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RESUMO

Rocha, Luciana Nascimento. Estudo da concentracdo de biomassa de microalgas
por filtragdo e floculagdo. 2010. 104 f. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia
Quimica) — Instituto de Quimica, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2010.

O cultivo de microalgas é uma matéria prima para produgédo de biocombustivel e de
captura de carbono devido a vantagens como alta producédo de biomassa e rapido
crescimento quando comparado com outras fontes de energia e ndo necessitar de
terra fértil. O presente trabalho teve como objetivo estudar métodos de concentracao
da biomassa. A microalga utilizada foi a Isochrysis galbana. Os cultivos tiveram
duracdo de 20 dias e concentragdo inicial de 7.10* cel/mL no meio de cultivo
F2/Guillard. e foram realizados em fotobioreatores de 500 mL, 3 L e 12 L. Os
experimentos foram conduzidos em foto-periodo de 12 h claro/escuro, com
temperatura de 27 a 29 °C. Ao final dos cultivos, as amostras foram levadas para a
sequéncia de processos de separacdo. Inicialmente, foram realizados ensaios de
microfiltracdo em membrana com porosidade de 0,45 ym em procedimento do tipo
“‘dead-end” e constatou-se a rapida e intensa formacdo de camada de fouling.
Acrescentou-se uma etapa de separagao por floculagao preliminar a microfiltracao,
utilizando-se Aly(SO4)3 como agente floculante. O meio coagulado foi entao filtrado e
microfiltrado. O estudo combinado das 3 etapas de separagao possibilitou 99% de
remogao de biomassa.O teor de 6leo obtido foi de 22,4%. Portanto, o trabalho
apresenta uma configuracdo de concentracdo da biomassa Isochrysis galbana

visando o processo de producio de biocombustiveis.

Palavra — chave: Microalgas, Biocombustivéis, Filtragcao por membranas, Floculagao



ABSTRACT

The cultivation of microalgae is a feedstock for biofuel production and carbon
sequestration due to advantages such as high-biomass production and, fast growth
when compared to other energy sources and does not require fertile land. This work
aimed to study methods for biomass concentration. The microalgae used was
Isochrysis galbana. The cultivation lasted 20 days and initial concentration of 70,000
cells / mL F2/Guillard culture medium and were performed in. Photobioreactors of
500 mL, 3 L and 12 L. The experiments were conducted in photoperiod of 12 h light /
dark, temperature of 27-29 ° C. At the end of cultivation, samples were taken for the
sequence of separation processes

Initially, tests were performed on microfiltration membrane with 0.45 pum pore
diameter in a dead-end procedure, and the rapid and intense formation of fouling
layer was noted. One step of preliminary separation by flocculation previous to
microfiltration was added to the process, using Aly(SO4)s as flocculant agent. The
coagulated medium was then filtered and microfiltered. The combined study of three
separation steps allowed 99% removal of biomassa.O oil content obtained was

22.4%. Therefore, the work presents a configuration in biomass concentration

of Isochrysis galbana aiming at the process of production of biofules.

Key-word: Microalgae, biofuel, Membrane filtration, flocculation
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INTRODUCAO

A queima do carvao e do petréleo significou um marco para o
desenvolvimento econdmico no século XVIII. A Revolugdo Industrial deu origem ao
capitalismo moderno e expandiu extraordinariamente, e continua expandindo até
hoje com uma velocidade muito grande. Porém esse desenvolvimento trouxe
consequéncias negativas a natureza (HAWKEN, LOVINS, 1999).

O rapido esgotamento dos combustiveis fosseis e a crescente demanda de
energia fazem com que a busca de combustiveis alternativos, a partir de fontes
renovaveis seja de necessidade obrigatoria. A situacdo que enfatizou a utilizagcao de
combustiveis derivados de fontes renovaveis foi o aquecimento global devido as
emissdes de gases do efeito estufa. (SHEEHAN et al., 1998)

Impedir o desenvolvimento € algo possivel tomando medidas necessarias
para controlar esses desastres ecoldgicos. A saida estda em modificar os meios de
producdo de forma que seja garantida a sustentabilidade. Para lidar com estes
problemas graves, como a deterioragdo da situagdo em todo o abastecimento
mundial de energia, 0 meio ambiente e a seguranga energética, os biocombustiveis
surgem como alternativas renovaveis viaveis e tem atraido a maior atengdo em todo
mundo (ADAMS, 2002; HILL et al.,2006).

A producao de biocombustiveis e energias limpas tém sido apontadas como
um dos grandes desafios tecnoldgicos para viabilizar o desenvolvimento sustentavel

no século XXI.

A partir da década de 90, devido a um aumento da conscientizagdo acerca
dos problemas ambientais causados pela queima de combustiveis fésseis, o
biocombustivel também tem sido apontado como uma grande alternativa. De fato,
diversos estudos apontam que o uso deste biocombustivel diminui a emissdo de
gases relacionados com o efeito estufa, tais como hidrocarbonetos, mondxido e
dioxido de carbono, além de materiais particulados e 6xidos de enxofre, esse ultimo
responsavel pela chuva acida (MA; HANNA,1999).
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O constante crescimento econémico do Brasil acelera o desenvolvimento das
industrias, que consequentemente aumentam o consumo de combustivel. Segundo
resultados do Balango Energético Nacional de 2008, o petroleo e seus derivados
atingiram 36,7% de participacdo na matriz energética nacional (Figura 1), mas as

reservas de combustiveis fésseis sao finitas e ndo-renovaveis (EPE, 2009).

Uranio (U;0;5) e
seus Derivados

29, Carvao Mineral
Gas e Derivados
Natural 6%

10%

Energia
Hidraulica e
Eletricidade

14%

Figura 1. Balango Energético de 2008
Fonte: EPE (2009)

O combustivel liquido alternativo mais popular para o diesel derivado do
petroleo é o biodiesel, que é essencialmente um alquil (metil ou etil) éster de acido
graxo. O biodiesel é sintetizado pelo processo de transesterificagcdo no qual os
triacilglicerois de O6leos vegetais reagem com um alcool de cadeia curta, como
metanol e etanol para produgdo de ésteres de acidos graxos e glicerol como
produtos importantes na presenca de um catalisador basico, acido ou enzimatico. As
matérias-primas utilizadas para a produgao de biodiesel s&do os 6leos vegetais a
partir de culturas como soja, palma e canola (GERPEN, 2005; MEHER et al, 2006).
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Para a maioria dessas culturas, a produtividade de oleo por hectare
raramente fica superior a 1,5 toneladas, mesmo para espécies geneticamente
modificadas. Uma fonte alternativa de matéria-prima de oleo esta na forma de
lipidios obtidos a partir de microalgas (CHISTI, 2007; NEENAN et al., 1986; HUANG
et al., 2010).

Convencionalmente microalgas foram cultivadas para utilizacdo e
enriquecimento de produtos alimenticios, tais como betacaroteno, vitamina C,
Omega 3, acidos graxos, etc. No entanto, algumas espécies de microalgas contém
uma elevada quantidade de lipidios (aproximadamente 50% ou mais em espécies
geneticamente modificadas) e, portanto, o cultivo de microalgas esta emergindo

como uma fonte econdmica para produgéo de bicombustivel (MIAO; WU, 2006).

Shay (1993) relatou que as algas sao uma das melhores fontes de biodiesel.
De fato as algas sédo as mais elevadas produtoras de matéria-prima para o biodiesel.
Segundo o autor, ela pode produzir até 250 vezes a quantidade de 6leo por hectare
que a soja. Produzir biodiesel a partir de algas pode ser a maneira de obter
combustivel suficiente para substituir o uso do combustivel automobilistico. Ainda
segundo o autor, algas produzem 7 a 31 vezes mais 6leo do que o 6leo de dendé e

€ uma técnica simples a extracao de 6leo de algas.

Além disso, o cultivo de microalgas tem sido um meio eficaz de utilizar (ou
fixar) o CO, emitido industrialmente. Normalmente, a producédo de 100 toneladas de
biomassa de microalgas fixa cerca de 183 toneladas de CO, (CHISTI, 2008). Assim,
a reducdo na emissédo de gases de efeito estufa € um beneficio complementar na

rota de producgao de biodiesel a partir de microalgas.

A melhor classe de alga para produgao de biodiesel € a microalga. Microalgas
sdo microrganismos capazes de realizar fotossintese que converte luz solar, agua e
diéxido de carbono em biomassa algal e sao inferiores a 2 mm de diametro. As
microalgas s&do algas com dimensdes microscopicas, que vivem em sistemas
aquaticos sob incidéncia de luz solar. Filogeneticamente, as microalgas sé&o
compostas de espécies procaridticas ou eucaridticas, antigas ou mais recentes,

conforme o periodo em que surgiram no planeta (RAVEN et al., 2001). Muitas
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microalgas séo extremamente ricas em 6leo que pode ser convertido em biodiesel

utilizando as tecnologias existentes.

Macroalgas, como algas, ndo sao tdo amplamente utilizadas na produgao de
biodiesel. Microalgas possuem muito mais 6leo do que as macroalgas e € muito

mais rapido e mais facil o seu crescimento (SHAY, 1993).

Biodiesel de microalgas parece ser o unico bicombustivel renovavel que tem
potencial para substituir completamente os combustiveis derivados do petroleo sem
prejudicar a produgao de produtos vegetais e nem o fornecimento de alimentos. A
maioria das culturas que servem como substitutos do petréleo, como 6leo de palma,
nao chegaram nem préximos das microalgas em serem capazes de fornecer de

forma sustentavel as quantidades necessarias de biodiesel (CHISTI,2008).

As microalgas s&o compostas basicamente de proteinas, carboidratos e
lipidios. Os teores de lipidios de microalgas encontrados na literatura variam de 5 a
75% em porcentagem de biomassa seca, mas a maioria das espécies estudadas
apresenta de 20 a 50% de lipidios. Os trigliceridios das microalgas conhecidas
apresentam composi¢cdo em acidos graxos (14 a 22 atomos de carbono) semelhante
a dos Oleos vegetais usados na produgdo de biodiesel (METTING, 1996;
SPOLAORE et al.,, 2006; SONG; FU; SHI, 2008; MATA; MARTINS; CAETANO,
2009).

O crescente interesse no estudo de microrganismo, como microalgas, alguns
fungos (leveduras, por exemplo) e bactérias, deve se a essencial importancia destes
nas diversas cadeias tréficas e na possibilidade da aplicacdo comercial em distintas
areas como nutricdo, saude humana animal, no tratamento de aguas residuais, na
producdo de energia e na obtengcdo de compostos de interesse das industrias:
alimentar, quimica e farmacéutica dentre outras (BOROWITZKA, 1997 ; CERTIK ;
SHIMIZU, 1999 ; LEMAN , 1997; BRUNO 2001; GROBBELLAR, 2004; RICHMOND
2004).
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Segundo Henrikson (1994) e Vonshak (1997) a biomassa da microalga
Spirulina (Arthrospira) ja era utilizada na producao de alimentos pelos povos antigos
que habitavam margens de lagos da Africa e do México. Todavia, somente no século
XX, pesquisadores desenvolveram tecnologias de cultivo, usando tanques abertos,
fotobiorreatores fechados (PBRs) e reatores (tipo fermentadores), que permitiram a
sua produgao comercial (OLAIZOLA, 2003). Segundo esse mesmo autor, as
microalgas sdo consideradas uma fonte potencialmente rica de varios produtos
quimicos, os quais podem ser aplicados na industria alimenticia, cosmética,

farmacéutica, bem como, na obtencao de biocombustiveis.

O cultivo de microalgas pode ser considerado um sistema biolégico muito
eficiente no armazenamento de energia solar, através da produ¢do de compostos
organicos via processo fotossintético, sendo que a maioria das espécies apresenta
crescimento mais rapido que as plantas terrestres, possibilitando maior rendimento
de biomassa (VONSHAK, 1990). As plantas apresentam composigdo quimica
diferenciada para cada 6rgdo, ja as microalgas s&do organismos unicelulares,
apresentando a mesma composicdo quimica em toda a biomassa numa cultura
(RAVEN et al., 2001).

Estes microorganismos podem ser cultivados em aguas que s&o improprias
para o uso da agricultura, possuem elevadas taxas de crescimento, apresentam um
alto teor de lipidios e necessitam de uma area de cultivo muito menor do que aquela
utiizada para producdo agricola, comparando rendimento de O6leo com area
utilizada. Esses motivos fazem com que o estudo de microalgas seja bastante
motivante e promissor (SHEEHAN et al., 1998; CHISTI, 2007; ROSENBERG et al.,
2008; RODOLFI et al.,2009)

Um dos fatores importantes no processo econdémico para producdo de
bicombustiveis a partir de microalgas € o custo e a eficiéncia do método de
separacao da biomassa. Neste sentido, faz-se necessario o estudo e a aplicagao de
técnicas para concentragcdo e/ou separagdao da biomassa microalgal. Métodos de
separacao séo sistematicamente exigidos no processo biotecnoldgico a fim de se
concentrar o microrganismo. A biomassa pode ser concentrada por diferentes

métodos como: filtracdo, sedimentagdo e centrifugacdo. O processo de
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centrifugacdo € o método mais utilizado tendo uma rapida resposta quanto a
concentragcao de células porem € um método que gasta mais energia logo mais caro

guando pensa-se no processo industrial de um produto de baixo valor agregado.

Este trabalho tem como principal objetivo o cultivo e aplicagdo de alguns
métodos de separacao para concentragao de biomassa como floculagdo seguida de

filtragcao e microfiltracdo e como consequéncia a extracdo do 6leo por soxhlet.

Este trabalho esta dividido em 6 capitulos. O capitulo 1 apresentara de forma
simplificada o estudo de microalgas levando em consideragdo suas principais
caracteristicas, os processos de separagao e extragdo. A metodologia experimental
empregada sera apresentada no capitulo 2 e os resultados experimentais seréo
apresentados e discutidos no capitulo 3. A conclusdo do trabalho bem como
sugestbes para trabalhos futuros estdo presentes nos capitulos 4 e 5,

respectivamente.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Microalgas

As algas sdo um grupo diverso de organismos aquaticos, fotossintéticos, que
geralmente séo caracterizados como macroalgas ou microalgas. O termo microalgas
nao tem valor taxonémico, engloba microrganismos algais com clorofila a e outros
pigmentos fotossintéticos, os quais s&o capazes de realizar a fotossintese oxigénica
e, sua caracterizagao (sistematica) implica na consideragéo de uma série de critérios
(HOEK; MANN; JAHNS, 1995; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

As microalgas tém sido tradicionalmente classificadas por diversos critérios
como os tipos de pigmentos, a natureza quimica dos produtos de reserva, e pelos
constituintes da parede celular. Também tém sido considerados outros aspectos
como critérios citologicos e morfoldgicos, tais como ocorréncia de células flageladas,
a estrutura dos flagelos, os processos de formag&o do nucleo e da diviséo celular, a
presenca e a caracterizacdo de envoltdrio do cloroplasto e a possivel conexao entre

o reticulo endoplasmatico e a membrana nuclear. (TOMASELLI, 2004).

Sob a denominagao microalgas estdo incluidos organismos com dois tipos de
estrutura celular: estrutura procaridtica, com representantes nas divisbes
Cyanophyta (cianobactérias) e Prochlorophyta; estrutura celular eucariética, com
representantes nas divisdes Chlorophyta, Euglenophyta, Rhodophyta, Haptophyta
(Prymnesiophyta), Heterokontophyta (Bacillariophyceae, Chrysophyceae,
Xantophyceae etc.), Cryptophyta e Dinophyta. ( HOEK et al., 1995).

As microalgas sao unicelulares, o que permite uma composi¢cao uniforme das
células de um meio de cultura, o que n&o ocorre com as oleaginosas, que podem ser
divididas em diferentes partes (frutos, folhas, sementes e raizes). Esta uniformidade
celular torna mais pratica a manipulacao e o controle das condi¢des de crescimento
para otimizacdo (SHEEHAN et al., 1998; CHISTI, 2007; ROSENBERG et al., 2008;
RODOLFI et al.,2009).



22

O numero exato de espécies de microalgas ainda € desconhecido.
Atualmente sdo encontradas citagdes relatando que podem existir entre 200.000 até
alguns milhdes de representantes deste grupo. Tal diversidade também se reflete na
composi¢ao bioquimica e, desta forma, as microalgas sao fonte de uma quantidade
ilimitada de produtos como acidos graxos poliinsaturados, corantes, enzimas e etc.
(NORTON et al., 1996; PULZ, GROSS, 2004). Cabe ressaltar que algumas espécies
sintetizam compostos que podem ser altamente tdxicos para outras espécies de
organismos, inclusive para o homem. Estes compostos também tém sido explorados

comercialmente e sdo objetos de inumeras pesquisas (TEIXEIRA, 2002).

As microalgas sdo capazes de produzir de forma eficiente celulose, amido e
oleos em grandes quantidades. Dentre inumeros compostos, a obtengédo de acidos
graxos poliinsaturados a partir de culturas de microalgas representa uma fonte
alternativa de producgao desta classe de lipidios, bem como, também proporciona
uma série de vantagens quando comparada com fontes convencionais de obtengao
desta substancia (MEDINA et al., 1998).

O cultivo de microrganismos fotossintéticos € um processo vantajoso devido
nao sO a producdo de proteinas de alto valor biologico para nutricdo humana e
animal, mas também para obtencdo de outros pigmentos, lipidios e vitaminas
(AARANSON et al.,1980).

As microalgas podem fixar o carbono a partir de fontes diferentes, que podem

ser categorizadas como:

e CO, da atmosfera;

e (CO; dos gases industriais (por exemplo, gases de combustao e queima
de gas);

e emissdes de CO, fixadas sob a forma de carbonatos soluveis (por
exemplo, Na,CO3; e NaHCO3).
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Acidos graxos s&o constituintes de toda célula vegetal, na qual tem funcéo de
constituinte da membrana celular, produto armazenado, metabolitos e fonte de
energia. Mas segundo BECKER (1995), as microalgas tém seu melhor
aproveitamento na producao de carboidratos e proteinas, considerando-se que a
percentagem de proteina nesses organismos pode variar de 6 a 71% de matéria
seca, 0s quais séo valores muito superiores, quando comparados ao arroz (8% de

matéria seca), ao leite (26% de matéria seca) e a soja (37% de matéria seca).

A Tabela 1 apresenta o teor de lipidios e produtividades de microalga de
diferentes espécies marinhas e de agua doce, mostrando diferencas significativas
entre as diferentes espécies (MATA, T. M; MARTINS, A. A; CAETANO, N. S.; 2009).

Como mostrado na Tabela 1, o teor de 6leo em microalgas pode chegar a
75% em peso de biomassa seca. A maioria das algas comuns (Chlorella,
Crypthecodinium, Cylindrotheca, Dunaliella, Isochrysis, Nannochloris,
Nannochloropsis, Neochloris, Nitzschia, Phaeodactylum, Porphyridium,
Schizochytrium, Tetraselmis) tem niveis de O6leo entre 20 e 50%, mas maior

produtividade pode ser alcangada.



Tabela 1. Teor de lipidios e produtividades de diferentes espécies de microalgas

Espécie Teor de lipidios Produtividade de 6leo
(%do peso seco) (mg /L dia)
Botryococcus braunii 25-75
Chaetoceros muelleri 33,6 21,8
Chaetoceros calcitrans 14,6-16,4 17,6
Chlorella protothecoides 14,6-57,8 12-14
Chlorella vulgaris 5-58 11,2-40
Chlorella 18-57 18,7
Chlorococcum sp. 19,3 53,7
Dunaliella tertiolecta 16,7-71 -
Dunaliella sp. 17,5-67 33,5
Euglena gracilis 14-20 -
Isochrysis galbana 7-40 -
Isochrysis sp. 7,1-33 37,8
Monodus subterraneus 16 30,4
Monallanthus salina 20-22 -
Nannochloris sp. 20-56 60,9-76,5
Nannochloropsis oculata. 22,7-29,7 84 -142
Oocystis pusilla 10,5 -
Scenedesmus sp. 19,6-21,1 40,5-53,9
Skeletonema sp. 13,3-31,8 27,3
Tetraselmis suecica 8,5-23 27-36,4
Tetraselmis sp. 12,6-14,7 43,4

Fonte: MATA, T. M; MARTINS, A. A; CAETANO, N. S. (2009).
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Na Tabela 2, sdo apresentados alguns compostos importantes obtidos das

microalgas e suas aplicagoes.

Tabela 2: Alguns produtos obtidos por microalgas

Produto Aplicacdes

alimentos naturais
alimentos funcionais
Biomassa Biomassa aditivos alimentares
aquicultura
condicionador de solo

xantofilas (astaxantina e
cantaxantina)

Corantes e Luteina aditivos alimentares
Antioxidantes vitaminaCe E
beta-caroteno cosméticos

Acido araquidénico — ARA

Acido eicosapentaendico — EPA
Acidos Acido docosahexoendico — DHA aditivos alimentares
Graxos

Acido gama linolénico — ECA

Acido linoléico — LA

superoxido dismutase — SOD alimentos naturais
Enzimas fosfoglicerato quinase — PGK pesquisa
luciferase e luciferina medicina

enzimas de restricdo

Polissacarideos aditivos alimentares
Polimeros Amido medicina
Acido poli-beta-hidroxibutirico cosmeéticos
Peptideos
Produtos especiais  Toxinas pesquisa
Esterois medicina
aminoacidos (prolina,arginina, ac
aspartico)

*FONTE: BARBOSA (2003)
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Ha atualmente interesse nos produtos com valor comercial que podem ser
extraidos da biomassa microalgal, como os pigmentos (carotendides, astaxantina e
ficobilina) utilizados em aditivos alimentares, industria cosmética e farmacéutica; os
polimeros (polissacarideos e amido) utilizados em aditivos alimentares e na industria
cosmética; e os acidos graxos poliinsaturados (acido eicosapentaendico — EPA,
acido araquidénico — ARA, e acido docosahexaenodico - DHA) que sao utilizados
como suplemento alimentar e nutracéuticos (METTING, 1996; DERNER et al., 2006;
SPOLAORE et al., 2006).

Os sistemas de cultivo de microalgas podem ser construidos em solo nao
aravel, ndo competindo com o solo para a agricultura. O cultivo de microalgas
consome menos agua do que o cultivo de oleaginosas, pois a agua utilizada para o
cultivo pode ser reaproveitada apds a recuperagao da biomassa. Além disso, as
microalgas podem crescer em agua do mar, que é imprépria para consumo humano.
O ciclo de vida das microalgas se completa mais rapidamente do que das plantas
terrestres, e dependendo da regido e da espécie cultivada, as algas podem se
reproduzir o ano inteiro (ROSENBERG et al., 2008; RODOLFI et al., 2009)

1.2. Isochrysis galbana

As espécies Isochrysis galbana e Isochrysis sp. s&o algas unicelulares
marinhas pertencentes a classe Prymnesiophyceae, ordem Isochrysidales e familia
Isocrysidaceae (HOEK et al.,, 1995; TOMASELLI, 2004). Apresentam boas
caracteristicas nutritivas, sendo de substancial interesse na aquicultura,
principalmente na alimentacdo de moluscos, peixes e crustaceos em estagios
iniciais de crescimento (BOUGARAN et al., 2003). A espécie possui didametro de 5 a
6 um com dois flagelos de aproximadamente 7um de comprimento e é adaptada a
altas intensidades luminosas (TOMAS, 1996).

A microalga marinha Isochrysis galbana tem recebido um crescente interesse
devido a sua capacidade de produzir acidos graxos poliinsaturados como DHA
(acido docosahexaendico), um dos acidos graxos (n-3) que se acredita fornecer
beneficios para saude associados ao consumo de certos peixes e seus Oleos

(JEFFREY et al., 1994). Entretanto, a classe de lipidios e a composigdo de acidos
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graxos das células de microalgas podem, em diferentes fases de crescimento, diferir
significavelmente e podem mudar com variacbes nas condigcdes de cultura como
estado nutricional, temperatura, salinidade, pH, intensidade luminosa e qualidade de
luz. Na Tabela 3 sdo apresentados a composi¢do de acidos graxos da microalga

Isochrysis galbana, cujo teor de acidos em termos de peso seco € 9,5 %.

Tabela 3: Composigao de acidos graxos da Isochrysis galbana

Acidos graxos Percentual (%)
14:0 10,1
16:0 20,3
16:1n-7 21,4
16:2n-4 --
16:3n-4 --
16:4n-1 --
18:0 0,7
18:1n-9 1,4
18:1n-7 3,6
18:2n-6 0,9
18:3n-6 0,2
18:3n-3 1,2
18:4n-1 --
18:4n-3(AS) 6,4
20:0 --
20:1n-9 0,2
20:2n-6 --
20:4n-6(AA) 0,7
20:4n-3 --
20:5n-3(EPA) 22,6
22:1n-11 0,1
22:3n-3 -—-
22:4n-6 1,3
22:5n-3 0,2
22:6n-3(DHA) 8,4

Fonte: Medina et al.(1998).
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1.3. Caracteristicas do cultivo de microalgas

No ambiente natural, assim como nos cultivos, o crescimento de uma
populagcdo microalgal € resultado da interacdo entre fatores bioldgicos, fisicos e
quimicos (RAVEN, 1988). Os fatores biologicos estéo relacionados as proprias taxas
metabdlicas da espécie cultivada, bem como com a possivel influéncia de outros
organismos sobre o desenvolvimento algal. Quanto aos fatores fisico-quimicos, séo
principalmente reportados estudos sobre iluminacdo, temperatura, salinidade e
disponibilidade de nutrientes (HELLENBUST, 1970; GUILLARD, 1975; EPPLEY,
1977; YONGMANITCHAI, WARD, 1991).

Para o crescimento médio de microalgas devem-se fornecer nutrientes
suficientes para este crescimento. Carbono, nitrogénio, fésforo e enxofre sdo os
mais importantes elementos que constituem as células de algas. Outros elementos
essenciais incluem ferro, magnésio e em alguns casos, o silicio (REBOLLOSO-
FUENTES et al., 2001).

Segundo Borowitzka (1999), estes organismos podem ser cultivados em
diversos sistemas de producdo, com volume variando desde poucos litros até
bilhdes de litros. Os sistemas comumente empregados sao pouco sofisticados, uma
vez que muitas empresas desenvolvem cultivos a céu aberto, sob condi¢cdes
naturais de iluminagdo e temperatura, e com baixo ou nenhum controle destes
parametros ambientais. Os tanques s&o geralmente rasos, construidos em concreto,
fibra de vidro, policarbonato, com fundo de terra ou revestido com material plastico,

sendo que as culturas sdo constantemente agitadas.

Idealmente, os cultivos de microalgas feitos em laboratérios podem ser
realizados em salas climatizadas ou camaras incubadoras, mas nao sao itens
obrigatorios para realizar tais cultivos. Assim, € possivel cultivar as microalgas num
espaco reservado do laboratério, desde que haja um sistema de refrigeracéo
eficiente, além da iluminagdo adequada. No espaco reservado para o cultivo os
frascos podem ser dispostos sobre as prateleiras em estantes abertas e podem

receber iluminagao lateral, do teto ou de baixo para cima. Diversos procedimentos
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sd0 necessarios para impedir que os microrganismos indesejados interfiram no
crescimento de microalgas em cultivo. A adogédo de procedimentos de limpeza e
assepsia € essencial para reduzir o impacto de microrganismo em sistemas de
cultivo (LOURENCO, 2006).

Tradicionalmente, as microalgas sao cultivadas em sistemas fechados ou em
tanques abertos, que sédo gaseificados ou expostos ao ar para permitir a capturagéo
do dioxido de carbono da atmosfera para o seu crescimento celular. Recentemente,
alguns cultivos tém sido desenvolvidos em equipamento especifico, denominado
fotobioreatores, visando a alcangar elevada produtividade. Os cultivos séao
realizados em sistema fechado, em placas planas ou em serpentinas, espirais ou
cilindros, construidos com tubos de plastico, vidro ou policarbonato. O didmetro dos
tubos é dimensionado de forma a obter um melhor aproveitamento da luz, e o
arranjo entre eles pode se apresentar na forma helicoidal, vertical e horizontal
(GRIMA et. al., 1999; CHISTI, 2007).

Nos fotobioreatores, é possivel controlar as condi¢gdes de cultivo (quantidade
dos nutrientes, temperatura, iluminacdo, pH etc.). Isto implica uma elevada
produtividade, viabilizando a producdo comercial de uma série de compostos de
elevado valor (TREDICI, 2004).

Os bioreatores ou fotobioreatores mais usados para o cultivo podem trabalhar
em batelada (descontinuo) ou em batelada alimentada (semicontinuo), que é a
adicdo intermitente de um substrato limitante ao longo da fermentacédo (CHEN e
ZHANG, 1997; MULITERNO et al., 2005; CHEN et al. 2006). Os cultivos com esses
bioreatores podem ser ao ar livre em larga escala ou escala laboratorial. No meio
ambiente, ou seja, em lagos ou vias fluviais, o crescimento da microalga pode ser
afetado com a contaminagao de outras algas de pouco interesse, mas sistemas de
lagoas especialmente projetados e condi¢des controladas, ndo permitem o
crescimento de contaminantes. A Figura 2 mostra a produgédo em larga escala que é
feita em vias fluviais, lagoas ou tanques e a Figura 3 mostra o cultivo de microalgas

em fotobioreatores fechados.



Figura 2. Cultivo de microrganismo em larga escala em vias fluviais.
FONTE: HENRIKSON (1994)

Figur 3. Cultivo de microalga em fotobioreatores fechados
Fonte: http://www.flickr.com/photos/jurvetson/58591531/
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1.3.1. Temperatura

A temperatura € um dos fatores que mais afetam a taxa metabdlica dos
organismos. A temperatura ambiente deve ser escolhida em fungcdo das
necessidades das espécies presentes e da finalidade dos cultivos.

Para o cultivo de microalgas se faz desejavel trabalhar com temperaturas
constantes, pois estas proporcionam aos experimentos uma maior estabilidade e
mesmo em operagdes de rotina de cultivo. Em consequéncia, ha tendéncia de maior
reprodutividade e previsibilidade das respostas das espécies. O controle da
temperatura € um importante pardmetro para o cultivo de microalgas (LOURENCO,
2006).

O aumento da temperatura da cultura microalgal causa um aumento no teor
de proteinas e uma diminui¢do nos teores de carboidratos e lipidios das células.
Além disso, com um aumento de temperatura muitas espécies de microalgas
diminuem os percentuais de acidos graxos insaturados e aumentam os percentuais
dos acidos graxos saturados da fragao lipidica (MORTENSEN,K; RAINUZZO,J;
KNUTSEN,G, 1988).

Segundo Kaplan et al.,, (1986) a temperatura ideal para alcangar a maior
produtividade de microalga foi de 27 °C de acordo com a Figura 4, enquanto que

temperatura superior a 32 °C ou inferior a 19 °C, reduziram a produgéo da microalga.



32

IGG- n 1 i 1 L L - 1 1

Figura 4. Grafico da densidade celular (cel/mL) versus temperatura (°C) mostrando
o efeito da temperatura no crescimento da microalga Isochrysis galbana. Fonte:
Kaplan (1986)

Renaud et al., (2004) estudaram espécies de microalgas tropicais do litoral da
Australia e constataram aumentos significativos na produ¢do de &cidos graxos
saturados 14:0, 16:0 e 18:0 com o aumento da temperatura em todas as espécies.
Neste estudo foram constatados também a diminuicdo dos percentuais dos acidos

graxos poliinsaturados, 6mega-3 (n-3) e dmega-6 (n-6).

1.3.2. lluminacao

Como com todos os vegetais, microalgas sao fotossintetizantes, isto €&, elas
assimilam carbono inorganico para conversdo em matéria organico. Luz € a fonte de
energia que dirige esta reagdo e sua intensidade, a qualidade espectral e o

fotoperiodo precisam ser considerados.

A iluminagdo € um dos pilares dos cultivos de microalgas e assim, requer
atencao especial para o éxito das atividades. Os melhores resultados com cultivo de
microalgas sao alcangados com iluminagao artificial fluorescente (JEFFREY et
al.,1997).
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As lampadas do tipo luz do dia sao as que melhor simulam a amplitude de
comprimento de onda (350 -700 nm) necessaria para fotossintese, entretanto podem
causar aquecimentos no cultivo, especialmente se as lampadas estiverem muito

proximas dos frascos experimentais.

Geralmente sdo utilizadas lampadas de 20 W ou de 40 W que correspondem
as poténcias mais encontradas no mercado. Convém manter alguns centimetros de
separagao entre as lampadas (5-15 cm) e uma distancia em torno de 25-30 cm das
prateleiras caso a fonte de luz seja posicionada sobre os frascos. E preciso ter
cuidado para n&o expor os frascos a uma intensidade muito alta de luz, sob pena de

causar fotoinibigao.

Para cultivos de rotina de microalgas geralmente utiliza-se densidade de fluxo
fotdnico de 60 a 70 uE m? s™', enquanto para manutencéo de cepas em tubos de
ensaio 20 JE m?s™' sdo suficientes para proporcionar bom crescimento.

A intensidade de luz desempenha um papel importante, mas as exigéncias
variam com a profundidade da cultura e a densidade da cultura de algas: a
profundidades e concentragcbes de células maiores, a intensidade de luz deve ser
aumentada para penetrar a cultura (por exemplo: 1000 lux sdo satisfatorios para
frascos de erlenmeyer; para volumes maiores sao requeridos 5000-10000 lux). A luz
pode ser natural ou fornecida através de tubos fluorescentes. Intensidade muito alta
(por exemplo. sol direto, pequeno recipiente perto de luz artificial) pode resultar em
fotoinibicdo. Uso de aquecimento excessivo devido a iluminagcdo natural e artificial
também deve ser evitado. Tubos fluorescentes que emitem azul ou o espectro
vermelho deveriam ser preferidos, pois representam as por¢des mais ativas do
espectro para a fotossintese (LOURENCO, 2006).

1.3.3. Controle de pH

O pH d6timo de crescimento varia para a maioria das espécies de alga
cultivadas entre 7 e 9, com a faixa 6tima sendo 8,2 a 8,7. A ndo manutengdo de um

pH aceitavel pode causar um colapso completo da cultura devido ao rompimento de
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muitos processos celulares. A estabilizagdo é realizada arejando a cultura. No caso
de cultivo de algas de alta densidade, a adicdo de gas carbdnico permite corrigir
para aumentar o pH, que pode alcancar valores limites de até pH 9 durante
crescimento da alga (LOURENCO, 2006).

1.3.4. Aeracéao

O processo de mistura de uma suspensdo microalgal é importante, pois
permite que as células figuem suspensas no meio, melhora a eficiéncia da utilizacao
da luz, favorece a troca de gases, impede a estratificacdo térmica e ainda auxilia na
distribuicio homogénea dos nutrientes. Todos estes fatores influenciam na
produtividade de biomassa microalgal (SUH; LEE, 2003).

Em cultivos densos ou/e em grandes volumes, a difusdo de CO; para os
reatores de cultivo tende a ser insuficiente para gerar crescimento satisfatorio, sendo
que as culturas podem ter seu crescimento limitado pela disponibilidade reduzida de
carbono. Nesse caso, o emprego da aeragao (borbulhamento de ar dentro dos

frascos de cultivo) pode proporcionar adigdo adequada de fontes de carbono.

Em sistema de bancada a aeracéo é obtida através da utilizacdo de bombas
de ar. A aeragdo deve ser feita no fundo do frasco através de mangueiras
constituidas de material inerte. Se as bolhas de ar sdo langcadas no fundo dos
frascos, sua subida a superficie acarreta a dissolugao de parte do conteudo de gas

mo meios de cultura.

Mesmo no caso de espécies moveis, dotadas de flagelos, pode haver
decantagdo e acumulagao de células junto ao fundo, portanto, a agitagdo do meio
provocada pela aeragao previne a acumulagcdo de células no fundo (LOURENCO,
2006).
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1.4. Métodos de coleta e concentracéo

A recuperacdo da biomassa da cultura requer uma ou mais etapas de
separagao solido-liquido. A biomassa pode ser recuperada por centrifugacao,
filtragcdo e sedimentacdo. Estes processos podem ser precedidos por uma etapa de
floculagdo. A recuperacdo da biomassa é dificultada devido ao pequeno tamanho
(tipicamente na faixa de 2 a 30 um) das células de microalgas e devido a baixa
densidade celular (0,3 a 5 kg.m'3) da cultura. Entdo, para recuperar uma quantidade
razoavel de biomassa € necessario processar grandes volumes de cultura (GRIMA
et al., 2003). A recuperagao da biomassa contribui com cerca de 20-30% do custo
total da producao (GUDIN; THERPENIER,1986).

As microalgas normalmente tém um elevado teor de dgua, sendo assim se faz
necessaria sua remocao de agua. Nao existe um unico método de concentragao
microalgal, e sim o que mais se adéqua para cada caso. Portanto a selegdo das
tecnologias mais adequadas e a otimizagdo dos processos de concentragdo e
recuperacao desta biomassa sdo importantes (GRIMA et al., 2003). Uma abordagem

razoavel é a recuperacao de biomassa em duas etapas (GINZBURG, 1993).

Na literatura s&o reportados alguns métodos de separagcdo da biomassa
microalgal, e esta etapa pode representar um processo longo ou até mesmo caro,
dependendo da eficiéncia exigida e dos materiais utilizados. O mais importante para
a escolha da coleta € identificar a melhor relacdo custo/beneficio e a eficiéncia
energética para todo o processo. A este respeito uma seleta selecdo sera
importante, uma vez que certas espécies sdo muito mais faceis de separagao de
que outras. Os métodos e aparelhos que sdo mais adequados para separagao de
microalga dependem do tipo de alga, isto €, a espécie em que se esta trabalhando, o

sistema de producéo e os objetivos do produto final (DODD, 1980).
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1.4.1. Centrifugacao

Na separagao por centrifugacéo, a forga centrifuga oriunda do escoamento no
interior do equipamento é utilizada para promover a separacéo. O depdsito de solido
formado sobre a parede interna desliza, sendo removido continuamente para o
fundo (saida cénica) do equipamento (SVAROVSKY, 1981). O método de separagéo
que emprega forga centrifuga faz com que as particulas sejam direcionadas contra

as superficies internas do equipamento.

A centrifugacdo € um meétodo eficiente, mas com elevado gasto energético
(GRIMA et al., 2003). Sua eficiéncia depende das caracteristicas de sedimentagéo
das células, o tempo de permanéncia da suspensao de células, e a profundidade de
sedimentacao. A recuperagao da biomassa por centrifugacao é viavel para produtos
de alto valor, porque este processo pode processar grandes volumes de forma
relativamente rapida e, a biomassa permanece totalmente contida durante a
recuperagcao (HEASMAN et al., 2000).

Entretanto, biocombustiveis ndo sdo produtos com alto valor agregado, e,
portanto a utilizagdo de centrifugacdo em sua rota produtiva por levar a custos

incompativeis com o valor do produto final.

1.4.2. Floculacao

A floculagao é uma técnica que vem sendo bastante utilizada para aumentar a
concentragao de microalgas. O mecanismo de floculagao consiste em neutralizar ou
reduzir a carga negativa na superficie celular de células de microalgas em
suspensdo, o que pode ser alcancado pela adicdo de floculantes, tais como sais

com cations polivalentes e polimeros catidénicos (GRIMA et al., 2003).

Floculacdo é a coalescéncia de solidos suspensos finamente divididos em
maiores conglomerados. Em geral, a primeira etapa de floculagdo é a agregacao de
solidos em suspensao, em particulas maiores resultantes da interacdo do floculante

com a carga superficial de soélidos suspensos. A segunda etapa envolve a
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coalescéncia de agregados em grandes flocos que podem decantar. O efeito que se

quer conseguir depende da concentragao da alga.

Esta alternativa é viavel para recolher a biomassa em qualquer sistema de
cultivo, sendo, entretanto, geralmente dispensada quando os volumes sao
pequenos, visto que ha outras técnicas mais praticas, como a filtracdo e a
centrifugagcédo. A floculagdo € bastante adequada em sistemas de grande porte e
pode ser espontanea ou induzida (LOURENCO, 2006).

Polimeros organicos, geralmente os de alto peso molecular, sdo considerados
como bons floculantes. A floculagédo polimérica € explicada pelo modelo de pontes
que diz que o polimero pode juntar-se a superficie das particulas coloidais por
diversos segmentos. Estes segmentos sdo entdo capazes de unir os sitios vazios
em outras particulas formando assim uma estrutura tridimensional (GREGORY,
1979).

Os agentes floculantes podem promover alteracédo marcante de pH, causando
agregacao de particulas que estdo em suspensdo na agua. Os agentes quimicos
floculantes sdo empregados, geralmente, em pequenas quantidades, pois estes
podem danificar as células se forem utilizados em grandes quantidades. Este
processo foi aplicado com sucesso para coleta de células com muitas espécies com
eficiéncia maior do que 80% (KNUCKEY et al.,2006).

1.4.3. Filtracdo

O processo de filtracdo, que opera sob pressao ou a vacuo, € um método
preferido para a coleta relativamente grande de microrganismos filamentosos como
microalgas Spirulina platensis. Para as pequenas células de microalgas como
Chlorella e Dunaliella, a filtracdo convencional ndo se mostrou pratica, enquanto
membranas de microfiltracdo e ultrafiltracdo sao as alternativas possiveis. Sendo
que a microfiltragdo demonstrou ser adequada para a recuperagao de microalgas
(HOOPER et al., 1998; HUNG; LIU, 2006).
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1.4.4. Separacao por membrana

A aplicagdo industrial de processos de separagcdo por membrana é
considerada ainda uma novidade em muitas empresas, apesar dos fenédmenos
envolvidos nesses processos ja serem estudados ha muito tempo. Devido a sua
grande aplicabilidade esta tecnologia de membrana vem sendo crescentemente

adotada, assumindo assim um importante papel nos dias atuais.

A utilizacdo pratica dos processos de separagao com membranas iniciou-se
na década de 60 com a dessalinizacdo da agua do mar. Desde entdo, esta
tecnologia de separagédo vem sendo utilizada no processamento de alimentos, em
razao de seus baixos custos de operacionais para concentragao, fracionamento e
purificacdo (LIN,L; RHEE, K; KOSEOGLU, S; 1997).

Segundo Rodrigues et al. (2003), uma membrana pode ser definida como
uma barreira seletiva, sdlida ou liquida, que separa duas fases e restringe o
transporte de uma ou varias espécies quimicas de maneira especifica. Esse
transporte ocorre por difusdo ou convecgao e é induzido pelo gradiente de potencial
quimico (expresso em termos de pressao, concentragao e temperatura), elétrico ou

de pressao.

Em funcdo do mecanismo de transporte e da forca-motriz, tém-se diferentes
processos de separagao por membranas, dentre eles destacam-se microfiltragao,
ultrafiltracdo, osmose inversa, eletrodialise, pervaporacdo e separacdo de gases,
como pode ser observado na Tabela 4 alguns exemplos desses processos e suas
respectivas caracteristicas. Desde as ultimas décadas, os processos de separacao
por membranas (PSM) vém sendo utilizados em diferentes areas industriais
oferecendo vantagens como baixo consumo energético, ndo requerem aditivos
quimicos e serem sistemas compactos, de apresentarem a possibilidade de
emprego em sistemas continuos e combinagdo com outros processos de separagao
(RODRIGUES et al.,2003).
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Erro! Vinculo n&o valido.

A maior limitagdo em relagdo ao processo de separagdao por membrana €
devido ao fato que a maioria dos sistemas que envolvem microrganismos ou
suspensdes estdo sujeitas as restricbes de transferéncia de massa e diminui¢céo na
taxa de permeacado causadas pelo fouling (adsor¢do e/ou bloqueio de poros de
componentes da alimentagdo), pela formagdo da camada polarizada de
concentragdo (acumulo de substancias proximo a superficie da membrana)
(VLADISAVLJEVIC et al., 2003; CARNEIRO et al., 2002; JIRARATANANON et al.,
1998; VAILLANT et al., 1999).

De forma bem simples, membranas sido barreiras finas que permitem a
passagem de certos componentes e retém outros componentes da mistura. Esta
barreira, que controla o transporte de massa através de sua superficie, fornece duas
correntes distintas: uma denominada permeado, diluida, e a outra chamada
concentrado, enriquecida em componentes retidos (SCOTT, 1995). As membranas
sao feitas principalmente de materiais poliméricos com caracteristicas quimicas e

fisicas variadas.

As membranas apresentam diferentes morfologias e podem ser classificadas
em duas grandes categorias: densas e porosas. As membranas sao consideradas
densas, quando o transporte dos componentes envolve uma etapa de dissolugao e
difusdo através da membrana do material que constitui, enquanto que para
membranas microporosas, o transporte dos permeantes ocorre preferencialmente
em uma fase continua, que preenche os poros da membrana (HABERT et al.,
1997),(Figura 5).
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Figura 5. Transporte por molecular por membrana (BAKER, 2004)

Em processos que utilizam membranas porosas a capacidade seletiva esta
diretamente associada a relacdo entre o tamanho das espécies presentes e o

tamanho dos poros da membrana.

A filtracao € definida como a separacao de dois ou mais componentes de um
fluxo de fluido. Em termos convencionais, refere-se a separacado solido-fluido, na
qual se forga o fluido liquido ou gasoso a atravessar um material poroso que retém o
solido. A separagao por membranas estende esta aplicagdo ainda mais, para incluir

a separacao de solutos dissolvidos em correntes fluidas (CHERYAN, 1998).

De modo geral, para os processos que utilizam o gradiente de pressdo como
forca-motriz, o fluxo permeado é diretamente proporcional ao préprio gradiente de

pressao.

A permeabilidade da membrana pode ser entendida como uma medida de
maior ou menor facilidade que a membrana oferece a passagem de um dado
solvente. No caso de solvente puro, admitindo-se que a membrana seja inerte em
relacdo ao solvente e que ela ndo se deforme pela acéo da pressdo (compactagao),
o fluxo permeado apresentara uma dependéncia linear com a pressao, independente

do processo em questao.
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A independéncia do fluxo permeado com o tempo € uma clara indicacdo da
estabilidade mecanica da membrana, da pureza do solvente e da sua baixa
interagdo com o material da membrana. Quando uma ou mais dessas condi¢gdes nao
sao observadas o fluxo permeado diminui com o tempo, uma indicacdo de que
alguma alteragado esta ocorrendo com a membrana. As principais alteragdes séo
ocasionadas por deformagao mecanica, por inchamento da matriz polimérica devido
a interagdes fisico-quimicas com solvente, ou pela presenca de impureza no

solvente, que pode provocar um entupimento dos poros (HABERT et al.,1997).

Uma das principais caracteristicas dos processos de separagao por
membranas € que eles podem ser operados em escoamento tangencial, além da

operagao classica do tipo filtragédo frontal (ou filtragdo dead end).

Os métodos de filtracao utilizados nos processo de separagcdo por
membranas s&o: convencional (dead end), quando um fluido escoa perpendicular a
superficie da membrana; e tangencial (crossflow filtration), quando o escoamento do
fluido é paralelo a superficie da membrana e a altas velocidades, possibilitando o
arraste dos solutos que tendem a se acumular na sua superficie (RENNER; ABD EL-
SALAN, 1991). Na Tabela 5 sdo apresentados alguns exemplos de aplicabilidade

dos processos por membrana.

Tabela 5: Exemplos de aplicabilidade para processo de separagao por membrana

AREA APLICACOES

Quebra de azeoétropo benzeno/hexano;
Recuperacéo de H; — Sintese de aménia;
QUIMICA Fracionamento de CO,/ CHyg;
Fracionamento do ar: gas inerte e de corrente rica em
02,

Separacgao de substancias termolabeis;
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Desidratacao de etanaol;
BIOTECNOLOGIA Purificacdo de enzimas;
E FARMACEUTICA Fracionamento de proteinas;
Esterilizacdo de meios de fermentagéao;
Bioreatores a membrana.

ALIMENTICIA Concentracgao de leite;
E BEBIDAS Concentragao de soro de queijo;
Concentragao de sucos de fruta;

FONTE: HABERT (1997)

No modo filtragado frontal, o permeado passa através da membrana e o soluto,
ou os materiais em suspensdo sao retidos, acumulando-se na superficie da
membrana. No caso da microfiltracdo, de maneira analoga ao que ocorre na filtragao
classica, este acumulo pode se traduzir na formacao de depdsito ou de uma torta da

filtragdo, como pode ser observado na Figura 6.

Na filtracdo de escoamento tangencial a solugdo ou suspensao escoa
paralelamente a superficie da membrana enquanto o permeado é transportado
transversalmente a mesma. Neste caso, o escoamento paralelo a membrana limita o
acumulo do material retido sobre a mesma, tornando possivel uma operagao do
sistema em condigdes de regime estabelecido de transferéncia de massa (HABERT
et al., 1997).
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Figura 6. Diferenga entre a filtragdo convencional e a filtragado tangencial. RC é a
resisténcia da torta formada na membrana, RM ¢é a resisténcia da membranae J é o
fluxo de filtrado ou permeado. Fonte: CHERYAN (1998).

Existem nos processos de membranas dois fendmenos limitantes, a
polarizacdo da concentragdo e o fouling (deposi¢cdo). Ambos os fendmenos sao
devido a presenca de espécies no fluido de alimentacdo que ndao podem passar para
o permeado. Estes dois fendmenos diferem, pois na polarizagdo da concentracéo,
as espécies acumuladas na parede da membrana encontram-se dispersas na
solugdo, enquanto que no fouling, as espécies se depositam na superficie da
membrana ou dentro da matriz da mesma. Entdo se pode distinguir entre o fouling
externo e o fouling interno, sendo que ambos os tipos de fouling podem coexistir em
certas aplicagdes (GEKAS et al., 1998).

A formacao do fouling produz uma alteragdo das propriedades de separagéo
da membrana durante o seu funcionamento, devido a deposicdo de materiais tanto
na superficie da membrana como dentro de seus poros. As razdes para esta
deposicdo sao fisico-quimicas e quimicas. As fisico-quimicas sao devido a adsorgao
de moléculas sobre o material constituinte da membrana. E as quimicas ocorrem

pela solubilidade limitada na camada gel polarizada ou insolubilidade devido a
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mudanga das condi¢gbes mecanicas (bloqueio dos poros, ou elementos rugosos na
superficie) e hidrodindmicas, resultando em um fluxo demasiadamente baixo
(GEKAS et al., 1998).

De acordo com Marshall e Daufin (1995), o declinio no fluxo de permeado
durante o processo de ultrafiltracdo ocorre em trés etapas, como indicado na Figura
7. Nos primeiros minutos ocorre uma rapida diminuicdo no fluxo devido a polarizacao
da concentragdo (estagio ). Em seguida, ocorre uma etapa intermediaria (estagio Il)
que é conhecida como fouling e posteriormente tem-se uma terceira etapa (estagio
lll), que apresenta um lento declinio do fluxo, determinado pela consolidacdo do

fouling. Essas etapas ocorrem de forma analoga na microfiltragao.

Fluxo

I| I | Il

i | Tempo

Figura 7. Estagios do declinio de fluxo do permeado (Fonte:Marshall & Daufin,
1995)

Conforme foi discutido por Habert (1997) os efeitos do fouling podem ser
reduzidos pelo pré-tratamento da alimentagdo, comumente utilizado para remocgao
das particulas que podem causar obstrucdo dos poros da membrana. O pré-

tratamento pode envolver tanto processos fisicos quanto quimicos.
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Para remocdo dos solidos suspensos que podem obstruir os poros da
membrana usualmente sao utilizados processos fisicos como uma pré-filtragdo ou

centrifugagéo.

Os processos quimicos incluem ajuste de pH da alimentacédo que permite
reduzir a tendéncia de formarem uma camada de gel, podem envolver também

precipitacéo, coagulacgao e floculagdo de microrganismos.

Os varios modos de bloqueios de poros sdo uma fungdo do tamanho e forma
sélido/soluto em relacéo a distribuicdo de tamanhos de poros, segundo Giorno et al.
(1998). O bloqueio completo de poros ocorre quando as particulas sdo maiores do
que o tamanho dos poros da membrana. As particulas que chegam a superficie da
membrana a bloqueiam, obstruindo o poro completamente. O bloqueio parcial de
poros ocorre quando as particulas solidas ou macromoléculas que chegam ao poro
o selam. As particulas também podem se agrupar na forma de uma ponte de

entrada do poro obstruindo-o, mas ndo completamente.

Eagles e Wakeman (2002) afirmam que, no caso da microfiltracao de
sistemas particulados, as particulas menores do que os poros podem depositar-se
nas paredes do poro ocasionando reducgao efetiva no didmetro dos poros; particulas
de tamanho similar aos poros da membrana tendem a bloquea-los causando um
declinio acentuado no fluxo permeado, e particulas maiores que os poros formam

pontes e levam a redugédo drastica do fluxo.

1.4.4.1. Microfiltracéo

Método atrativo de separagéo devido a sua simplicidade mecanica e a grande
disponibilidade de didmetro nominal de poros. Os processos de separagao com
membranas, embora recentes, tém sido utilizados de maneira crescente como
processos de separacgao, purificacdo, fracionamento e concentracdo numa ampla

variedade de industrias.
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A microfiltracdo € um processo de separacdo com membranas mais proximo
da filtragao classica. Utiliza membranas porosas com didmetro de poros na faixa de
0,1 a 10 um, sendo, portanto indicado para retencdo de materiais em suspenséo e
emulsdo. E um processo de retencdo de células numa membrana porosa, filtro ou

tela de malha regular ou controlada.

No entanto, atualmente instalagbes de produgédo de biomassa de microalgas
em grande escala geralmente n&o utilizam a filtracdo por membranas, devido a
preocupacao com custos de substituicdo das membranas e de bombeamento. De
um modo geral, no entanto, microfiltracdo pode ser mais rentavel que a
centrifugacédo (GRIMA et al., 2003).

Como as membranas da microfiltracdo sao relativamente abertas, as
diferencas de pressdo empregadas como forga-motriz para o transporte sao

pequenas, dificilmente ultrapassando 3 bar. Na microfiltracdo o solvente e todo o

material soluvel permeiam a membrana. Apenas o material em suspensao é retido.

1.5. Parametros de desempenho da microfiltracéo

Nessa se¢ao sao apresentados os parametros de desempenho do processo

de microfiltracao utilizados nesse trabalho.

1.5.1 Fluxo de permeado

Fluxo de permeado (F) é a quantidade obtida de permeado por area de

membrana por tempo de filtracdo, sendo usualmente expresso em mL.cm? .s™.

J(t) = Mp /At (1)
Onde,

J(t) € o fluxo de permeado

Mp é a massa de permeado coletada durante o tempo (g)

A é a area superficial da membrana

t é o tempo na qual foi registrada a massa
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1.5.2 Coeficiente de Rejeicao

Coeficiente de rejeicao indica a capacidade de retengao dos aglomerados de
microalgas pela membrana, sob determinadas condi¢gdes operacionais. O coeficiente

de Rejeigao (R), em porcentagem, € obtido segundo a equagéo 2.

R=(1-Cp/Ci)*100 (2)

Onde Ci é a concentracdo inicial de um componente na alimentacdo e Cp é a

concentracdo deste mesmo componente no permeado.

1.6. Extracdo lipidica

Extracdo de lipidios a partir da massa de microalgas representa uma etapa
importante no processo global de fabricagcdo de bicombustivel. Existem varios
métodos ou técnicas relatadas na literatura. Varios métodos tém sido desenvolvidos
para extragao de lipidios totais (BLIGH e DYER, 1959; GARDNER et al., 1985; DE
BOER, 1988; BOOIJ e VAN DEN BER 1994; SMEDES, 1999). A maioria deles utiliza
extragao liquido-liquido (ELL), métodos que sdo demorados, e implicam em uma

série de operagdes manuais.

Os lipidios séo principalmente localizados no citoplasma da célula de algas
em forma de gotas de tamanho de aproximadamente 30 nm (SILVERBERG et al.,
1976). Perante isto, podem-se postular dois mecanismos basicos pelos quais a

extracdo de lipidios pode eventualmente ocorrer:

1) Difusao de lipidios através da membrana celular, quando a biomassa algal é

suspensa no solvente com maior seletividade e solubilidade para lipidios €;

2) Rompimento da membrana celular, com liberagdo do conteudo das células
no solvente. A contribuicido relativa de cada um destes mecanismos depende

da técnica de extragao.
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O método de extragcao por Soxhlet envolve essencialmente uma percolacéo
do solvente através da amostra de biomassa, que é seca e moida em particulas
pequenas. O solvente é evaporado do baldo e os vapores sao resfriados em um
condensador, localizado acima da amostra e do solvente condensado e escorre
através da biomassa, onde se extrai o 6leo de lipidios. Depois de varios ciclos de
extracdo, o solvente contendo o 6leo extraido é retirado e o solvente € evaporado
para recuperar os lipidios. A extracdo Soxhlet, portanto, ndo envolve aplicacéo de
uma tensao de cisalhamento para a biomassa. Com isso, o principal mecanismo de
extracao é do tipo difusdao (SOXHLET,1879).

O meétodo de extracdo Bligh e Dyer envolve a extragdo simultanea e
particionamento de uma suspensdo de células de microalgas na agua com uma
mistura de cloroféormio e metanol. A mistura forma duas fases apds a conclusao da
extragdo. A fase inferior contendo cloroférmio e lipidio dissolvido é separado para
extrair os lipidios (BLIGH e DYER, 1959).
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2. Materiais e Métodos

2.1. Material

Os experimentos foram realizados com a espécie de microalga
Pyrmnesiophyceae: Isochrysis galbana cedida pela Prof? Ofélia de Queiroz
Fernandes Araujo da Universidade Federal do Rio de Janeiro pelo Departamento de
Engenharia Quimica. Todo o trabalho experimental ocorreu nas instalagdes dos
laboratérios de pesquisa do Instituto de Quimica da Universidade do Estado do Rio

de Janeiro.

A amostra foi recebida em um erlenmeyer com microalgas em suspensao. Os
cultivos utilizados para germinagao foram mantidos em uma camara de germinagéo

da marca Fanem modelo 347-CDG em condi¢des controladas de temperatura e luz.

Para a manutengao do inéculo e cultivo foi utilizado meio /2 Guillard diluido
em mar sintético estéril. Os reagentes que serviram de nutrientes para a composigéo
do meio mineral padréo f/2 Guillard cuja composigéo, por 100 mL de agua destilada

€ apresentada nas Tabelas 6 e 7.

Reagentes:

Alcool Metilico PA Nuclear cod 311628

Cloroférmio PA Vetec cod 192

Eter de petréleo PA Reagen (faixa de destilagéo 30 °C — 60 °C)
Lugol (ver Tabela 8)

Sal marinho Prodac Ocean fish

2B

Sulfato de aluminio
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Vidraria:

1. Balao Volumeétrico 1000 mL
Cémara de Fuchs Rosenthal
Erlenmeyer 500 mL e 3 L
Garraféao de 10 L

Termbémetro

S\

Equipamentos:

1. Agitador magnético Phoenix
2. Autoclave vertical Phoenix
3. Sistema de filtracao
4. Balanca

5. Bomba de ar
6. Camara de germinagao da marca Fanem modelo 347-CDG

7. Camara de fluxo laminar

8. Camara de iluminagao composto de 6 lampadas Phillips de 20 W
9. Célula de microfiltragao

10.Crondmetro

11.Estufa Fabbe

12.Espectrofotdmetro Hach modelo DR 5000

13.Jar Teste

14.Luximentro digital lcel Manaus modelo LD-510

15.Medidor de pH Phtek modelo Phs — 313

Materiais

1. Membrana Millipore de nitrato de celulose com didmetro de 142 mm com
didmetro nominal de poro de 0,45 um e 0,22 um

2. Membrana MFS de acetato de celulose com didmetro de 47 mm e didmetro
nominal de poro de 0,22 um

3. Microscopio Bioval modelo L200A

4. Papel de filtro Qualy com diametro de 18,5 cm com diametro nominal de poro

de 14 um
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2.2. Métodos

2.2.1. Cultivo do microrganismo

e Preparo da agua do mar sintético

Primeiramente foi realizada a limpeza do aparato de filtracdo que consistiu em
passar trés vezes 300 mL de agua destilada através do aparelho de filtragdo com
membrana de 0,22 um. Solubilizaram-se 33 g de sal marinho Ocean Fish (Prodac)
em 1000 mL de agua destilada e depois filtrou-se essa solugdo. Esta entdo foi
transferida para um erlenmeyer vedado com rolha de algod&o e lacrado com papel
Kraft onde foi entdo autoclavado a 1 atm por 30 min.Preparado a agua do mar
sintético esta solugcao so foi aberta em lugares assépticos como camara de fluxo

laminar para evitar a contaminagao.

e Preparo dos nutrientes

Foram preparadas solug¢des-estoque A, B, C cuja composigdo segue na Tabela
6. O meio de cultura f/2 (GUILLARD,1975) foi esterilizado em autoclave durante 30
min a 121 °C A solugdo-estoque de vitaminas pode ser observada na Tabela 7.
Todos os componentes da solugdo de vitaminas foram dissolvidos no mesmo
volume de agua destilada, que totaliza 1000 mL. Esta solugéo foi esterilizada por
filtracao (filtros de 0,22um) distribuida em um frasco esterilizado. Todos os nutrientes

foram conservados em geladeira.
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Tabela 6. Meio Guillard — f/2 (Guillard, 1975)
Massa (g9) Observacoes

Sol estoque A (Sais)
NaNOs 7.5 Completar o volume
NAH.PO4H>0 0,5 para 100 mL

Sol estoque B (Metais)

CuS04.5H,0 0,98
ZnS04.7H,0 2,2

Completar o volume
CoCl,.6H,0 1,0 para 100 mL
MnCl,.4H,0 18,0
N82MOO4.2H20 0,63

Solucéo estoque C

Na, EDTA 1,86
*Completar o volume para 900 mL

+ 1 mL de cada solugao estoque B
FeCl;.6H,O 4,36

Para Cada litro de meio f/2:
Estoque A =1,0 mL; Estoque B = 1,0 mL; Estoque C = 1,0 mL;
*Ajustar o volume final para 1000 mL.

Tabela 7. Suplementacdo do meio nutricional f/2

Vitaminas Concentracao Observacao
Tiamina HCI 100 mg/L
Fazer solugédo estoque (1L) 10x
Biotina 0,5mg/L mais concentrada e usar 0,1 mL/L
de meio
Bi2 0,5mg/L

FONTE: LOURENCO, 2006
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e Preparo do lugol acético

Foi dissolvido iodeto de potassio em 100 mL de agua destilada, depois
solubilizou o iodo cristalino em 100 mL de acido acético glacial. Misturaram-se as
duas solugdes e guardou a em um frasco fechado. As quantidades requeridas dos

reagentes para preparagao do lugol acético seguem na Tabela 8.

Tabela 8. Composicao quimica do Lugol acético

Componentes Quantidade
Kl 100 g
I 109
Agua destilada 200 mL
Acido acético 20g

FONTE: LOURENCO, 2006

e Preparacgao de utensilios para inoculagao

Todo o material utilizado para o cultivo da Isochrysis galbana foi lavado
primeiramente com agua e sabao, em seguida rinsado com agua destilada, seco em
estufa e autoclavado a 121 °C por 20 min. Os frascos utilizados foram vedados com
algodao, recobertos com papel Kraft para assim serem seguidos para esterilizagao e
novamente levados a estufa para a secagem. Foram utilizados os seguintes
materiais: mangueiras de silicone, algodao, barbante, gaze, pipeta automatica, papel
Kraft.

e Preparo do inéculo
Para o preparo e manutencao do inoculo, utilizou-se a microalga Isochrysis

galbana em meio /2 Guillard. Apds a esterilizagdo dos frascos ja preparados com

meio de agua do mar sintético iniciou-se o inéculo com a microalga Isochrysis
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galbana. Para a manutencao e propagacao do inéculo foram utilizados cultivos em
meio f/2 Guillard na fase exponencial de crescimento, com uma concentragao inicial

de microalga de 70.000 células.mL™.

e Manutencédo dos cultivos

A manutencado do indculo foi realizada em frascos de 500 mL, 3 L, 10 L e
providos de aeracao através de bombas de ar mantidos em estantes (bancadas) de
fotoperiodo de 12h claro/12h escuro a uma temperatura entre 28 a 30 °C conforme

pode ser visto na Figura 8.

Diariamente foram retiradas amostras, a fim de monitorar o pH dos meios de
cultivos nos experimentos iniciais e foram realizadas leituras de absorvancia. Os
experimentos foram conduzidos em estantes de fotoperiodo, conforme apresentado
na Figura 8, com iluminadncia de aproximadamente 3000 Lux fornecidos por

lampadas fluorescentes de 20 W.

Figura 8. Manutencgao e propagac¢ao do inéculo em meio f/2 Guillard
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e Crescimento de microalga

Para determinacdo da fase exponencial do crescimento da espécie foi
realizada contagem celular em cultivo. Para cada lote de cultivo foi iniciado um
cultivo com aproximadamente 100 a 200 mL de meio f/2 (Guillard 1975) com 70.000
células de inéculo/mL. Para contagem celular foi retirada, diariamente uma aliquota

de 3 mL durante aproximadamente 15 dias, a qual foi fixada com lugol.

2.2.2. Quantificacao celular

Para determinacdo da biomassa presente num determinado volume foram
utiizados dois meétodos distintos: contagem por microscopia direta e
espectrofotometria. O método por contagem direta foi utilizado para determinar a
densidade celular de microrganismos em individuos por volume (n° de individuos/
mL).

2.2.2.1. Contagem direta

O crescimento populacional da microalga Isochrysis galbana pode ser medido
por meio de contagem de numero de células numa aliquota de cultura empregando
uma camara de contagem Fuchs Rosenthal, como pode ser visto na Figura 9, em
conjunto com um microscoépio otico. As leituras das amostras séo feitas através de
uma rede de contagem (quadrantes) localizados na base central das camaras onde
0s quadrados tém area conhecida e dimensdes exatas: profundidade de 0,2 mm,
area superficial do menor quadrado de 0,0625 mm?2. As células que devem ser
contadas sdo aquelas que estdo dentro dos quadrados menores e aquelas que
estdo sobre as linhas triplas do lado superior e lado esquerdo que podem ser melhor

visualizadas na Figura 10.



Figura 9. Camara de Fuchs Rosenthal espelhada

1 2 3 4

5 6 7 8 m
= A\v4

9 10 11 12

13 14 15 16

Figura 10: Divisbes da camara de Fuchs Rosenthal
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Cada quadrante (corresponde ao total da Figura 10) comporta um volume
muito pequeno. Cada lado da camara possui 16 quadras grandes (por exemplo
assinalado por B, C ou P), medindo 1 x 1 mm, de um volume total de 0,2 yL. Essas
quadras grandes estao delimitadas por linhas triplas e cada area € subdividida em
16 quadrados. Colocou-se uma gota de amostra sobre o reticulado da camara
utilizando pipeta estéril, e os microrganismos que se encontram dentro ou sobre as
16 quadriculas desta camara foram contados (LOURENCO, 2006).

A ampliacdo usada foi a de 400 vezes. O numero minimo de células contadas
deve ser igual ou maior que 400. .A determinacéo da densidade celular de células foi
feito conforme especificado na Tabela 9. Lembrando que o resultado deve ser
multiplicado obrigatoriamente pelo fator de diluigdo para determinagéo da densidade

conforme a Tabela 9.

Um gota de meio foi colocado em uma camera de Fuchs Rosenthal e esta
amostra foi quantificada utilizando um microscépio optico (Zeiss) com magnificagéo
final de 400 vezes. No minimo deve ser contados 400 células, contando os
quadrados menores da 1?2 fila e assim seguir sucessivamente. A quantidade de

quadrados contados no 1° quadrante deve ser igual ao 2° quadrante.
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Tabela 9. Fatores de multiplicagdo para calculo densidade de células (em células ml™)

NUumero de unidades contadas Numero de elementos .mL™
1/16 **** Num X 80.000
118" Num X 40.000
1/4™ Num X 20.000
1/2 * Ndm X 10.000
16 Num X 5.000
32 Num X 2.500
64 Num X 1.250
128 Num X 625
256 Num X 312,5

Fonte: Lourenco (2006)
Fragdo da unidade basica (quadra grande), corresponde a oito quadrados

* *kk

(subdivisdes dos quadrados grandes). Corresponde a quatro quadrados.
Corresponde a dois quadrados.  Corresponde a um quadrado.

2.2.2.2. Espectrofotometria

A concentragao celular foi determinada diariamente por espectrofotometria, a
750 nm, usando agua destilada como branco. As leituras dos valores de absorvancia
foram efetuadas em todas as amostras, imediatamente apods a retirada de uma
aliguota de cada amostra e a transferéncia desta para uma cubeta do
espectrofotbmetro. Os valores de absorvancia obtidos foram convertidos em

concentracao celular através de uma curva de calibragdo.

e Construcao da curva de calibragao para determinagao da concentracao celular

A curva de calibragdo foi obtida a partir de um volume de 50mL de uma
suspensao concentrada , onde foi centrifugada para concentracdo da biomassa
microalgal, que foi levado para cadinho previamente seco a 105 °C, e previamente

pesada. A amostra foi levada a estufa a 105°C por periodo de 10 h, suficientes para
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manter a massa constante. A massa das células foi calculada por diferencas de
valores de massas, e divido pelo volume de filtrado para obter-se a concentracéo
celular na suspenséao. A partir dessa mesma suspensao foram preparadas diferentes
diluicbes, e aliquotas dessas diluicbes foram levadas para o espectrofotdmetro para
leitura de absorvancia a 750 nm de comprimento de onda, com agua destilada como
branco. Obteve-se dessa forma uma curva que relaciona a concentracao celular (cel

mL™") com a absorvancia

2.2.3. Concentracao celular

Para a concentracdo da biomassa foi utilizado um método de separacdo em

trés estagios de separacao: floculagéo, filtragdo e microfiltragéo.

2.2.3.1. Floculagao

Os testes de separagao foram feitos inicialmente com volumes pequenos de
meio de cultivo. Foi adicionado ao meio de cultura uma solugao aquosa do floculante
Alx(SO4)3 a 1% (m/v). Para se conhecer a quantidade 6tima de adicdo deste
floculante foram feitos ensaios em Jar Test. Foi testada a adigao de 10, 20, 30, 40 e
50 mL de floculante, realizados os ensaios em Jar Test verificando-se que o melhor
volume a ser utilizado seria o de 40 mL de floculante para 1,5 L de meio de
cultivo,porque nesta faixa de volume foi obteve-se a formagdo de flocos mais
uniformes. Adicionado o floculante a solugdo foi mantida em agitacdo de 140 rpm
por aproximadamente 10 min, desligando-se o agitador e esperando-se o meio
decantar. Na floculagéo, as células agrupam-se formando conglomerados de peso
muitas vezes superior ao da célula individualizada. Cessada a fase de agitagao
mecanica, esses flocos sedimentam. Os flocos formados sedimentam-se
rapidamente, resultando em duas fases, uma concentrada, rica em flocos maiores e

outra mais dispersa, contendo poucos flocos menores.
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2.2.3.2. Filtragao

Depois de decantado, o meio floculado passa por um processo de filtragdo
por papel de filtro com didmetro de 18,5 cm com porosidade de 14 um. O papel de
filtro utilizado foi pesado antes da filtragao e colocado em estufa até atingir peso
constante. Realizada a filtracdo, cada papel de filtro utilizado foi colocado em estufa
por 10 h e depois levado para dessecador até atingir peso constante. O permeado
da filtragcao foi em seguida transferido para um sistema de microfiltracdo onde foram
testadas membranas com didmetro nominal de poro de 0,2 ym e 0,45 ym. As

Figuras 11 a 14 apresentam de forma ilustrativa todo o processo.

A biomassa microalgal retida no papel de filtro no processo de filtragdo pode
ser observada na Figura 15. Este é levado para a estufa até atingir peso constante
de onde seguira para o processo de extragdo em soxhlet onde sera extraida a fragéo

lipidica.
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Figura 11. Agitagdo mecanica realizados em jar test
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Figura 12. Formacéao de flocos do meio de cultura

Figura 13. : Processo de decantagao



Figura 14. : Formagao de sedimentos

Figura 15. Biomassa rtida

no papéi de filtro
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2.2.3.3. Microfiltracao

A célula de microfiltragdo consistiu de um cilindro de ago com volume interno
de 1,3 L. A membrana foi colocada na base do cilindro sobre um espacador de aco.
O agitador magnético foi colocado por cima da membrana, conforme esquematizado

na Figura 16.

Para o processo de microfiltragdo tipo “dead-end” foram realizados
experimentos com 1,2 L de meio ja filtrado na etapa preliminar. As membranas que
foram utilizadas foram colocadas em estufa por 24 h a aproximadamente 60 °C. Foi
adicionado a célula de microfiltracdo o volume de 9 L de meio e esta entido foi
fechada. Foi aplicada uma pressdo manomeétrica inicial de 0,2 bar. Foram realizados
quatro ensaios diferentes, onde variou-se a pressido de 0,2 a 0,8 bar. O fluxo foi

medido com uma proveta ao longo do experimento, de tempos em tempos.

L Press3o L Pressdo

Membrana

Membrana & /_,1
Fermesdo I:D FParmeado

Figura 16. Esquema do sistema de filtragcao

Foi realizado experimento de bancada com a célula de microfiltragdo em fluxo
perpendicular, conforme Figura a 17. A célula possui uma capacidade de 1,3 L. A
pressao exercida no sistema foi realizada com a introdugéo de nitrogénio, regulada
através de uma valvula para controle de pressdao em manémetro analogico.

Os fluxos permeados, tanto para a agua quanto para solugado filtrada de
microalgas, foram expressos em mL. s'. cm™? e apds o processo de microfiltragdo
realizou-se o recolhimento do permeado. O recolhimento foi feito em recipiente

fechado e colocado em geladeira.
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No final do experimento, foram retiradas aliquotas de permeado para uma
posterior leitura de absorvéancia e contagem celular. Finalizando o experimento, a
membrana foi retirada e colocada em estufa até atingir peso constante para fazer a
determinacdo da biomassa microalgal por peso seco conforme a Figura 18.
Encerrado o experimento foi retirada a membrana, a célula de microfiltragdo foi
lavada com agua destilada e colocou-se uma nova membrana para a realizagdo de
um novo ensaio. Cada ensaio realizado foi feito com uma membrana nova e com

uma variagao de pressao de 0,2 bar a 0,8 bar.

Figura 17. Célula de microfiltracao
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Figura 18. Biomassa retida na membrana de microfiltragao

2.2.4. Extracio da Fracao Lipidica

A fragao lipidica total foi obtida por extragdo com solvente organico. A
amostra que estava no papel de filtro foi colocada em um cartucho de Soxhlet e
entao transferida para um extrator Soxhlet com refluxo de éter de petrdleo por 4
horas, sendo o extrato recolhido em um baldo de fundo chato. Apds esse tempo, o
solvente foi retirado do baldo com o auxilio de evaporador rotativo. A amostra foi
submetida a uma nova extragdo com cloroférmio-metanol (2:1 v/v) e esse processo
continuou até que o solvente que estava no copo ndo apresentasse mais nenhuma
coloragao. O segundo solvente também foi evaporado num evaporador rotativo e
assim a fracdo lipidica pode ser entdo identificada. Esse meio contém a fragao
lipidica total que reune acidos graxos, triglicerideos, fosfolipidios (carotendides,

pigmentos fotossintetizantes, esterdides e hidrocarbonetos) (FERRAZ et al.,1986).

De forma ilustrativa o processo de extracdo lipidica pode ser visto na Figura
19, onde nesse primeiro momento foi realizado com éter de petréleo. A coloragao é
meio amarelada como pode ser observado na Figura 19, isto ocorre porque a
apenas uma parte dos lipidios sdo extraidos. Na segunda extragdo, o processo foi
realizado com uma mistura de cloroférmio/metanol e assim como pode ser

observado na Figura 20 uma coloragao mais esverdeada, diferente da primeira.



Figura 20. Extragao da frag

ao lipidica com uma mistura de cloroféormio/metanol
realizado durante 4h

65



66

2.2.5. Determinacao da concentracao de aluminio

Foram enviadas aliquotas de meio floculado, filtrado e microfiltrado para
determinacdo da concentragdo de aluminio. Esta determinacédo foi realizada no
Laboratério de Caracterizacdao Instrumental Il do Instituto de Quimica da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, utilizando o espectrémetro de absorcao
atbmica, modelo AAS-240 da Varian. Foram fornecidos por esta anadlise as
concentragdes em g.L™" de aluminio de cada amostra e estes valores seguem no

capitulo de resultados.



67

3. Resultados e Discussao

Nesse topico sao apresentados os resultados do trabalho, sendo os mesmos
subdivididos em resultados preliminares, que direcionaram a segunda etapa de

resultados, e os resultados propriamente ditos.

Os experimentos foram divididos em quatro etapas, sendo a primeira o estudo
do crescimento da Isochyrsis galbana, com objetivo de avaliar a adaptagédo e a
variagdo de crescimento da microalga. No segundo experimento, visou-se o
aumento da produgédo de biomassa adaptando a microalga em volumes maiores de
meio de cultura. No terceiro experimento, foram estudadas as condicbes do
processo de separagao (concentracdo de biomassa). Na quarta e ultima etapa, foi
avaliado o processo geral que consiste em fermentagdo, crescimento celular,

floculacéo, filtragdo e microfiltragcéo.

3.1. Crescimento Celular

Para os experimentos preliminares foram realizados cultivos menores em
fotobioreatores que consistem em frascos de 500 mL com volume util de 250 mL,
onde se avaliou a adaptacdo da microalga ao meio e o crescimento da Isochrysis
galbana, chegando ao final dos experimentos com uma utilizagdo de volume maiores

com de 9 L de meio de cultivo

3.1.1. Contagem celular e espectrofotometria

A determinacdo da concentragédo celular dos cultivos foi obtida através da
contagem direta por microscopia. Foi realizada também a correlagdo entre a leitura
de absorvancia e a correspondente concentragdo celular, como apresentado na
Figura 21. Para este estudo as amostras foram medidas por absorvéncia por
espectrofotometria com comprimento de onda de 750 nm. As leituras foram feitas em
todas as amostras com o meio de cultura em solugdo, tendo agua destilada como

branco.
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Figura 21. Densidade 6tica da Isochrysis galbana

Os resultados encontrados na Figura 21 apontam uma relagdo linear entre a
contagem e a absorvancia, com coeficiente de determinacdo de 0,9961. Porém esta
correlacdo ndo se mostrou eficaz para leituras de concentracbées muito baixas. Foi
verificado que para absorvancias muito pequenas a incerteza da leitura € da mesma
ordem do valor lido. Portanto, ndo se torna confiavel a utilizagdo desse procedimento
para valores baixos de absorvancia, e ocorre assim a necessidade da utilizagao da

contagem direta por microscopia celular para obtengao de valores mais confiaveis.

3.1.2. Curva de Crescimento

O crescimento da microalga foi realizado primeiramente em erlenmeyers de
250 mL com e sem agitacdo. A agitacdo promoveu de forma eficiente uma maior
producdo de microalgas, que pode ser explicado por uma melhor transferéncia de
massa no meio e uma maior acessibilidade a luz. Apesar dos resultados
apresentados na figura 22 apontarem para resultados semelhantes, a literatura
cientifica indica um melhor resultado em sistemas agitados. Os microrganismos

fotossintéticos sdo afetados pelas condigbes de agitagdo no fotobiorreator, e como



69

as taxas de crescimento da grande maioria de células fotossintéticas sé&o
relativamente pequenas, baixos niveis de agitacdo sao, geralmente, suficientes para
evitar gradientes de nutrientes (TANAKA et al., 1995).

Um dos principais objetivos da agitagcao € evitar que as células da microalga
sedimentem no fotobiorreator. Esta sedimentacdo ocorre quando a velocidade de
escoamento do meio de cultura é baixa e, particularmente, em zonas onde existem
muitas perdas por atrito. (DUARTE et al., 2003)

A concentragdo de biomassa obtida nos ensaios com agitacdo que foram
realizados em aproximadamente 20 dias nos mostra que a fase exponencial pode
ser atingida mais rapido que nos ensaios sem agitagdo. Isso demonstra que a de
agitacdo € um parametro muito importante para obtengcdo de uma produgdo mais

elevada de biomassa microalgal.
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Figura 22. Curva de crescimento biomassa l.galbana com e sem agitagcao

No presente estudo os valores de densidade celular média para Isochrysis

galbana com agitacdo e sem agitagdo foram de 9 e 6 x 10° cel.mL’
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aproximadamente no décimo primeiro dia apds a inoculagdo, respectivamente,

sendo valores diferentes aos encontrados pelos referidos autores abaixo.

Para se iniciar um cultivo continuo de microalgas geralmente inclui-se um
cultivo preliminar estacionario (batch) para a obtengdo de uma densidade celular
inicial adequada. Bougaran et al., 2003 comparando o regime continuo de cultivo e o
estacionario, utilizando a microalga Isochrysis galbana affinis Tahiti (T-Iso) e
concentracdo celular inicial de 5 x 10° cel.mL™". Em ambos os sistemas de cultivo a

concentragdo celular média alcancada variou de 7,7 a 9,0 x 10° cel.mL™".

Valenzuela-Espinoza et al., 2002, comparando o crescimento de |. galbana
(T-Iso) em meio de cultura f/2 (Guillard, 1975) e com adicdo de fertilizantes
agricolas, obtiveram apds sete dias de cultivo valores médios de concentragéo
celular de 5,16 e 5,19 x 10° cel.mL" para o cultivo com fertilizantes e meio f/2,
respectivamente. Os dados de concentracédo celular obtidos por Poisson e Ergan
(2001) testando dois meios de cultura (Jones e Provasoli 1/3) e trés periodos de

coleta (4, 8 ou 14 de cultivo), variaram de 2,41 a 5,78 x 10° cel.mL™.

Em cultivo estacionario sob condi¢gdes controladas de temperatura de 18+1°C,
radiagdo de 115 pmol.m? s™, 12:12 horas luz/escuro e concentracgo inicial de 2,5 x
10° cel mL", Fidalgo et al., (1998) encontraram para a lIsochrysis galbana
concentragdes celulares variando de 2,3 a 2,9 x 107 cel.mL™" em funcao da fonte de

nitrogénio.

Testando diferentes regimes de luz, Tzovenis et al., 2003 encontraram o valor
maximo de 3,96 x 10" cel.mL™ para Isochrysis galbana, quando de iluminacéo
continua, radiagdo de 150 pmol.m?.s™, temperatura de 26 °C e adicdo de 2% de
CO,. Nessa dissertagdo, para a mesma espécie, foram empregados teor de CO; e
radiacéo inferiores aos de Tzovenis et al., 2003. Logo foi obtida uma concentragao

um pouco inferior de microalga.

Estudando o crescimento de Isochrysis sp., Pernet et al., 2003, cultivaram 18
a 170 litros de meio de cultura até o oitavo dia de cultivo e obtiveram valores de

densidade variando de 4 a 10 x 10° cel.mL™", com maior rendimento no verdo do que
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no inverno. Os valores maximos encontrados pelos autores acima citados sao
inferiores aos atingidos para volumes menores e quando comparados aos cultivos

de 9 L estes valores se aproximam aos citados por Pernet et al.

3.2. Concentracgéo celular

De acordo com o objetivo do trabalho foram aplicados diferentes estagios de
separagao com a microalga Isochrysis galbana que esta sendo cultivada no préprio

laboratorio como: floculagao, filtragdo e microfiltragdo.

3.2.1. Floculacao e filtracao

Nesse experimento acrescentou-se volumes diferente 1% (m/v) de Alx(SO4)3 ao
meio e verificou-se nesta etapa que a melhor concentragao de floculante foi de 40
g.mL™ . Com esta concentracdo observou-se a maior formacdo de precipitado, os
flocos formados ficaram bem visiveis e ordenados. Todo o processo de floculagao e

filtracao foram apresentados no capitulo 2 no item 2.2.1.

3.2.2. Microfiltracao

¢ Microfiltracdo sem floculacéao e filtracdo prévia

Para concentrar a biomassa microalgal foram realizados primeiramente ensaios
de microfiltracdo em membrana com didmetro nominal de poro de 0,45 ym em
sistema de filtracdo convencional (dead-end) diretamente do meio de crescimento
sem passar pelo processo de floculacao e filtragdo. O processo de separagéo por
microfiltracdo direta nao foi a melhor alternativa, pois ocorreu uma rapida e intensa
formagdo de uma camada de biofouling dificultando o processo de separacéo,

conforme pode ser observado na Figura 23.
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Figura 23. Vazao de permeado na microfiltragcéo direta

Nos primeiros instantes de processamento, observou-se um declinio acentuado
no fluxo permeado. A formagao de uma alta concentragcao de soluto na superficie da
membrana acarreta o aumento da espessura da camada de biofouling. O declinio do
fluxo com relagdo ao tempo continua lentamente e sobre a membrana vai se
formando uma camada de materiais acumulados, que dificultam a eficiéncia do
processo fazendo-se assim a necessidade de um pré-tratamento dessa amostra.
Optou-se entdo por adicionar ao processo uma etapa prévia de floculacdo onde
foram realizados ensaios com Jar Test para se determinar os parametros de

floculagao e decantagao 6timos.

e Microfiltragdo com floculacdo e filtrac&do prévia

Nesse item sao apresentados os resultados de microfiltracdo do
sobrenadante do processo de floculagao, obtidos apdés filtragdo do meio floculado.
Visando caracterizar o sistema de permeacéo, incluindo a membrana, inicialmente

sdo apresentados os resultados de permeabilidade de agua.
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3.2.2.1. Fluxo permeado do meio apés floculacao e filtracédo

Foi realizado teste de microfiltracdo com o permeado do meio apds floculacéo
e filtragao e, verificou-se uma diminuigdo gradativa da vazao, conforme apresentado
nas Figuras 24 e 25. Esses resultados indicam que, mesmo com o0s processos de
separacao aplicados previamente ainda tem células nesse meio suficiente para
formar biofouling. Entretanto, o uso da etapa preliminar de floculagdo gera uma
queda de fluxo aproximadamente 20 vezes menos intenso do que na microfiltragao

direta do meio de crescimento.

Foram realizados ensaios em batelada, utilizando-se 1,2 L de meio em cada
um deles, sendo o sistema pressurizado nas mesmas condi¢cdes apresentadas no
item anterior. Nas Tabelas 10 e 11, pode-se observar os valores de fluxo obtidos
para as diversas diferencas de pressao estudadas para as membranas de 0,2 e 0,45

pum de didmetro de poro nominal, respectivamente.

Os dados para a construgcao das curvas de permeacao foram obtidos através
do monitoramento do volume de permeado coletado em intervalos de tempo

conhecidos como pode ser observado na tabelas e graficos a seguir.

Nao ocorreu a formagdao da camada de biofouling na microfiliracado desse
meio muito mais diluido em células do que o meio originalmente microfiltrado, assim
nao havendo tempo habil para formacdo de torta de tamanho significativo, com

consequente diminuicao do fluxo.

Pode-se observar que os fluxos obtidos nessa se¢do sdo um pouco inferiores
aos obtidos na secdo anterior. Apesar do meio estar diluido em células, estas estao

presentes em quantidade suficiente para alterar o fluxo de permeado.
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Tabela 10. Valores de fluxos encontrados em diferentes pressdes para membrana

de 0,2 um

Presséo (bar) Volume (mL) Tempo (s) Fluxo (mL/cm?* s)

0,2 200 61,53 0,0048
400 127,13 0,0050
600 197,22 0,0052
800 272,41 0,0054
1000 357,79 0,0056
1100 396,85 0,0057

0,4 200 38,41 0,0819
400 69,88 0,0900
600 104,81 0,0900
800 143,28 0,0878
1000 181,75 0,0865
1100 204,09 0,0848

0,6 200 25,37 0,1240
400 49,77 0,1264
600 76,37 0,1236
800 102,19 0,1231
1000 131,25 0,1198
1200 163,47 0,1154

0,8 200 21,88 0,1438
400 43,20 0,1456
600 65,17 0,1448
800 85,57 0,1470
1000 109,22 0,1447
1200 122,15 0,1416
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Tabela 11. Valores de fluxos encontrados em diferentes pressdes para membrana

de 0,45um

Presséao (bar) Volume (mL) Tempo (s) Fluxo (mL/cm?* s)

0,2 200 32,16 0,0978
400 68,32 0,0921
600 104,57 0,0902
800 104,01 0,0899
1000 179,29 0,0877
1100 201,32 0,0859

0,4 200 19,72 0,1595
400 38,75 0,1623
600 58,96 0,1600
800 80,55 0,1592
1000 103,87 0,1514
1100 115,93 0,1492

0,6 200 15,47 0,2033
400 30,22 0,2082
600 45,38 0,2079
800 59,94 0,2099
1000 77,59 0,2027
1100 86,07 0,2010

0,8 200 14,38 0,2187
400 27,16 0,2316
600 40,47 0,2332
800 54,07 0,2327
1000 70,04 0,2245

1200 83,31 0,2265
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Observa-se que na Figura 24 para as condi¢cbes apresentadas, que o fluxo
permeado tende a um valor constante a medida que se aumenta a pressao de
operagado. O mesmo fato pode ser observado na Figura 25, em que ocorre o relativo

aumento no fluxo para a membrana de maior didmetro nominal de poro.

Para as membranas de 0,22 um e de 0,45 um, a utilizacdo de uma diferenga
de pressdo maior que 0,8 bar acarreta gradativamente menor aumento do fluxo
permeado para uma dada variagdo de pressao, como pode ser visto na Figura 26. A
consequéncia é que o fluxo permeado tende a um valor constante para maiores
diferencas de pressado . O valor de fluxo limite para as membranas de 0,22 um e
0,45 pum sdo de aproximadamente 0,14 mL.cm?s’ e 0,23 mL.cm?s”,
respectivamente. Logo a membrana de menor didmetro de poro nominal tera um

menor fluxo permeado.
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Figura 26. Fluxo médio permeado para membrana de 0,2 um e 0,45 um
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3.3. Balanco de massa e fluxograma do processo

3.3.1. Fluxograma

Neste capitulo € explicado o processo desenvolvido. A primeira etapa foi
realizada em um fermentador para o crescimento de microalgas em
aproximadamente 15 dias. Este meio entdo seguiu para o processo de floculagéo
onde foi adicionado Aly(SO4); como floculante. Apds a floculagdo segue para uma
filtracdo em papel de filtro para separagcdo da biomassa, esta foi seca em estufa até
peso constante. O permeado da filtragdo seguiu para o processo de microfiltragao
para retengao de microalgas ainda existentes na solugao. Depois de realizado os
processos de separacao por floculagdo seguido de filtragcdo e microfiltragao foi
realizado uma contagem por microscopia direta. Ao final de cada processo de
filtracdo e microfiltragdo, a biomassa retida no papel de filtro e na membrana,
respectivamente, foi levada a estufa para obtencdo da massa seca. As quantidades
retidas podem ser vistas na Tabela 13. O fluxograma do processo pode ser

visualizado no Figura 27.

Um estudo futuro seria seguir este permeado da microfiltragdo para um
processo de osmose inversa para retirada de sais e assim reutilizar a agua utilizada

em todo processo.
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Figura 27. Fluxograma do processo de concentragdo de microalga
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Apos cada processo de separacdo foram retiradas aliquotas da fase aquosa
para realizacdo da analise de aluminio, como pode ser observado na Tabela 12.
Ocorreu uma diminuicdo desses valores a cada etapa de separacao realizada.
Como ja era de se esperar a maior quantidade de aluminio se encontra na etapa de
floculagdo onde ocorreu a adicdo deste floculante. Nas etapas de microfiltragdo os

valores obtidos foram aproximadamente iguais.

Tabela 12. Teor de aluminio de meio cultura apds os processos de separacao

Meio Concentracao de aluminio
(g/L)
Floculado 0,0150
Filtrado 0,0088
Microfiltrado’ 0,0084
Microfiltrado® 0,0085

! calculo para peso de célula com membrana de diametro nominal de poro de 0,2 um
2 calculo para peso de célula com membrana de diametro nominal de poro de 0,45
um

Foi realizado um balangco de massa para fornecer as quantidades de massa
retidas de biomassa e de floculante no processo de floculagaoffiltragcao conforme

observado na Tabela 13.

Tabela 13. Resultados de massa retida no processo de filtracdo/floculacéo

Composig¢ao do meio Massaretida  Volume total Massa retida /
de meio volume
Total 2,6025 g 96L 0,2711 gL™
Floculante 1,4200 g 9,6 L 0,1479 gL™*
Biomassa microalgal 1,1825¢ 96 L 0,1231 gL™*

A composigcao total do meio € constituida de biomassa microalgal mais
floculante. Os valores de biomassa retidos no papel de filtro foram bem superiores
aos retidos pela membrana de microfiltracdo. Conforme pode-se esperar, a maior
parte da separagao da biomassa microalgal foi realizada no processo de floculagao

seqguida de filtragao.
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Depois do processo de filtragdo a biomassa segue para o processo de
microfiltragdo com membranas de didmetros nominais de poro 0,2 um e 0,45 um.
Apoés a realizagdo desse processo foi retirado aliquotas para determinagao do teor
de aluminio, onde foi possivel calcular a quantidade de floculante e de biomassa
microalgal propriamente dita. Estes resultados podem ser vistos nas Tabelas 14 e 15

respectivamente.

Tabela 14. Resultados de massa retida no processo de separagdao usando
membrana de didmetro nominal de poro de 0,2 um

Composicado do meio Massaretida  Volume total Massa retida /
de meio volume
Total 0,2008 g 46 L 0,0436 gL™
Floculante 0,0192 ¢ 46 L 0,0042 gL*
Biomassa microalgal 0,1816 g 46 L 0,0394 g'L'1

Tabela 15. Resultados de massa retida no processo de separagao usando
membrana de didmetro nominal de poro de 0,45 um

Composicao do meio Massa retida Volume total Massaretida/
de meio volume

Total 0,1562 g 46L 0,0339 gL™

Floculante 0,0125¢g 46 L 0,0027 gL™

Biomassa microalgal 0,1437 g 4,6 L 0,0312 gL™

O estudo de mais de um tipo de didmetro nominal de poro demonstrou ser um
fator importante, pois assim pode-se concluir qual membrana é a mais eficiente para
0 processo. Como pode ser visto nas tabelas acima a membrana de 0,2 um possui
uma quantidade de massa retida superior a encontrada pela membrana de 0,45 um,
isto pode ser explicado devido a distribuicdo de poros mais fechados na membrana
de 0,2 um, que consegue assim reter com mais eficacia as microalgas do que a de
0,45 um.

O resultado dos balangos de massa empregando separadamente as duas
membranas de microfiltragdo aponta para uma discrepancia entre os valores de

massa total de célula em solugdo de cerca de 3%. Vale ressaltar que o estudo
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realizado nessa dissertagdo empregou radiagdo e teor de CO; inferiores aos de

outros trabalhos da literatura.

A quantidade de floculante presente na massa retida foi calculada por
diferenca, através da analise do teor de aluminio em solugcdo. Com as massas
retidas nos processos de separagdao e com o calculo da quantidade de floculante
presente na massa retida foi possivel encontrar a massa de biomassa retida em
cada etapa e assim a seletividade das membranas de microfiltracdo, que podem ser
avaliadas através da rejeicéo ao soluto (%) conforme mostrado nas Tabelas 16 e 17.
E importante ressaltar que cerca de 120% da massa de microalgas retida na
floculacéof/filtragdo é devida ao floculante, assim como cerca de 10% da massa de

microalgas retida na microfiltracdo é devida ao floculante.

Na microfiltracdo a quantidade de biomassa retida foi pequena como pode ser
observado nas Tabelas 16 e 17, mas serviu para confirmar que ainda existem
microalgas no meio. Visando a reutilizagdo da agua, as tabelas apresentadas
quantificam a presenga de microalgas a serem retiradas em outras etapas do

processo de separagao.

Tabela 16. Resultados de biomassa microalgal e rejeigdo no processo de separagao
com a membrana de diametro nominal de poro de 0,2 um

Meio Biomassa Volume total Rejeicdo °
retida de meio
Retido na filtragéo 0,5666 g 4,6 L 75%
Retido na microfiltracéo 0,1816 g 46L 95%
Permeado da microfiltragéo® 0,0105 g 46 L -
Total 0,7587 g 46 L 99%

@ Estimado a partir da massa de uma célula obtida no processo de microfiltracdo e
da contagem de células no permeado da microfiltragéo.

® As rejeicdes apresentadas sdo relativas especificamente a etapa de separagdo em
questao.
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Nao houve uma diferenga significativa na porcentagem de rejeicdao de
biomassa microalgal. Os dois tipos de poros apresentados mostraram-se eficientes
como ja era de se esperar, pois a microalga possui um tamanho de 0,6 um, logo os

dois tamanhos de poro utilizados deveriam reter a biomassa de forma satisfatéria.

Tabela 17. Resultados de biomassa microalgal e rejeigao no processo de separagao
com a membrana de diametro nominal de poro de 0,45 um

Meio Biomassa Volume total Rejeicdo °
retida de meio
Retido na filtragéo 0,5666 g 4,6 L 75%
Retido na microfiltracao 0,1437 g 4,6 L 96%
Permeado da microfiltrag&o® 0,0055 g 46 L -
Total 0,7158 g 46 L 99%

@ Estimado a partir da massa de uma célula obtida no processo de microfiltragéo e
da contagem de células no permeado da microfiltragdo

® As rejeicdes apresentadas sdo relativas especificamente & etapa de separagdo em
questao.

Os valores encontrados no permeado da microfiltragdo foram realizados
através de uma contagem direta gerando valores com uma acuracia inferior daquele
gerado por medicdo em balanca, ja que esta contagem foi realizada em uma
concentragcdo muito inferior aquela proposta pelo método. Como pode ser
observado, a quantidade de células no permeado para membrana de 0,45 um
estimada foi menor do que a encontrada pela membrana de 0,2 um, e isto afetou
diretamente os resultados de rejeicao obtidos, mostrando que a membrana de 0,45
um proporcionou uma rejeicdo maior quando comparada com a membrana de 0,2

pm.

Os indices de rejeigdo obtidos foram aproximadamente iguais mostrando que
a porosidade da membrana nao acarretou diferengas significativas. Assim a
utilizacao dessas membranas foi eficaz para concentragao/separagcdo da biomassa

microalgal.

O uso da microfiltragdo levando em conta a rejeigao total do sistema mostrou

ser satisfatoria, pois ocorreu uma recuperagao celular de quase 100 %, mostrando
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que a quantidade de microalga nesse meio seria muita pequena, mas que ainda
restaria microrganismo a ser removido e alguns nutrientes e sais inseridos no inicio
do processo. Assim, visando a reutilizagdo da agua, esses compostos deveriam ser

ainda retirados em outras etapas do processo de separagao.

ApoOs a realizagdo dos ensaios de separagao/concentracdo da biomassa de
microalga os papéis de filtros utilizados foram seguidos para processo de extragao
em Soxhlet. O percentual de lipidio foi encontrado através da relacdo entre a
quantidade de lipidio extraido e a quantidade de biomassa microalgal retida no
processo de separacao por floculagdo seguida de filtragdo. Na Tabela 18 seguem os

dados de rendimento de extragédo da fragao lipidica.

Tabela 18. Rendimentos da fracao lipidica

Massa de Fracéo Volume total Lipidio Produtividade de 6leo
filtrado lipidica de meio
1,1825 g 0,2654 g 9,6 L 22,4 % 27,6 mg/L

O valor encontrado para fragédo lipidica da microalga Isochrysis galbana
mostrou ser satisfatorio para um estudo inicial, porém ainda se encontra numa faixa
um pouco inferior do que se era esperado. Contudo a porcentagem em peso seco
encontrada se enquadra aquela relatado por Mata et al.,2009 na tabela 1. Assim
para se obter valores superiores a 22% de teor de 6leo devem se melhorar alguns
parametros como eficiéncia na utilizacdo da luz, habilidade do controle da
temperatura, aeracdo, iluminagdo, temperatura entre outros, consequentemente

melhorar a producéo da microalga em questao (BOROWITZKA, 1999).

Entretanto, os sistemas de cultivo em grande escala também necessitam ser
comparados quanto as suas propriedades basicas, como eficiéncia na utilizacdo da
luz, habilidade do controle da temperatura, estresse hidrodindmico imposto a

microalga.
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4. CONCLUSOES

A agitacdo mostrou ser um parametro muito importante para o aumento da
producao da microalga, esta favorece a transferéncia de massa e a acessibilidade a

luz.

O primeiro teste de separagdao por microfiltracdo que utilizou o mosto
diretamente ndo mostrou resultados muito satisfatérios. O fluxo diminuiu
rapidamente devido a formagao rapida da camada de biofouling. Para se conseguir
um melhor desempenho na microfiltracdo houve a necessidade de se fazer um pré-

tratamento na amostra.

O processo de floculagdo como um agente de pré-tratamento demonstrou ser
eficaz no processo de separagdo de microalgas, porem mostrou um inconveniente,
agregou uma quantidade substancial de floculante ao processo, que responde por

cerca de 120% da massa retida de microalgas.

A técnica de microfiltracdo mostrou ser uma técnica adequada para
separagado e/ou concentragdo de biomassa microalgas, possibilitando 99% de
remogao de biomassa. Esse € um processo que pode ser ampliado gradativamente

em funcao das necessidades, demonstrando ser um processo bastante promissor.

O estudo de diferentes poros de membrana mostrou ser um parametro
importante para o desenvolvimento do trabalho. Considerando a quantidade de
massa retida por pesagem a membrana de menor porosidade mostrou uma melhora

de aproximadamente 25% comparada com aquela de maior poro.

Com relacédo ao coeficiente de rejeicdo (R), as membranas utilizadas neste
trabalho apresentaram uma boa eficiéncia de remocgao (aproximadamente 99%).
Ocorreu uma discrepancia de massa retida entre as membranas de 0,45 e 0,22 um,
pois era de se esperar que membranas com poros menores obtivesse uma remogao

maior. Isto pode ser explicado pelo fato que a contagem realizada nessa etapa foi
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feita em concentragbes bem inferiores aquelas citadas no método gerando um

possivel erro.

O teor de dleo obtido de 22,4% ainda se encontra num patamar inferior do
esperado, mas ainda se encontra na faixa indicada pela literatura cientifica. Assim
ocorre uma necessidade de se estudar melhor os parametros como iluminagao,
agitacdo e temperatura, para garantir uma melhor produgdo microalgal e

consequentemente uma melhora na separagéo.

Nao foi necessaria a realizagcdo da separacdo por microfiltragdo com
diferencas de pressdo maiores que 0,8 bar porque foi possivel aproximar-se do fluxo

limite operando com diferenca de pressdo em torno de 0,8 bar.

Visando a reutilizagdo da agua, a presenca de microalgas e de sais nao
mostra ser util ao processo, logo se faz necessario a remogado destes em outras

etapas posteriores de separacao.
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5. Sugestbes para trabalhos futuros

O processo de filtragao por dead end ndo € o método mais indicado para a
separacao de microalgas devido uma maior acumulagdo de materiais, fazendo com
que os solutos se depositem sobre a sua superficie permitindo assim o entupimento
mais rapido da membrana, ocorrendo a formacao de torta da membrana. Assim seria

conveniente testar o processo de filtragdo por membrana com filtragdo cross flow.

Ainda como trabalhos futuros sugere-se:

e Estudar o potencial para producdo de biocombustivel a partir de 6leos extraidos

da Isochysis galbana;

e Testar os parametros como iluminagao, temperatura e aeracao para melhorar a

eficiéncia de crescimento microalgal;

e Estudar a reutilizagdo da agua como um novo meio para crescimento microalgal

e Desenvolver médulos de filtracdo adequada que diminua ao maximo a formacéao

de fouling.
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