Estimadas pela
Eqg. (4.1) estdo incrivelmente préximas das Respostas Corretas associadas ao fendbmeno
de Separacdo de Células de microalga por a¢do cruzada de Concentracao de NaOH e

RPM de Centrifugacao.
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95% Confidence Limits of Responses

NaOH/Centrifugaid In(%Cel.Floculadas) vs In(C(NaOH)}), RPM [9Pts] [Y=B0+B1.F1+B2 F2+B3.F1.F2+B4.F1°+B5.F2°+B6.F1°.F2+B7.F2* F1]
N=9, No.Y=24, Pars=8, DFR=1, S2R=4.407¢-007, DFY=16, 52Y=8.2888¢-005, DFL=15, $2L=8.8385¢-005
Estimated B0= 2.50877, B1= 0.91968, B2= 0.00146676, B3= -0.000914666, B4= 0.787302, B5=-2.68119¢-007, B6=-0.000322293, B7= 2.32038e-007
04
I | I I | I |

O %(<Obsered=-Pred)/|Pred|
©  Upper Cfd Limit
& Lower Cfd Limit

== === Response %Std Dev

% of Estimated In(%Cel.Fioculadas )

Response Paint
Figura 4.27 — Anilise de Respostas da Superficie de Resposta na Eq. (4.1). Desvios Percentuais de

Médias de Observagoes de % Cel.Floculadas (<Observed>) com respeito a Respostas de % Células
Floculadas Estimadas (Predicted) versus Ponto; Desvios Percentuais de Limites de Confianga Inferior
(Lower Cfd) e Superior (Upper Cfd) com 95% Probabilidade com respeito a Respostas Estimadas de
%Cel.Floculadas; Desvio Padrdo Percentual (% Standard Deviation) de Respostas Estimadas.

A Figura 4.28 representa em 3D a Matriz de Variancias e Covariancias de
Respostas Estimadas (Preditas) para os 9 pontos da Fig. 3.13, sendo, portanto, uma
matriz 9 X 9, simétrica e positiva-definida. E perceptivel a ordem minuscula de
magnitude dos termos desta matriz (todos abaixo de 5.107) o que significa que as
respostas preditas pelo modelo, nos pontos do Plano Experimental 32 da Fig. 3.13, tém
Desvios Padrdes também minusculos da ordem de 0.007. Outro fato que chama a
atencdo tem a ver com a inequivoca dominancia das 09 torres diagonais (variancias de
Respostas Preditas) sobre os termos ndo diagonais (covaridancias entre Respostas
Preditas), significando pouca ou nenhuma correlagdo entre as Respostas Preditas pela
Eg. (4.1) em pontos distintos da Malha Experimental da Fig. 3.13. Naturalmente, o
Ponto 09 (ponto central), por possuir alta densidade de réplicas (08), induz minima
variancia (incerteza) na resposta do modelo, sendo a torre diagonal correspondente a

de menor tamanho na Fig. 4.28.
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|Variance-Cavariance Response Matrix]
NaOH/Centrifugatd In(%Cel.Fioculadas) vs in(C(NaOH)), RPM [9Pts][Y=B0+B1.F1+B2.F2+B3.F1.F2+B4. F1’+B5 F2*+B6 F1°.F2+B7.F2° . F1]
N=9, No.Y=24, Pars=8, DFR=1, S2R=4.4072-007, DFY=16, 32Y=8.28882-005, DFL=15, 321 =8.83852-005
Estimated B0= 2.50877, B1= 0.91968, B2= 0.00146676, B3= -0.000914666, B4= 0.787302, B5=-2.681192-007, B6=-0.000322293, BF= 2.32038e-007

| Variance-Covariance|

Experimental Point

Experimental Paint

Figura 4.28 — Matriz Variancias-Covariancias de Respostas Estimadas [Superficie de Resposta da Eq.

(4.1)].

A Figura 4.29 apresenta a distribuicdao de valores estimados dos 8 parametros
(o a f7) do modelo na Eqg. (4.1), seus Limites de Confianga Superior (Upper Cfd) e
Inferior (Lower Cfd) a 95% de Probabilidade, bem como os valores estimados
acrescidos dos respectivos Desvios Padrdes. Os Limites de Confianca a 95% de
Probabilidade situam-se bem préximo dos valores estimados para parametros, o que
aponta o modelo como bem calibrado para explicar os dados no Plano Experimental da

Fig. 3.13.

A Figura 4.30 representa em 3D a Matriz de Variancias e Covariancias (8 X 8) de
Parametros Estimados. Ressalta-se que os valores tém também magnitude minuscula
(ordem maxima de 107) e que as torres diagonais (varidncias) sdo dominantes em
comparacdo as torres nao diagonais (covariancias). Isto sinaliza que as incertezas dos
parametros estimados sdo pequenas e que as correlagdes entre estes parametros

também sdo pequenas, o que é bom.
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95% Absolute Confidence Limits of P: s
NaOH/Centrifugad d In%Cel.Floculadas) vs In(C(NaOH)), RPM [9Pts] [Y=B0+B1.F1+B2.F2+B3.F1.F2+B4.F1°+B5. F2*+B6.F1°.F2+BT.F2°. F1]
N=9, No.Y=24, Pars=8, DFR=1, S2R=4.407¢-007, DFY=16, S2Y=8.2888¢-005, DFL=15, $2L=8.8385¢-005
Estimated B0= 2.50877, B1= 0.91968, B2= 0.00146676, B3=-0.000914666, B4= 0.787302, B5=-2.68119¢-007, B6=-0.000322293, B7= 2.32038¢-007
3

I

=== Estimated Value
& Upper Cfd Limit
& Lower Cfd Limit

9 5] = === Value + Std.Dev.

Values & Limits

Parameter

Figura 4.29 — Valores Absolutos de Parametros 0 a 7 Estimados e seus Limites de Confianga a 95% de
Probabilidade para o Modelo de Superficie de Resposta na Eq. (4.1) para prever Percentagem de Células
Separadas versus Concentracao NaOH e RPM de Centrifugagao.

|Variance-Covariance Parameter Matrix|
NaOHCamtrifugatd Inf%Cal.Floculadas) vs InfC(NaOH)), RPM [9Pts]f Y=BO+B1.F1+82.F2+BG.F1.F2+54.F12+85.F22+86'.F12.F2+B7.F22.F'I}
N=9, No.Y=24, Pars=8, DFR=1, S2R=4.4070-007, DFY=16, 82Y=8.28880-005, DFL=15, 52L=8.8385a-005
Estimated BO= 2.50877, B1=0.91968, B2= 0.00146676, B3=-0.000914666, B4= 0.787302, B5=-2.68119e-007, B6=-0.000322293, B7= 2,32038e-007

| Variance-Covariance|

Parameter Parameter

Figura 4.30 — Matriz Variancias-Covariancias de Parametros Estimados [Superficie de Resposta da Eq.
(4.1)].
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A Fig. 4.31 traz a projecao 3D da Regidao de Confianga a 95% de Probabilidade
para Parametros Corretos da Eq. (4.1). Nesta projecdao a Regido de Confianca,
originalmente um hiper-elipséide multidimensional, é projetada com respeito a Triade
Po, P, P, definindo o volume elipsoidal da Fig. 4.31 em que, com 95% de
probabilidade, residiriam os corretos fo, fi, [, cabendo notar que as Regides de
Confianga de Parametros Corretos sao volumes elipsoidais centrados nos Parametros
Estimados na Tabela 4.2. A Fig. 4.32 aplica esta nocdo ao caso 2D em que se faz a
projecdo para uma Dupla de Parametros apenas, a saber, a Dupla f, /1. O fato da Fig.
4.32 é que a Elipse de Confianga 95% da Dupla f, /1 é realmente “estreita” em valores
absolutos. Isto é, pela Fig. 4.32, é cabivel dizer que o valor correto de f situa-se, com
alta probabilidade, entre 2.46 e 2.56, sendo estimado com 2.50877. Analogamente
para i, a elipse de confianga mostra que seu valor correto situa-se, com alta
probabilidade, entre 0.895 e 0.942, sendo estimado com 0.91968. Teoricamente, todos
os pontos no interior de elipses e elipsoides de confianca sdo candidatos a parametros
da Superficie de Resposta (Eq. (4.1)), de modo que, quanto menor o volume (ou area)
de tais regides maior a certeza no conhecimento dos pardmetros envolvidos; i.e. maior
a proximidade entre valores estimados (Tabela 4.2) e os valores corretos de tais

parametros.

95% Confidence Domain B0 X B1X B2

NaGH/Centrifugald In(%Cel Fioculadas) vs In(C(NaOH})), RPM [9P1s] [Y=B0+B1 F1+B2.F2+B3 F1.F2+B4 F1°+B5.F2°+B6.F1? F2+B7. F22.F1]
N= 9, No.Y=24, Pars=8, DFR=1, S2R=4.4070-007, DFY=16, S2Y=8.28880-005, DFL=15, S2L=8.83850-005
Estimated BO= 2.50877, B1= 0.91968, B2= 0.00146676, B3= -0.000914666, B4= 0.787302, B5= -2.68119e-007, B6= -0.000322293, B7= 2.32038¢-007
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Figura 4.31 — Regiao de Confianga 3D a 95% de Probabilidade para Valores Corretos da Triade de
Parametros Sy, f:, B> Centrada nos Valores Estimados destes Parametros [Superficie de Resposta
na Eq. (4.1)].
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95% Confidence Domain B0 X BT X B2
NaOH/Centrifugatd In(Cel. Floculadas) vs In(C(NaOH)), RPM [9Pts] [Y=B0+B1.F1+B2.F2+B3.F1.F2+B4 F1°+B5.F2°+B6.F1°. F2+BT F2* F1]
N= 9, No.Y=24, Pars=8, DFR=1, S2R=4.407e-007, DFY=16, S2Y=8.2888e-005, DFL=15, $2( =8.83350-005
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Figura 4.32 — Regiao de Confianca 2D a 95% de Probabilidade para Valores Corretos da Dupla de

Parametros S, 1 Centrada nos Valores Estimados destes Parametros [Superficie de Resposta
na Eq. (4.1)].

A Figura 4.33 apresenta histogramas referentes as distribuicdes de Residuos
pertinentes a construcdo da Superficie de Resposta na Eq. (4.1) com dados das Figs.

4.21 e 3.13. Na Fig. 4.33A tem-se o histograma dos 24 residuos Réplicas-Médias

construidos com as diferencas YijE —Y_iE entre a Resposta Experimental da Réplica j no

Experimento | e a Resposta Experimental Média (Observed Average) do Experimento
i, i=1..N. Como estes residuos tém media zero, s3o normais e sua variancia é
relacionada a Sf, este histograma é tracado juntamente com a Funcdo Densidade
Normal (PDF Normal) de média zero e variancia S, PDF esta escalada para apresentar
a mesma area que o histograma. A Fig. 4.33A reflete apenas caracteristicas da massa
de valores experimentais, ndo tendo nada em comum com o modelo de Superficie de
Resposta utilizado. A concordancia aproximada entre o histograma e o tracado da PDF
Normal reflete que os valores experimentais tém consisténcia e equilibrio, estando
razoavelmente bem distribuidos ao redor de suas médias em cada ponto da malha. Ja

no caso da Fig. 4.33B, tem-se o histograma dos 24 residuos Réplicas-Modelo

construidos com as diferencas YijE —Y entre a Resposta Experimental da Réplica j no

Experimento |1 e a Resposta Predita pelo Modelo no Experimento i,

YAi :BO +ﬁl'|:li +ﬁ2'|:2i +ﬁ3'Fli'F2i +B4'Fl? +135'F22i +B6'Fli2'|:2i +B7F22i'|:1i 4 I =1.N.
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Como estes residuos também tém media zero, também sdo normais e sua variancia é

relacionada a SYZ, este histograma é tracado juntamente com a Funcdo Densidade
Normal (PDF Normal) de média zero e variancia S_, PDF esta escalada para apresentar

a mesma darea que o histograma. Em oposicdo a anterior, a Fig. 4.33B depende das
caracteristicas dos dados experimentais e do modelo de Superficie de Resposta
ajustado. Novamente ha concordancia aproximada entre o histograma e o tragado da
PDF Normal, e, mais ainda, o histograma da Fig. 4.33B é muito similar ao da Fig. 4.33A,
refletindo que a Superficie de Resposta tem excelente aderéncia as Meédias
Experimentais, podendo substitui-las no cdlculo de residuos que ndao havera grandes

alteragdes no histograma.

Histograms of Residues Distributions : Data & Predictions

A) 10H/Centrifugatd In(%Cel.Floculadas) vs In(C(NaOH)), RPM [9Pts] [Y=B0+B1.F1+B2.F2+B3.F1.F2+B4.F1°+B5.F2*+B6.F1°.F2+B7.F2".F1]
N=9, No.Y=24, Pars=8, DFR=1, S2R=4.4070-007, DFY=16, S2Y=8.28886-005, DFL=15, 2 =8.8385¢-005
Estimated B0= 2.50877, B1= 0.91968, B2= 0.00146676, B3=-0.000914666, B4= 0.787302, B5=-2.68119¢-007, B6=-0.000322293, BT= 2.32038¢-007
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Figura 4.33 — Histogramas de Residuos (Y = In(%Cel.Floculadas) ) versus Fung¢do Densidade de

Probabilidade Normal (PDF) [Superficie de Resposta na Eq. (4.1)]: (a) Residuos Yogservep - < YoBSERVED
> (PDF Escalada com Variancia SZL)); (b) Residuos Yogservep - Yerepictep (PDF Escalada com Variancia
S%).
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IV.II — DESEMPENHO DE SUPERFICIES DE RESPOSTA ALTERNATIVAS PARA
PERCENTAGEM DE SEPARAGAO CELULAR VERSUS FATORES CONCENTRAGAO NaOH E
RPM DE CENTRIFUGAGCAO

E possivel verificar que a Superficie de Resposta da Eq. (4.1) é realmente a
melhor que podera ser construida com os dados da Fig. 4.21 de % Cel. Floculadas
versus Concentracdo NaOH e RPM de Centrifugacdo. Para isto bastara alterar
levemente o modelo de Superficie de Resposta da Eq. (4.1) e verificar que o

desempenho estatistico deteriora-se enormemente. Por exemplo, considere-se um
modelo SR derivado da Eq. (4.1) pela remocdo dos coeficientes S , 5, como

mostrado na Eq. (4.5):
Y=L+ F+BF+5FF+ 134-F12 +135-F22 (4.5)
Submetendo-se este modelo de SR a regressao linear com os mesmos dados da
Fig. 4.21 utilizados com a Eq. (4.1), verifica-se um ajuste de qualidade estatistica muito
inferior. Por exemplo, a Fig. 4.34 apresenta o desempenho de Respostas Preditas pela
Eg. (4.5) versus Médias Experimentais dos N=9 pontos da Malha Experimental.
Comparando-se esta Fig. 4.34 com a anterior Fig. 4.23 para a Superficie de Resposta da
Eqg. (4.1) tem-se nogdo de quanto houve de deterioragdao no desempenho da Eq. (4.5)
em comparacdo com Eq. (4.1), ja que agora ha sensivel perda de aderéncia de pontos a
diagonal. O cabecalho da Fig. 4.34 também informa forte degradacdo nas estatisticas
S2 eS! que agora apresentam valores com ordens de grandeza superiores aos
anteriores, a saber, agora tém-se Sé =0.002716, SY2 =0.000526, enquanto que para a
Eq. (4.1) tinham-se S? =4.4.107,S? =8.3.10"°. Estes valores altos para as estatisticas
avaliadoras fardo com que o modelo da Eq. (4.5) seja Rejeitado pelo Teste F do Modelo
como mostrado na Fig. 4.35. Isto pode ser corroborado pela Fig. 4.36 (andloga a Fig.
4.27 para Eq. (4.1)) que apresenta o desempenho estatistico das Respostas Estimadas
da SR da Eg. (4.5). Nesta Fig. 4.36, tém-se que as Médias Experimentais (Observed
Averages) afastam-se das Respostas Estimadas pela Eq. (4.5) entre -2% a +3%
(compare com a Eq. (4.1) onde tais afastamentos, como vistos na Fig. 4.27, situavam-
se entre -0.02% e +0.03%), excedendo por larga margem os préprios Limites de

Confianca de Respostas Corretas a 95% de probabilidade. A Fig. 4.37 apresenta a
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Superficie de Resposta da Eq. (4.5) conjuntamente com os valores observados nas
réplicas experimentais e com as superficies de limites de confianga superior (Upper
Cfd) e inferior (Lower Cfd). Pela Fig. 4.37 ndo é clara a perda de desempenho da SR Eq.
(4.5) comparativamente a SR Eq. (4.1), mas as Figs. 4.34 e 4.36 ndo deixam duvidas a

respeito.

Averaged vs Predicted Responses
NaOH/Centrifugate In(%Cel.Floculadas) vs In(C(NaOH)), RPM [9Pts] [‘/=.BO+B1.F1+BZ.F2+.B3.F1.F2+B4.F12+55.F221
N= 9, No.Y=24, Pars=6, DFR=3, S2R=0.0027162, DFY=18, S2Y=0.00052635, DFL=15, S2L=8.8385¢-005
Estimated B0= 3.01776, B1= 0.704771, B2= 0.000911955, B3=-0.000326578, B4= 0.147665, B5=-1.23971e-007

%Cel.Floculadas {Obs Averages]

%Cel.Floculadas [Predicted]

Figura 4.34 — Médias de Observagdes versus Respostas Preditas [Superficie de Resposta da Eq. (4.5)].

<<<<< F Test of Model >»>>>

NaOH/Centrifugale ln(%Cel.Floculadas) vs ln(C(NaQHj), RFN [9Pts]
Y=EO+B1.F1+BZ.F2+E3.F1.F2+4B4.F1"2+ES5.F2"2

N= 9, No.¥=z4, Pars=6, DFR=3, SZR=0.00zZ716Z, DFY=15, 32¥=0.0005z2635, DFL=15, 3ZL=5.5355e-005

Estimated BO= 3.01776, EBl= 0.704771, BZ= 0.0002115955, E3= -0.000326515, B4= 0.147665, ES= -1.23971e-007

3ZR/S2L= 30.7, FI95%(df=3,df=15]= 3.29 --» <<<<< Model Rejected »»>»>»

Exp. Mo, Factor F1 Factor F2 Average Predicted Lower Tpper Std.Deviation
Point Repl. r C(WNaCH) (M) RPMrpm %Cel.Floculadas 3Cel.Floculadas 955 Confidence a5sConfidence $Cel.Floculadas
1 2 1 3 1500 94.53 91.944 §9.278 94,69 1.29
2 2 1 3 2000 95.835 97.597 95.273 99.978 1.12
3 2 1 3 2500 96.45 97.372 94,545 100.28 1.36
4 2 1 2 2500 94,534 91.513 §9.318 93.762 1.06
5 2 1 1 2500 90,004 9z.098 §9.279 95.002 1.36
3 2 1 1 2000 79.04 77.153 75.316 79.035 0.885
7 2 1 1 1500 60,675 60.75 58.892 62.666 0.598
g 2 1 2 1500 73,713 75.698 73.8581 77557 0.875
9 =] 1 2 2000 §5.722 §5.85 54.524 §7.195 0.636

Figura 4.35 —Teste F do Modelo com S°;, S°, e Abscissa Fisher a 95% Probabilidade (3.29): Modelo
Rejeitado. Quadro de Fatores (F;, F,), Médias de Observagdes, Respostas Preditas (%Cel.Floculadas),
Limites de Confianga a 95% de Prob. Inferior (Lower) e Superior (Upper) para Respostas Corretas e
Desvio Padrao de Respostas Estimadas (% Cel.Floculadas) [Superficie de Resposta da Eq. (4.5)]
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95% Confidence Limits of Responses

NaOH/Centrifugaie In(%Cel.Floculadas) vs In(C(NaOH)), RPM [9P1s] [V=BO+B1’.F1’+B2.F2+B3.FT.F2+B4.F12+B5.F22 1
N=9, No.Y=24, Pars=6, DFR=3, S2R=0.0027162, DFY=18, S2Y=0.00052635, DFL=15, S2L=8.8385e-005
Estimated B0= 3.01776, B1= 0.704771, B2= 0.000911955, B3=-0.000326518, B4= 0.147665, B5= -1.23971e-007
4 T
B %(<Observed:-Pred)/|Pred| ! l l l l l
€ Upper Cfd Limit
-]

Lower Cfd Limit ﬂ :
31 === Response %Std Dev S o S

na

-

=

% of Estimated In(%sCel.Floculadas )

5 i i i i i i |

Response Point
Figura 4.36 — Anilise de Respostas da Superficie de Resposta na Eq. (4.5). Desvios % de Médias de

Observagoes (<Observed>) relativos a Respostas de % Células Floculadas Estimadas (Predicted) versus
Ponto; Desvios % de Limites de Confianca Inferior (Lower Cfd) e Superior (Upper Cfd) com 95%
Probabilidade relativo a Respostas Estimadas de %Cel.Floculadas; Desvio Padrdo % (% Standard

Deviation) de Respostas Estimadas.
Observed, Surface Response & Surfaces of 95% Confidence Limits

NaOH/Centrifugate In(%Cel Floculadas) vs InfC(NaOH)), RPM [9Pts][Y=B0+B1.F1+B2.F2+B3.F1.F2+B4.F1*+B5.F2%]
N=9, No.Y=24, Pars=6, DFR=3, S2R=0.0027162, DFY=18, 52Y=0.00052635, DFL=15, $21.=8.83852-005
Estimated B0= 3.01776, B1= 0.704771, B2= 0.000911955, B3= -0.000326518, B4= 0.147665, B5= -1.23971e-007

100

95

% Cel Floculadas
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Repl3| ™y B5
Repl.4
Repl.s
ReplB G0
Repl.7
Repl.8

!

DRo00000

0
10 2800

RPM rpm
C(NaOH)(W)

Figura 4.37 — Superficie de Resposta de Percentagem de Células Separadas e Superficies Limites de
Confianga (95%) [Superficie de Resposta da Eq. (4.5)]
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CAPITULO V — CONCLUSOES
V.l — CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Mediante o que foi exposto, observa-se que a utilizagdo de microalgas como
fonte de biomassa e produtos para a producdo energética (substituindo ou
complementando o petréleo) é bastante vidvel em termos econdmico, social e
ambiental. Porém, para que um biocombustivel seja considerado ambientalmente
adequado e economicamente’ vidavel sdo necessarios mais estudos relacionando-se o
que é feito em bancada com a aplicacdo de cultivos em fotobiorreatores em escala

industrial e simulagdo de processos.

Todas as fases, desde a escolha da espécie, meio de cultivo e esterilizacdo;
passando pelo fotobiorreator de producdo industrial; até a extracdo da
biomassa/produto e a geracdo de energia devem ser muito bem avaliadas de forma a
gerar um produto de alto valor agregado. Dentre todas as fases de geracdo de
biomassa em fotobiorreatores, a Ultima, downstream process, é encarada como o
gargalo da producdo industrial, sendo assim ha a necessidade de se buscarem técnicas
de separacdo de biomassa do meio de cultivo. O presente estudo conclui e aponta
importantes pontos na busca pela melhores solugdes nesta ultima etapa do processo

industrial de produgdo de biomassa:

e ainjecdo de mistura de ar comprimido e CO; no crescimento algal de I. galbana
mostrou ser importante na busca pelo aumento da produtividade
(concentracgdo celular) em meio de cultivo salino, saindo de concentracdes de
8-10 mi céls/mL se o CO, chegando até a 70-100 mi céls/mL;

e quanto mais concentrado foi o meio celular maior influencia devera ter a
técnica de separacao (célula-meio de cultivo);

e ndo ter as fases separadas (concentrado celular x (vesus) sem concentrado
celular) dificulta a continuidade do processo de producdo de biomassa em
fotobiorreatores ja que a busca aqui é pela separacdo quase que por completa

do meio e da biomassa;
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irradiancia e temperatura ndao mostraram ser boas técnicas para se buscar a
separacdo célula-meio de cultivo, apresentando valores aproximados de 60%
de células separadas, mas sem separac¢do de fase (concentrado celular x (vesus)
sem concentrado celular);

a utilizacdo de NaOH com agente floculante apresentou valores percentuais
significativos, podendo ser alcancada uma eficiéncia de mais de 90% (3M),
porém em concentragdes maiores ha o rompimento celular, o que nao é
interessante ao sistema;

para se utilizar o NaOH com floculante é necessdrio saber o grau de saturacao
limite que o prdprio sistema ird suportar, e dispor de grandes volumes pode ser
um problema para todo o sistema, além de poder gerar um passivo final;

tentar re-inocular as células oriundas de separac¢do a base de NaOH e um meio
de cultivo (com nutrientes) novo sem injecdo de CO, pareceu ser impossivel e
invidvel devido ao fato do NaOH impossibilitar o desenvolvimento e
crescimento da biomassa algal;

em baixas rotacdes (1500/2000 RPM) e em pouco tempo (1/2/3 minutos) foi
possivel separar, de forma eficiente, mais que 80% das células do meio de
cultivo;

em rotacGes de 1500 até 3500 RPM (em até 3 minutos) nao foi observado o
rompimento da célula o que é importante para que se evite a perda da
qgualidade da biomassa e que, em caso de um sistema fechado como o
fotobiorreator, o material ndo separado possa voltar ao sistema dando
continuidade ao crescimento algal;

utilizar duas técnicas juntas pode fazer com que os resultados razoaveis (60%-
80% de separacdo da biomassa celular do meio de cultivo) sejam otimizados e
melhorados, sendo o ocorrido quando foram realizados testes com NaOH e
RPM em conjunto;

os resultados analisados pela separacao celular utilizando NaOH e RPM de
forma conjunta fez com que os valores saissem de valores médios de 50% de

separacdo celular (1M e 1500RPM separadamente) e chegassem aos 60%, e
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valores medianos de 60%-75% (2M e 2000RPM) fossem para quase 90% de
eficiéncia.

o Software SURFACE_RESPO (desenvolvido em MATLAB R2007a pela Equipe do
Lab. H2CIN) foi a ferramenta utilizada para ajudar a apurar os resultados
obtidos nos experimentos realizados e criar modelos para uma possivel
utilizagdao em escala industrial;

o Software SURFACE_RESPO apontou que o Modelo de natureza cubica —
abaixo — foi considerado muito bom e responde muito bem as respostas
experimentais de Percentagem de Células Separadas sobre o Plano
Experimental em questdo Y =3 + A F, +f,F, + B.F Fy + B,.F + B F2+ B F2F, + BFAF,
o valor de S; ( 4.407e-007) demonstrou que o Modelo responde bem as
respostas experimentais de Percentagem de Células Separadas sobre o Plano
Experimental;

o valor de S (8.2888e-005) foi muito baixo e muito préximo ao valor de S/
(8.8385e-005) o que aponta que o Modelo estda com bom desempenho para os
dados em questao;

o valor de Sf (menor do que 0,001) indica dados experimentais consistentes e
de boa qualidade, com plausivel distribuicio Normal ao redor de Médias

Experimentais com variancia S;

alterar, mesmo que levemente, o modelo de Superficie de Resposta da Eq. (4.1)
é possivel verificar que o desempenho estatistico em diversos pontos
deteriora-se enormemente apresentando dados de baixa qualidade;

a utilizacdo do Software SURFACE_RESPO ajuda a planejar e desenvolver um
melhor modelo para que todo o processo estudado (separacdao biomassa-meio
de cultivo) seja aplicado em escala industrial em processos de obtencdo de

biomassa algal.
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