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RESUMO

SANTOS, Michel de Oliveira dos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2012. Comportamento reologico e viabilidade celular de cultivos da
microalga Scenedesmus acuminatus submetidos a tensoes hidrodinamicas.
Orientador: Marcio Arédes Martins. Coorientadores: Jane Sélia dos Reis Coimbra e
Richard Stephen Gates.

A crescente demanda mundial por energia e a atual exigéncia de diminui¢do nos
danos ambientais relativos ao uso de recursos ndo renovaveis leva a busca por
alternativas de fontes energéticas ndo convencionais e inovadoras. Entre as diversas
fontes de energia renovével, os biocombustiveis tem se apresentado como uma
alternativa técnica e economicamente viavel. Atualmente, o biodiesel e o bioetanol
sdo os biocombustiveis mais utilizados e disponiveis. Entretanto, ainda ha
necessidade de grande aumento na producido de biocombustiveis e a prospeccao de
novas fontes de biomassa deve ser feita. As microalgas sdo fontes promissoras, por
serem muito eficientes na conversdo de energia solar e compostos inorganicos em
biomassa. O dimensionamento, projeto e selecdo de equipamentos para a producio e
recuperacdo da biomassa microalgal depende da caracterizagdo das propriedades
reoldgicas do cultivo. Ainda, para otimizar a producdo de biomassa em
fotobiorreatores, torna-se importante conhecer a sensibilidade das células algais em
relacdo as tensdes de cisalhamento que ocorrem no escoamento. Assim, objetivou-se
neste trabalho avaliar as propriedades reoldgicas de cultivos de Scenedesmus
acuminatus BR003 e avaliar a resposta desta espécie as tensdes hidrodinamicas
caracteristicas de fotobiorreatores, em termos da viabilidade celular. Para isso, a cepa
foi cultivada em fotobiorreatores airlift e a biomassa produzida foi adensada por
meio de centrifugagdo, para que concentracdes de 1,09 a 8,71 kg m™ pudessem ser
avaliadas. As andlises de viabilidade foram feitas com duas concentragoes também
preparadas a partir da biomassa adensada (5 e 8,71 kg m™) e um cultivo (0,67 kg m>)
com adicdo de goma xantana como espessante, para que maiores tensdes fossem
alcancadas. Verificou-se que os cultivos submetidos a taxas de deformacao elevadas
apresentam comportamento ndo newtoniano, com caracteristicas de fluido dilatante.
Nos niveis de biomassa estudados, houve pouco efeito da concentragdo de biomassa

sobre as viscosidades aparentes e sobre as tensdes de cisalhamento. Quanto a

viil



viabilidade, verificou-se que houve efeito das tensdes na maior concentracao
. 3 . .~ 2

avaliada (8,71 kg m™) e no cultivo com adi¢do de espessante. Observou-se também

que o decréscimo na viabilidade depende mais do nivel de tensdao a que as células

ficaram expostas do que do tempo de exposi¢ao.
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ABSTRACT

SANTOS, Michel de Oliveira dos, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,
2012. Rheological behavior and cell viability in Scenedesmus acuminatus
microalgae cultures subjected to hydrodynamic stress. Adviser: Marcio Arédes
Martins. Co-advisers: Jane Sélia dos Reis Coimbra and Richard Stephen Gates.

The world demand for energy and current requirement for reducing the
environmental damage related to the use of non-renewable resources leads to search
for alternative energy sources, unconventional and innovative. Among the various
renewable energy sources, biofuels have been presented as a technically and
economically feasible alternative. Currently, biodiesel and bioethanol are the most
used and available biofuels. However, there is still great need for increase the
biofuels production and the exploration of new sources of biomass must be made for
this increase. Microalgae are a promising source of biomass for biofuel production
because they are very efficient in the conversion of solar energy and inorganic
compounds into biomass for various uses in the energy field. The sizing, design and
selection of equipment for production and recovery of microalgal biomass depends
on the characterization of the rheological properties of the culture. Furthermore, to
optimize the production of biomass photobioreactors, it is important to know the
sensitivity of the algal cells in relation to the shear stresses present in the flow. Thus,
this study aimed to evaluate the rheological properties of cultures of Scenedesmus
acuminatus BR0O03 and evaluate the effects of shear stress on cell viability. For this,
the strain was cultivated in airlift photobioreactors and the biomass produced was
condensed by centrifugation so that concentrations from 1.09 to 8.71 kg m” could be
evaluated. The feasibility analyzes were performed with two concentrations also
made through the condensed biomass (5 and 8.71 kg m™) and a fresh culture (0.67 kg
m™) with the addition of xanthan gum as thickener, so that greater tensions were
reached. It was found that cultures exposed to higher shear rates exhibit non-
Newtonian behavior, with a shear-thickening fluid characteristic. In biomass levels
studied there was a little effect of the concentration of biomass on the apparent
viscosities and the shear stresses. About the viability, it was found that there was a

effect of shear stress measured at the highest concentration (8.71 kg m™) and

X



cultivation with addition of thickener. It was also observed that the decrease in
viability is more dependent of the shear stress level at which cells are exposed than

the exposure time.
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INTRODUCAO GERAL

1. Biocombustiveis

Atualmente, cerca de 80 % da demanda energética mundial € atendida pela
utilizacdo de combustiveis fosseis (CHEN et al.,, 2011). Entretanto, a utilizacdo
intensiva destas fontes de energia ndo renovaveis tem resultado em problemas sérios
relacionados a degradac@o ambiental, as possiveis mudancas climadticas e a saide da
populacdo. Assim, o uso de combustiveis fosseis apresenta alto custo quando
considerados esses problemas, os quais dificilmente podem ser quantificados e, por
i1ss0, torna-se necessdria a busca por novas alternativas de fontes de energia ndo
convencionais e inovadoras, preferencialmente renovaveis, de baixo custo e elevada
disponibilidade.

Entre as diversas fontes de energia renovavel, os biocombustiveis tem se
apresentado como uma alternativa técnica e economicamente vidvel. Por meio dos
biocombustiveis a energia solar armazenada durante a geracdo da biomassa €
utilizada em diversas aplicacdes. Atualmente, o bioetanol, produzido a partir de
cana-de-actcar, milho e beterraba, e o biodiesel, produzido a partir de culturas
oleaginosas, sdo os biocombustiveis mais utilizados e disponiveis (SCOTT et al.,
2010). O biodiesel e o bioetanol sao produzidos a partir de tecnologias convencionais
e podem ser distribuidos utilizando-se a logistica de distribuicdo ja existente,
tornando sua utilizagdo ainda mais atrativa em comparagdo com outras opcdes de
implementacdo mais complicada, como € o caso do hidrogénio (MATA et al., 2010).

O biodiesel possui alto potencial como biocombustivel devido a possibilidade
de utilizacdo em motores de combustdo de ciclo diesel, possuindo tecnologias de
producdo e utilizagdo bastante consolidadas. O biodiesel de uso comercial tem sido
produzido a partir de dleos vegetais, de 6leos residuais de frituras de alimentos e de
gorduras animais. Os 6leos vegetais sdo fontes importantes de triacilglicerideos para
a producdo de biodiesel, tanto pela qualidade quanto pela disponibilidade destes
6leos. Porém, a producdo de biodiesel a partir de dleos vegetais como de soja, de
girassol e de algoddo, compete com a producdo de alimentos, uma vez que as
principais culturas vegetais que fornecem esses Oleos também fornecem outros

produtos para a industria alimenticia. Assim, além de qualidade, disponibilidade e



baixo custo, busca-se uma fonte de triacilglicerideos que ndo seja de interesse de
outros setores industriais, com o objetivo de se minimizar questdes de competicao
com estes setores, garantindo a viabilidade da producao de biodiesel (MATA et al.,

2010; CHEN et al., 2011).

2. Microalgas

As microalgas sdo fontes de biomassa promissoras para a produgdo de
biocombustiveis (SINGH e GU, 2010; COSTA e MORAIS, 2011; JOHN et al.,
2011). Assim como as plantas vasculares, as microalgas requerem quatro
componentes bdsicos para o crescimento: luz, carbono, dgua e nutrientes.
Fotossinteticamente, as microalgas sao mais eficientes do que as plantas vasculares e
podem ser produzidas em meios de cultivos simples, suplementados com nutrientes,
e em larga escala. Sob condi¢des especificas de cultivo, algumas espécies de
microalgas podem apresentar até 70 % de 6leo em massa seca (CHISTI, 2007).

As microalgas tém eficiéncia fotossintética muito maior do que as plantas
vasculares, com crescimento e acimulo rdpido de biomassa vegetal, ou seja,
produzem mais biomassa por hectare em menos tempo. A produtividade anual de
6leo por hectare esperada com o cultivo de uma cepa de microalgas com 30 % de
6leo por massa seca, excede em cerca de 10 vezes a produtividade da palma,
considerada a espécie terrestre mais produtiva em 6leo (CHISTI, 2007). Devido ao
seu rapido crescimento, sdo fixadoras eficientes de carbono atmosférico, fixando
mais carbono, via fotossintese, em muito menos tempo. Estima-se que cada tonelada
de biomassa algal produzida em determinado intervalo de tempo consome duas
toneladas de CO, por meio da fotossintese. Isso representa dez a vinte vezes mais do
que o absorvido pelas culturas oleaginosas (BENEMANN, 1997).

A producdo de biocombustiveis a partir das microalgas ndo compete com a
inddstria de alimentos, uma vez que esta requer dareas de cultivo menos extensas e
pode ser conduzida em dreas que ndo sio de interesse para a agricultura. Além disso,
por atuarem naturalmente como fixadoras de CO,, o cultivo pode ser conectado as
linhas de emissdo de gés carbonico das industrias, tais como fébricas de cimento, de
papel e celulose, usinas siderdrgicas e unidades de geracdo termoelétrica, que sao as

grandes emissoras de gis carbonico (DERMIBAS, 2011). A fixacdo de gas carbonico



por si ja agregaria valor adicional a estas industrias, por meio do mercado de crédito

de carbono.

3. Sistemas de produciao de biomassa algal

O projeto de sistemas de cultivos de microalgas em larga escala deve
considerar vdrios fatores, incluindo intensidade de luz, temperatura, aspectos
bioldgicos inerentes a alga, natureza do produto final, mistura e aeragdo adequadas,
fontes de nutrientes e risco de contaminacao (SASTRE et al., 2007).

A producao comercial de microalgas pode ser feita tanto em sistemas abertos
como em sistemas fechados (ITOIZ et al., 2012). Os sistemas abertos sao
caracterizados principalmente por moderadas relacdes drea superficial/volume (3 a
10 m* m™), enquanto os sistemas fechados sdo caracterizados por elevadas relacdes
drea superficial/volume (25 a 125 m® m™). As principais vantagens de sistemas
abertos s@o o baixo custo de operacdo e manutencdo. As principais limitagdes sdo:
elevado risco de contaminacdo; controle mais dificil das condi¢des operacionais,
deixando o sistema mais vulnerdvel as condi¢cdes ambientais desfavordveis; maior
necessidade de area de instalacdo da unidade de producdo para compensar a baixa
profundidade dos tanques, devido a penetracao de luz; elevadas taxas de evaporagdao
nos tanques.

O principal tipo de sistema de cultivo aberto € o raceway, esquematizado na
Figura la. Nesse sistema, o escoamento € mantido por um impulsor, geralmente na
forma de um aerador de palheta motorizado, e ha se¢des especificas no circuito para
insercdo de nutrientes e colheita da biomassa. O tamanho das unidades de cultivo vai
geralmente de 0,1 ha a 0,5 ha (WANG & LAN, 2010). Uma unidade de cultivo tipo
raceway com 150 m’ de capacidade, instalada no San Diego Center for Algae
Biotechnology (SD-CAB), localizado no California’s Imperial Valley, EUA, é

mostrada na Figura 1b.



Colheita  Alimentacdo Impulsor

Chicana Escoamento Chicana

(a) (b)
Figura 1. (a) Esquema de um sistema de cultivo aberto tipo raceway e (b) unidade de

150 m® instalada no San Diego Center for Algae Biotechnology. Fontes: Chisti,
2007; SD-CAB, 2011.

Os sistemas fechados, denominados fotobiorreatores (Figura 2a), sdo sistemas
em que ndo ha contato direto entre o cultivo e o ar ambiente. Estes sistemas sdo
constituidos basicamente de um arranjo que possibilita a captacio da luz de
determinada fonte, como tubos ou placas transparentes, uma entrada de nutrientes,
uma saida para extracdo de biomassa, equipamentos que promovam for¢a motriz
para o escoamento, como bombas ou aeradores e, quando o fotobiorreator utiliza a
luz solar, hd também a necessidade de equipamentos para o resfriamento do meio de
cultivo. Um fotobiorreator tubular de 3,5 m3, instalado no South Australian Research

and Development Institute (SARDI) — Austrélia, é apresentado na Figura 2b.

Exaustdo
Colheita +*

Meio
fresco

Arranjo para

Sy
Bombeamento  captacdo de luzsolar
Fonte de CO2

(@) (b)
Figura 2. (a) Esquema de um fotobiorreator tubular e (b) unidade de 3500 L Fontes:
Chisti, 2007; NCRIS, 2010.
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As principais limitagdes dos fotobiorreatores sdo os custos de implantacdo e
operacdo, que podem ser altos devido a qualidade dos materiais utilizados na
construcdo dos mesmos, 0os equipamentos e a instrumentagdo necessaria a operagao
adequada destes sistemas. Apesar disso, os estudos sobre cultivos de microalgas em
altas concentra¢Oes de biomassa, que viabilizariam a produgdo de biocombustiveis,
tem se voltado para os fotobiorreatores, pois nestes sistemas podem ser alcancadas
elevadas taxas fotossintéticas e, consequentemente, elevada produtividade de
biomassa (WANG et al., 2012). Além disso, os fotobiorreatores apresentam outras
vantagens como:

e Maior controle das condi¢des operacionais;
e Menor risco de contaminacdes;

e Menor 4rea para a instalacao da unidade de producao;

e Reduzida evaporacgdo.

O dimensionamento, projeto e selecio de equipamentos utilizados nos
sistemas de producdo de biomassa microalgal dependem das informacdes acerca das
propriedades reoldgicas dos cultivos, pois estas afetam as condi¢des de agitacdo e
mistura, o transporte de massa entre as fases liquida e gasosa, o requerimento de
energia para movimentacdo durante o cultivo e o desempenho das operacdes

unitarias da etapa de recuperacio da biomassa (WILEMAN et al., 2012).

4. Reologia

A reologia é definida como a ciéncia da deformacdo e escoamento dos
materiais, ou seja, € o estudo da resposta dos materiais a aplicacdo de uma tensao ou
deformacdo (STEFFE, 1996; BARNES, 2000; TABILO-MUNIZAGA ¢ BARBOSA-
CASANOVAS, 2005). Todos os materiais possuem propriedades reoldgicas,
tornando esta ci€éncia muito importante em vérias dreas do conhecimento como
geologia (WU e WANG, 2008; van de WAL et al., 2010), mineracdo e mineralogia
(NDLOVU et al.; 2011), tecnologia de concreto (WALLEWIK e WALLEWIK,
2011), mecanica dos solos (MARKGRAF et al., 2011), estudo de polimeros e
compodsitos (GOH et al., 2008; KAGARISE et al., 2010), inddstria de alimentos



(FISCHER e WINDHAB, 2011), tratamento de 4guas residudrias (SEYSSIECQ et
al., 2003; HAMMADI et al., 2011), entre outras.

Sob o ponto de vista reolégico, os fluidos sdo materiais que se deformam
continuamente sob a acdo de uma tensdo de cisalhamento (FOX et al., 2010). A
classificagdo dos fluidos € feita de acordo com a resposta, em termos de tensdo de
cisalhamento, a aplicacdo de uma determinada taxa de deformacao, ou gradiente de
velocidade, que representa a quantidade de movimento que € aplicada ao fluido.
Viérios modelos mateméticos sao utilizados para formalizar e quantificar a relacdes
entre as tensdes de cisalhamento e taxas de deformacdo. As categorias em que se
classificam os fluidos e os modelos mais utilizados para descrever os

comportamentos sio apresentados na Figura 3.

‘ Fluido (comportamento viscoso) ‘

|
[ |

Modelo Newtoniano Nao-Newloniano
(independente do tempo)
|
Dependente do tempo Independente do tempo
| Reopético | | Tixotrépico |
Modelos ::> ‘ Modelos estruturais | | Leide Pméncia| | Bingham | | Heschel-Bulkley | | Heschel-Bulkley | Outros modelos

Figura 3. Comportamento reoldgico dos fluidos.

A viscosidade € uma das principais varidveis avaliadas no estudo do
comportamento reologico dos fluidos. Ela representa a resisténcia a deformagdo do
fluido quando submetido a uma tensdo de cisalhamento (FOX et al., 2010). A

viscosidade aparente de um fluido é definida como:

n=" (1)
4

em que:
n € a viscosidade aparente (Pa s);

7 € a tensdo de cisalhamento (Pa);



7 é a taxa de deformacio ou gradiente de velocidade (s™).

O comportamento reolégico dependente do tempo refere-se aos fluidos nos
quais a viscosidade aparente e tensdo de cisalhamento se alteram ao longo do tempo
de aplicacdo de determinada taxa de deformacdo. Se a viscosidade e tensdo
diminuem com o tempo de aplicacdo da taxa de deformacdo, o fluido € denominado
tixotropico. Se a viscosidade e tensdo aumentam com o tempo de aplicagdo da taxa
de deformagdo, o fluido é denominado reopético. Se o comportamento &
independente do tempo, alteracdes na viscosidade e tensdao ndo ocorrem devido ao

tempo de aplicacao da taxa.

4.1. Fluidos newtonianos

Os fluidos newtonianos sdo materiais com comportamento reolégico
independente do tempo, nos quais a tensdo de cisalhamento e viscosidade aparente
também ndo variam com taxa de deformacao aplicada e o escoamento ocorre sem a
aplicacdo de uma tensao inicial.

Nos fluidos newtonianos a viscosidade dindmica se altera em fun¢do da
temperatura e da sua composicao. Exemplos de fluidos newtonianos incluem 4gua,
Oleos vegetais, gasolina, biodiesel (CANDEIA et al., 2009), caldo de cana-de-aguicar
(ASTOLFI-FILHO et al. 2011), solventes organicos e gases.

4.2. Fluidos nao-newtonianos independentes do tempo

Os fluidos ndo newtonianos independentes do tempo caracterizam-se
principalmente pela dependéncia ndo linear entre a tensdo de cisalhamento e a taxa
de deformacao. Isto ocorre porque, para tais fluidos, a viscosidade também depende
da taxa de deformacdo, além da temperatura e composicao do fluido. Grande parte
dos fluidos ndo newtonianos apresenta reducdo da viscosidade aparente com o
aumento na taxa de deformacdo. Estes fluidos s@o denominados pseudopldsticos e
sdao representados pelas polpas (VANDRESEN et al., 2009) e gomas espessantes
(SIKORA et al., 2008).



Outra classe de fluidos ndo newtonianos, independentes do tempo, apresenta
aumento da viscosidade aparente com aumento da taxa de deformacao. Estes fluidos,
bem mais incomuns que os pseudoplésticos, sdo denominados dilatantes e sao
representados por alguns tipos de mel, suspensdes de amido e de areia. Segundo
Barnes (2000), as suspensdes podem apresentar o comportamento dilatante devido a
ruptura de estruturas formadas durante o escoamento a partir de uma taxa de
deformacdo critica. Uma aplicacdo atual interessante de fluidos dilatantes € a
incorporagdo destes em Klevar com intuito de melhorar a capacidade de protecao
balistica deste material (SRIVASTAVA et al., 2011).

Alguns fluidos ndo-newtonianos necessitam que determinada tensdo inicial
(to) seja alcancada para que o escoamento ocorra. Abaixo desta tensdo, o material se
comporta como um sdélido, e acima deste valor de tensdo, ele escoa como um fluido
newtoniano. Estes fluidos sdo denominados pldsticos de Binghan e como exemplos

tem-se suspensoes de argila, lamas de perfuracao e pasta dental (FOX et al., 2010).
4.3. Modelos reologicos

Os modelos reoldgicos sdo utilizados para fazer a representacdo matematica
dos dados experimentais que relacionam a tensdo de cisalhamento medida em fluido
sob determinada taxa de deformacdo aplicada. Os principais modelos reoldgicos
aplicados para o estudo de fluidos independentes do tempo serdo apresentados a
seguir.

4.3.1. Modelo Newtoniano

Os fluidos newtonianos sao caracterizados por apresentar uma relacdo linear

entre a taxa de deformacao e a tensao de cisalhamento:

7=y 2)

em que:

u € a viscosidade dinamica (Pa s).



4.3.2. Modelo Ostwalt-de Waele ou Lei de Poténcia

O modelo da Lei de Poténcia um dos modelos mais utilizados para descrever
o comportamento de fluidos ndo-newtonianos, independentes do tempo, em amplas

faixas de taxa de deformac¢dao. O comportamento € descrito matematicamente como:

T=ky’ 3)

em que:
k é o indice de consisténcia do fluido (Pa s");

n € o indice de comportamento do fluido.

O valor do indice de comportamento determina o comportamento do fluido
em relacdo a taxa de deformacdo. Se n é maior que a unidade, o fluido € dilatante. Se
0 < n < 1, o fluido € pseudopléstico. Se n € igual a unidade, o modelo de Lei de
Poténcia se reduz ao modelo newtoniano e k € igual a viscosidade dindmica. De

acordo com este modelo, a viscosidade aparente € calculada como:

n=—=ky" 4)

4.3.3. Modelo de Bingham
Fluidos independentes do tempo, que necessitam da aplicagdo de uma tensao
inicial para o inicio do escoamento e, durante o escoamento, apresentam o

comportamento semelhante ao de fluido newtoniano, podem ser modelados por meio

do modelo de Bingham, expresso matematicamente como:

T=1T,+1,Y (5)

em que:



79 € a tensdo de cisalhamento inicial (Pa);

np € viscosidade plastica de Bingham (Pa s).

De acordo com o modelo de Bingham, a viscosidade aparente € definida

Ccomo:
T
n=-2+1, (6)
/4

4.3.4. Modelo de Herschel-Bulkley

Fluidos independentes do tempo, que necessitam da aplicagdo de uma tensao
inicial para o inicio do escoamento e, durante o escoamento, apresentam O
comportamento de fluido nao-newtoniano, podem ser modelados por meio do

modelo de Herschel-Bulkley, expresso matematicamente como:
T=1,, +k,J" (7

em que:
7on € a tensdo de cisalhamento inicial do modelo de Herschel-Bulkley (Pa);
ki, é o indice de consisténcia do fluido no modelo de Herschel-Bulkley (Pa s");

ny € o indice de comportamento do fluido no modelo de Herschel-Bulkley.

Este modelo ¢ o mais completo, pois os modelos anteriores podem ser
considerados como casos especiais deste:
e Modelo Newtoniano: 7o, =0en,=1; kp = u;
e JeidePoténcia: g, =0;n,=nek,=k;

e Bingham: n, =1; top =19 € ki, = 13

De acordo com o modelo de Heschel-Bulkley, a viscosidade aparente &

definida como:

7= % +k, 7 (8)
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5. Efeitos das tensoes hidrodinamicas nos cultivos de microalgas

As condi¢des hidrodinamicas estabelecidas nos fotobiorreatores para o
cultivo de microalgas sdo necessdrias ao crescimento da biomassa, mas
inevitavelmente expdem as células as tensdes de cisalhamento presentes no
escoamento. Verifica-se que os materiais biologicos respondem das mais diversas
formas quando sdo submetidos as tensdes hidrodinamicas (JOSHI et al., 1996).
Dessa forma, as tensdes presentes durante o cultivo em fotobiorreatores podem
alcancgar niveis que comprometam as taxas de crescimento da biomassa € mesmo
levem as células algais a morte (LEBEAU e ROBERT, 2003; MICHELS et al.,
2010).

De fato, vérios trabalhos jd demonstraram que as microalgas possuem
sensibilidade as tensdes hidrodindmicas (GUDIN e CHAUMONT, 1991;
CAMACHO et al., 2000; CAMACHO et al., 2007; HODAIFA et al., 2010), tendo
sido observadas respostas no metabolismo das células, na viabilidade dos cultivos e
na taxa de crescimento da biomassa. Apesar da dificuldade de comparacao entre os
trabalhos devido as diferencas nas metodologias de avaliacio das tensdes
hidrodinamicas nos sistemas utilizados, verifica-se que os niveis de sensibilidade
variam muito com a espécie considerada.

Outros trabalhos também demonstram que os maiores niveis de danos as
células e resposta negativa no crescimento sdo verificados em equipamentos e
regides dos sistemas de cultivo associados as maiores taxas de deformacao do fluido
(JOUEN et al., 1999; SCARSELLA et al., 2011). Desta forma, para otimizar a
producdo de biomassa em fotobiorreatores, torna-se importante tanto conhecer a
sensibilidade das células algais em relacdo as tensdes de cisalhamento presentes no
escoamento, quanto caracterizar, da melhor forma possivel, as condi¢Oes
hidrodinamicas no sistema de cultivo, identificando regides e condi¢des de operacao
que possam trazer problemas aos cultivos, a fim de evita-las.

Diante da necessidade destas informag¢des, com o presente trabalho objetivou-
se determinar o comportamento reoldgico de cultivos da microalga Scenedesmus
acuminatus BR0O03 e estudar a sensibilidade desta espécie as tensdes hidrodinamicas,

em niveis de taxa de deformagao correspondentes as operacdes de agitacao e mistura,
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necessdrias nas etapas de producdo de biomassa algal, sendo os objetivos

desenvolvidos em dois artigos.
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RESUMO - Estudos envolvendo o uso de microalgas na producdo de
biocombustiveis cada vez mais se intensificam devido a necessidade de fontes
renovaveis de energia que ndo competem diretamente com a producao de alimentos e
da reducdo das emissdes de gas carbonico. A utilizagdo de microalgas para a
producdo de biocombustiveis estd diretamente associada a sua capacidade de ser
produzida em larga escala e de ser extraida do meio de cultivo. Os estudos reoldgicos
sdo essenciais para a geracdao de dados necessdrios no dimensionamento e projeto de
equipamentos presentes nas diversas operacdes unitdrias necessdrias na producio e
extracdo da biomassa algal. Foi estudado o comportamento reolégico de cultivos de
Scenedesmus acuminatus BR003, na faixa de concentracdo de biomassa de 1,09 a
8,71 kg m™. O modelo de Lei de Poténcia apresentou bom ajuste aos dados. Em
todas as concentragdes os cultivos apresentaram comportamento nao newtoniano,
com caracteristicas de fluido dilatante. Verificou-se pouco efeito da concentracao de
biomassa na tensdo de cisalhamento, na viscosidade aparente e nos indices de

comportamento e de consisténcia das suspensoes.

PALAVRAS CHAVE: Reologia, microalgas, biocombustiveis.
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Rheological behavior of Scenedemus acuminaus cultures in different

biomass concentrations

ABSTRACT - Studies involving the use of microalgae for biofuel production are
intensified by the need for renewable energy sources that do not compete directly
with food production and the reduction of carbon emissions. The use of microalgae
for biofuel depends not only on the growing rates and oil contents, but also its
potential to de produced on large scale systems and to be extracted from the culture
medium. The rheological studies are essential for selection and design of equipment
that compose the unit operations required for the production and extraction of algal
biomass. Rheological behavior of Scenedesmus acuminatus BR0OO3 cultures were
studied, in the range of biomass concentration from 1.09 to 8.71 kg m™. The Power
Law model presented satisfactory fit to the data. The cultures were non-Newtonians,
characterizing the cultures as shear-thickening fluids, for all biomass concentrations.
There was little effect of biomass concentration in shear stress, apparent viscosity

and consistency and behavior index of the cultures.

KEYWORDS: Rheology, microalgae, biofuels.
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1. Introducao

Estudos envolvendo o uso de microalgas na produ¢do de biocombustiveis t€ém
sido intensificados em func¢do da busca por fontes renovaveis de energia que nao
competem diretamente com a producdo de alimentos, e da emergencial necessidade
de deplecdo e reducao nas emissdes de gis carbonico (SCOTT et al., 2010; MATA et
al., 2010; DERMIBAS, 2011). As microalgas também sdo cultivadas para
fornecimento de matéria prima para os setores de aquicultura (SPOLAORE et al.,
2006; FERREIRA et al., 2008), de alimentos (GOUVEIA et al., 2007), de
cosméticos e de produtos de alto valor agregado, como 4cidos graxos poliinsaturados
e pigmentos (HARUN et. al., 2010). Em aplicacdes ambientais, as microalgas sao
utilizadas em sistemas de tratamento de efluentes para aumentar o desempenho na
degradacdo do material tratado, melhorar o balango de CO,, reduzir a demanda por
oxigénio nos estigios de tratamento aerdbicos, remover metais pesados € compostos
téxicos recalcitrantes como o fenol (MUNOZ e GUIEYSSE, 2006; GAO et al.,
2011).

A utilizacdo de microalgas para a producdo de biocombustiveis esta
diretamente associada a sua capacidade de ser produzida em larga escala e de ser
extraida do meio de cultivo (SCRAGG et al., 2002; MOLINA GRIMA et al., 2003).
A viabilidade econdmica da producdo de biodiesel ou de qualquer outro subproduto a
partir de microalgas depende da diminuicdo dos custos de produgdo e de separacao
da biomassa. Isto pode ser alcangado por meio do aumento da produtividade em
biomassa e em 6leo e da otimizacdo das técnicas de separagdo. Em um estudo de
caso sobre producdo de dcido eicosapentaenoico (EPA) a partir da microalga
Phaeodactylum tricornutum, Molina Grima et al. (2003) verificaram que 40 % do
custo € relativo a produgdo de biomassa e 60 % € relativo aos processos de extracao
de biomassa e recupera¢do do produto final.

Os estudos reoldgicos sao essenciais para a geragao de dados necessarios para
a selecdo, dimensionamento e projeto de equipamentos presentes nas diversas
operacdes unitdrias que compdem os processos industriais, como bombas,
tubulacdes, misturadores, aeradores, extrusores, homogeneizadores e trocadores de

calor, dentre outros (STEFFE, 1996; BARNES, 2000). Desta forma, o projeto dos
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sistemas de cultivo de microalgas em larga escala, bem como o dimensionamento
dos equipamentos utilizados nas técnicas de extracdo de biomassa e outros
acessorios, deve ser precedido pela investigacdo das propriedades reoldgicas do
cultivo.

Os cultivos de microalgas sdo suspensdes complexas, compostas por uma fase
liquida que contém d4gua, células algais dispersas ou em colOnias, polimeros
bioldgicos e sais dissolvidos (WILEMAN et al.,, 2012). Assim, os cultivos de
microalgas podem apresentar comportamento nao newtoniano, com caracteristicas
pseudoplésticas atribuidas principalmente a presenca de substincias poliméricas
extracelulares (MICHELS et al., 2010; MISHRA et al., 2011). Além disso, devido ao
significativo aumento no teor de biomassa algal durante o periodo de cultivo,
verifica-se que hd alteracdo no comportamento reoldgico, apresentando aumento da
viscosidade e até mesmo mudanca de comportamento do fluido em maiores
concentracdes de biomassa (FERNANDES et al., 1991; WILEMAN et al., 2011).

No presente trabalho, comportamento reolégico do cultivo de Scenedesmus
acuminatus BRO03 (Figura 1) foi investigado. A espécie estudada pertence a um
género de microalgas que apresenta, em cultivo autotréfico, produtividade de
biomassa na faixa de 0,06 kg m™ dia” a 0,26 kg m™ dia” e teores de 6leo em massa
seca na faixa de 9,5 a 21,1 % (CHEN et al. 2011). Além disso, espécies do género
Scenedesmus apresentam perfil de 4cidos graxos adequado para a producdo de
biodiesel, sendo que este perfil pode ser alterado pelas condi¢des de cultivo e de
nutricio (GOUVEIA & OLIVEIRA, 2009; TAN e LIN, 2011; TANG et al., 2011;
HO et al., 2011). As concentracdes de biomassa de 1,09; 2,18; 4,36 e 8,71 kg m>
foram estudadas com o objetivo de predizer as alteracdes deste comportamento
durante as etapas de producdo de biomassa e fornecer dados para a selecdo,
dimensionamento e projeto de equipamentos necessarios ao desenvolvimento de uma

linha de processamento de biomassa microalgal.
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Figura 1. Scenedesmus acuminatus BRO0O3. Fonte: Laboratério de

Ficologia/UCP, UFV.

2. Material e métodos

2.1.  Cultura e condicoes de cultivo

A cepa de microalgas Scenedesmus acuminatus BR0O03, pertencente ao banco
de cepas Petrobras/UFV, foi obtido no Laboratério de Ficologia/Unidade de
Crescimento de Plantas (Universidade Federal de Vigcosa — MG — Brasil). Esta cepa
foi coletada em uma das represas da Unidade de Piscicultura da Universidade
Federal de Vigosa e para o isolamento foram utilizadas as técnicas de dilui¢do em
série, estriamento sucessivo em meio sélido e lavagens com hipoclorito
(LOURENCO, 2007).

Os cultivos foram conduzidos em dois fotobiorreatores (A e B, Figura 2b) do
tipo airlift, que consistiram de frascos em vidro borosilicato de 10 L (marca
Laborglas, c6digo 9116186, Brasil), com volume de meio de cultivo inicial de 8 L,
previamente esterilizados em autoclave (marca Phoenix, modelo AV 75, Brasil) a
120 °C. Os cultivos foram realizados utilizando-se o meio BG11 com nitrogénio
(ANDERSEN et al., 2005) e a agitagdo foi promovida por inje¢do de ar atmosférico
comprimido por um compressor (marca Motomil, modelo CMV-10/100, Brasil) de
1492 W de poténcia (2 hp). A linha de injec@o de ar possuia um sistema de lavagem
do gas para remocdo de particulas e goticulas de 6leo provenientes do compressor.
Os fotobiorreatores foram instalados no interior de uma camara de cultivo com
dimensdes 0,60 m x 0,60 m x 1,40 m (Figura 2a), utilizando-se um fotoperiodo de

luz:escuro de 16:8 h e intensidade luminosa de 148 pmol m™ s™', fornecida por 9
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lampadas fluorescentes tubulares (marca Osram, modelo L40 W LDE, Brasil), de 40
W de poténcia cada. Os cultivos foram mantidos por 20 dias, pois em experimentos
anteriores, verificou-se que para as mesmas condi¢des de cultivo e nutricdo, neste
periodo o crescimento da biomassa alcanga a fase estaciondria. Apds este periodo, foi
feita a determinacdo de biomassa, o adensamento do cultivo, as dilui¢des para

alcancar as concentracdes desejadas e realizacdo dos testes reoldgicos.

Figura 2. (a) Camara de cultivo contendo os fotobiorreatores airlift e (b) detalhe nos

fotobiorreatores airlift A e B, sistemas de injecdo de ar, de iluminagdo e lavagem de

gés.

2.2. Determinacao da biomassa seca

Para a determina¢@o de biomassa seca foram retiradas de cada fotobiorreator
trés amostras de 50 mL das culturas algais. Apds a coleta, procedeu-se a
centrifugacdo das amostras em centrifuga refrigerada (marca Thermo Scientific,
modelo Heraeus Multifuge X3R, USA), a 10000g e a 4 °C, durante 10 minutos, para
a separacdo da biomassa do meio de cultura. Apds a primeira centrifugacdo, o meio
de cultura sobrenadante foi retirado dos tubos e o pellet de biomassa umida foi
lavado com 4gua deionizada para a retirada dos sais. A suspensdo de biomassa em
dgua foi novamente centrifugada a 10000g e a 4 °C, durante 10 minutos. O
sobrenadante foi novamente retirado e o pellet de biomassa imida foi colocado em
placas de petri e transferido para uma estufa com circulagdo de ar (marca American

Lab, modelo AL 102/150, Brasil), a 60 °C. Periodicamente a biomassa foi
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quantificada em balanga analitica (marca Shimadzu, modelo AY220, Japao) com
precisdao de 0,0001 g, até apresentar massa constante. A concentracdo de biomassa

seca nos fotobiorreatores, expressa em kg m™, pode ser calculada como:

my

em que:
X é a concentracio de biomassa no fotobiorreator (kg m™ ou g L™);
my € a massa final seca em estufa (g);

Vol é o volume de amostra centrifugado (L).

O valor de biomassa seca considerado para cada fotobiorreator é igual a

média de trés quantificacdes.

2.3. Adensamento da biomassa

Uma vez que as concentragdes de biomassa desejadas para o estudo reolégico
nido foram alcancadas nos fotobiorreatores, optou-se por fazer o adensamento da
biomassa por meio de centrifugacdo. Niveis de concentracdo de biomassa acima dos
valores alcancados em cultivos fotoautotréficos sdo verificados no processamento da
biomassa algal, principalmente apds as etapas iniciais das operacdes unitdrias de
separacdo. Foram reservados 500 mL dos cultivos (250 mL de cada fotobiorreator)
para outros experimentos. O restante do volume foi centrifugado em centrifuga
refrigerada (marca Thermo Scientific, modelo Heraeus Multifuge X3R, USA), a
4600g e a 4 °C, durante 10 minutos, utilizando-se um rotor (Thermo Scientific,
modelo TX-750, EUA) com capacidade de acoplamento de 4 frascos de 750 mL
cada. Apds a primeira centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado dos frascos e o
pellet de biomassa timida foi lavado com 4gua deionizada para a retirada dos sais. A
suspensdo de biomassa em dgua foi novamente centrifugada a 4600g e a 4 °C,
durante 10 minutos. O sobrenadante foi novamente retirado e a biomassa timida foi
colocada em placas de petri e armazenada em refrigerador (marca Metalfrio, modelo
VB40W, Brasil) a 8 °C, para ser utilizada nos experimentos. Para determinar o teor

de massa seca na biomassa umida adensada resultante de cada fotobiorreator,
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utilizou-se novamente o método de secagem em estufa com circulagdo de ar (marca
American Lab, modelo AL 102/150, Brasil) a 60 °C até massa constante. Da
biomassa resultante do fotobiorreator A, foram retiradas trés amostras com massa
média de 11,1391 g, e da biomassa resultante do fotobiorreator B, foram retiradas
trés amostras com massa média de 2,2854 g. A fracdo de massa seca, expressa em

base imida, pode ser calculado:

D=—1L )

em que:
D é a fragdo de massa seca na biomassa adensada;
my € a massa final da amostra seca em estufa (g);

m, € a massa inicial da amostra (g).

O valor da fracdo de massa seca na biomassa adensada considerado para cada

fotobiorreator € igual a média de trés quantificagdes.
2.4. Preparo das suspensoes para a caracterizaciao reologica

Para preparar as suspensoes a serem utilizadas na caracterizacao reoldgica foi
utilizada a biomassa previamente adensada. A biomassa adensada foi quantificada
em balancga analitica (marca Shimadzu, modelo AY220, Japao), e transferida para um
baldo volumétrico de 500 mL, onde foi diluida com o meio de cultura BG11 com
nitrogénio. A concentracdo de biomassa seca na suspensdo foi calculada

considerando-se a fracdo de massa seca da biomassa adensada:

:mA-DA+mB~DB
Vol

X

3)

em que:
X é a concentracio de biomassa (kg m™ ou g L™);
my € a quantidade utilizada de biomassa adensada do fotobiorreator A (g);

mp € a quantidade utilizada de biomassa adensada do fotobiorreator B (g);

25



D, € a fragdo de massa seca na biomassa adensada do fotobiorreator A;
Dg € a fracdo de massa seca na biomassa adensada do fotobiorreator B;

Vol é o volume do baldao volumétrico (L).

2.5. Caracterizacao reologica

A avaliacdo do comportamento reoldgico dos cultivos foi realizada por meio
de testes com taxa de deformagdo controlada e temperatura constante de 25 °C. Para
tal, foi utilizado um redmetro rotacional (marca Rheotest, modelo RN 4.1,
Alemanha), com um sistema de medida de cilindros coaxiais tipo Searle (marca
Rheotest, modelo HS, Alemanha), indicado para as faixas de viscosidade aparente de
5.10" a2 .10’ Pa s e capaz de aplicar taxas de deformacdo na faixa de 0,67 a 6700 s~
'. Nos sistemas de medida baseados em cilindros axiais tipo Searle, o cilindro interno
gira e o cilindro externo permanece estatico. A temperatura dos testes foi controlada
por um banho termostitico (marca Lauda, modelo RE 304, Alemanha) com
circulagdo interna e externa. Os dados dos testes foram transmitidos em tempo real
para um computador (marca Dell, modelo Vostro 220, Alemanha), onde puderam ser
visualizados e armazenados. Neste computador também foi efetuada a entrada dos
parametros de controle dos testes, como a temperatura, a taxa de deformacao a ser
aplicada, a taxa de aquisicdo de dados, a duracdo total do teste, entre outros. O

conjunto utilizado nos estudos € apresentado na Figura 3.
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Figura 3. Equipamentos utilizados nos testes reoldgicos: (a) redmetro, (b)

cilindros concéntricos, (c) banho termostatico e (d) computador.

Os testes foram realizados sob taxas de deformacao de 300 a 5000 s, que sdo
valores representativos de diversas aplicagdes no campo de mecénica dos fluidos de
interesse industrial, como escoamento interno em tubulacdes e dutos, agitacdo e
mistura (STEFFE, 1996; BARNES, 2000). Durante cada teste, a amostra foi
submetida a uma taxa de deformacao constante, definida em fun¢do da velocidade de
rotagdo do cilindro interno e das caracteristicas geométricas do sistema de medida. O
torque aplicado no cilindro interno € medido e convertido em um valor de tensdo de
cisalhamento utilizando-se o software de interface do instrumento. Em cada teste
utilizou-se 30 mL das suspensdes preparadas a partir da biomassa adensada.
Buscando uma melhor comparacdo do efeito da concentracdo de biomassa no
comportamento reoldogico das suspensdes, o meio BG1l com nitrogénio puro
também foi avaliado. Todas as medidas foram feitas com trés repeticdes e foram
reportadas as médias aritméticas dos resultados. Os erros padrdo maximos para os
dados de taxa de deformacdo e tensdo de cisalhamento foram 0,006 s'e 27,7 mPa,

respectivamente.
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2.6. Analise dos dados

Os dados foram analisados estatisticamente e os modelos reoldgicos de

Newton (eq. 4), de Lei de Poténcia (eq. 5), de Bingham (eq. 6) e de Herschel-Bulkley

(eq. 7) foram ajustados (STEFFE, 1996; BARNES, 2000; CHIN et al., 2009):

T=uy
T=ky"
T="T,+n,7
T=1,, +k,7"

em que:
7 € a tensdo de cisalhamento (Pa);

7 é a taxa de deformacdo ou gradiente de velocidade (s™);

u € a viscosidade dinamica do fluido newtoniano (Pa s);

k é o indice de consisténcia do fluido (Pa s");

n € o indice de comportamento do fluido;

7o» € a tensdo de cisalhamento inicial do modelo de Bingham (Pa);

np € viscosidade plastica de Bingham (Pa s);

7on € a tensdo de cisalhamento inicial do modelo de Herschel-Bulkley (Pa);

ki, é o indice de consisténcia do fluido no modelo de Herschel-Bulkley (Pa s");

ny € o indice de comportamento do fluido no modelo de Herschel-Bulkley.

“4)
®)
(6)
(7)

As andlises de varidncia (ANOVA) foram feitas e as significancias das

regressoes foram testadas em nivel de 1% de probabilidade.
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3. Resultados e discussao

3.1. Biomassa seca

Os fotobiorreatores A e B apresentaram valores médios de concentragdo de
biomassa seca de 0,7533 + 0,0042 kg m>e 0,5153 + 0,0255 kg m'3, respectivamente.
A massa seca final foi obtida apds 17 horas de secagem em estufa a 60 °C. A partir
deste tempo, verificou-se que as medi¢des da biomassa seca apresentaram valores
constantes em todas as amostras.

O fotobiorreator A apresentou maior valor de biomassa que o fotobiorreator
B, que, por sua, vez apresentou maior coeficiente variacdo no valor da biomassa.
Estes dois resultados podem ser atribuidos a maior formacao de biofilme na parede
do fotobiorreator B, fato visualmente verificado durante a extracdo dos cultivos. O
biofilme prejudica a distribuicdo de luz no interior do fotobiorreator, reduzindo a
produtividade do cultivo. Quando flocos de biofilme permanecem em suspensdo no
cultivo, a exatiddo na determinagdo da biomassa fica prejudicada, pois a distribuicao
celular ndo é mais uniforme, uma vez que o biofilme é um aglomerado de células e

de material extracelular altamente organizado (FLORJANIC e KRISTL, 2011).

3.2. Teor de biomassa seca na biomassa adensada

Os resultados da determinagdo do teor de biomassa seca na biomassa
adensada para os fotobiorreatores A e B sdo 0,0313 + 0,0002 kg kg'1 e 0,0689 +
0,0020 kg kg', respectivamente. A massa final foi obtida apés 17 horas de secagem
em estufa a 60 °C. A partir deste tempo, verificou-se que as pesagens da biomassa
seca, apresentaram valores constantes em todas as amostras.

Parte da biomassa adensada foi utilizada para os experimentos de viabilidade
dos cultivos submetidos as tensdes hidrodinamicas. Para o preparo das suspensoes
que foram utilizadas na caracterizag¢do reoldgica, utilizou-se 69,1283 g da biomassa
adensada A e 31,8040 g da biomassa adensada B. Com estes valores, as fracoes de

biomassa seca fornecida por cada cultivo foram semelhantes (2,1637 g do cultivo A e

2,1913 g do cultivo B).
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3.3. Caracterizacao reologica

Os reogramas obtidos para os cultivos de Scenedesmus acuminatus BRO03,
nas concentracoes de biomassa de 1,09; 2,18; 4,36 e 8,71 kg m'3, e do meio BG11,

sao apresentados na Figura 4.
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Figura 4. Comportamento reoldgico dos cultivos de Scenedesmus acuminatus

BROO03.

Observa-se, na Figura 4, o aumento na tensdo de cisalhamento em fun¢do da
taxa de deformacdo. Verifica-se, na prética, que hd pequenas diferencas nos valores
de tensdo de cisalhamento em relacdo as diferentes concentracdes de biomassa
estudadas. Este comportamento também foi observado por Wileman et al. (2012),
para outras cepas de microalgas (P. tricornutum e C. vulgaris), em niveis de
concentracdo de biomassa semelhantes. As curvas de viscosidade aparente em funcao
da taxa de deformacdo, obtidas para as suspensdes de Scenedesmus acuminatus

BRO003, sdo apresentadas na Figura 5.
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Figura 5. Viscosidade aparente dos cultivos de Scenedesmus acuminatus BRO0O3 em

funcdo das taxas de deformacao aplicadas.

Verifica-se na Figura 5 que os cultivos de S. acuminatus BR0O03 podem
apresentar valores de viscosidade aparente até 1,5 vezes o valor da viscosidade da
dgua a mesma temperatura (0,89 mPa s a 25 °C; Fox et al., 2010). Observa-se que a
viscosidade aparente varia pouco em relacdo as concentracdes de biomassa
estudadas, pois apesar da faixa de concentracdo de biomassa estudada neste trabalho
contemplar valores considerados médios e altos para sistemas de producdo de
biomassa algal em fotobiorreatores, sob condicdes fotoautotréficas (CHEN et al,
2011), a quantidade de material suspenso e sua interagdo com a fase fluida ndo
resulta em alteracdo significativa da viscosidade aparente do meio de cultura. A fase
dispersa contribui para o aumento da viscosidade devido ao incremento da dissipacao
irreversivel de energia mecanica pela divergéncia das linhas de corrente do
escoamento ao redor das particulas (Barnes, 2000), porém, em baixas concentracdes,
o comportamento reolégico da fase continua € dominante sobre o comportamento
reolgico da suspensdo. Em maiores niveis de biomassa (10 a 80 kg m™) Wileman et

al. (2012) verificaram que o aumento na tensdao de cisalhamento e da viscosidade
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aparente em relacdo a concentracio € evidente, devido ao maior efeito dissipativo
atribuido a fase dispersa.

Destacam-se ainda, na Figura 5, trés comportamentos distintos da viscosidade
aparente em fun¢do da taxa de deformagdo. O primeiro comportamento ocorre na
faixa de taxa de deformacdo de 300 a 1000 s™', em que se verifica maior variabilidade
nos valores medidos de viscosidade aparente. Isso pode ser atribuido a dificuldade de
medida das tensdes de cisalhamento gerada pela ocorréncia de deslizamento do
fluido no sistema de medida. O segundo comportamento € observado na faixa de taxa
de deformacao de 1000 a 3500 s, em que se verifica que os valores de viscosidade
aparente para cada concentracido de biomassa sdo praticamente constantes. O terceiro
comportamento observado ocorre na faixa de taxa de deformacdo de 3500 a 5000 s™,
em que é evidente o aumento dos valores de viscosidade aparente com a taxa de
deformacdo para todas as suspensdes. A partir destas observacdes, optou-se pelo
ajuste dos modelos reoldgicos em cada uma destas faixas, juntamente com o ajuste
para a faixa total testada (300 a 5000 s™). Os parimetros dos modelos reolégicos de
Newton, de Lei de Poténcia, de Bingham e de Herschel-Bulkley, ajustados aos
dados, sdo apresentados nas Tabelas 1, 2 e 3, juntamente como os valores dos erros

~ . . . 2 .
padrdo associados aos coeficientes e os valores de R” ajustados.
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Tabela 1. Parametros dos modelos reolégicos de Newton e de Lei de Poténcia para

Scenedesmus acuminatus BR003.

. Newton Lei de Poténcia
Intervalode ¥  Concentrago de
") biomassa (kg m™) u (mPa s) R2 K (mPa ") n R2
Valor Erro Valor Erro Valor Erro
8,71 0,997 0,020 0,997 0,322 0,089 1,170 0,041 0,994
4,36 0,920 0,022 0,996 0,430 0,234 1,114 0,081 0,972
300 — 1000 2,18 0,925 0,025 0,994 0,218 0,090 1,217 0,062 0,987
1,09 1,036 0,010 0,999 0,897 0,212 1,022 0,036 0,994
BGl11 1,057 0,026 0,995 0,257 0,067 1,213 0,039 0,995
8,71 1,080 0,006 1,000 0,762 0,022 1,045 0,004 1,000
4,36 1,051 0,007 1,000 0,808 0,118 1,034 0,019 0,998
1000 — 3500 2,18 1,023 0,005 1,000 0,815 0,084 1,030 0,013 0,999
1,09 1,025 0,003 1,000 1,069 0,083 0,995 0,010 0,999
BGI11 1,013 0,008 0,999 1,400 0,244 0,958 0,023 0,996
8,71 1,221 0,053 0,991 0,018 0,016 1,506 0,106 0,983
4,36 1,181 0,046 0,992 0,026 0,018 1,458 0,082 0,989
3500 — 5000 2,18 1,168 0,054 0,989 0,011 0,008 1,560 0,086 0,989
1,09 1,174 0,054 0,990 0,011 0,007 1,555 0,075 0,992
BGl11 1,194 0,060 0,988 0,007 0,004 1,610 0,058 0,996
8,71 1,186 0,027 0,99 0,25 0,073 1,191 0,035 0,992
4,36 1,147 0,025 0,991 0,249 0,063 1,187 0,031 0,994
300 - 5000 2,18 1,133 0,028 0,988 0,203 0,063 1,211 0,038 0,991
1,09 1,142 0,027 0,99 0,265 0,088 1,179 0,04 0,989
BGl11 1,156 0,03 0,987 0,212 0,079 1,208 0,046 0,987
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Tabela 2. Parametros do modelo reoldgico de Bingham para Scenedesmus

acuminatus BR0O03.

. Bingham
Intervalo de ¥ Concentragdo de
(s biomassa (kg m™) 79, (mPa) Ny (mPas) — p2
Valor Erro  Valor Erro
8,71 -85,809 28,943 1,114 0,042 0,990
4,36 -104,278 57,969 1,092 0,076 0,963
300 - 1000 2,18 91,462 40,531 1,050 0,059 0,978
1,09 -13,168 21,654 1,054 0,031 0,994
BGl11 -133,175 18,321 1,239 0,027 0,997
8,71 -87,177 11,714 1,123 0,006 1,000
4,36 -64,567 37,054 1,082 0,019 0,998
1000 - 3500 2,18 -55,805 25,165 1,050 0,013 0,999
1,09 11,569 18,988 1,020 0,010 0,999
BGl11 91,466 38,279 0,968 0,020 0,997
8,71 -2248,214 588,391 1,766 0,145 0,974
4,36 -1994,309 453,729 1,664 0,112 0,982
3500 - 5000 2,18 -2370,494 522,910 1,743 0,129 0,979
1,09 -2384,262 465,270 1,752 0,115 0,983
BGl11 -2694,983 388,451 1,848 0,096 0,989
8,71 -273,419 87,264 1,278 0,037 0,985
4,36 -270,827 76,071 1,239 0,032 0,988
300 - 5000 2,18 -287,885 88,487 1,23 0,038 0,984
1,09 -214,076 93,491 1,215 0,04 0,981
BGl11 -252,606 105,15 1,241 0,045 0,977
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Tabela 3. Pardmetros do modelo reolégico de Herschel-Bulkley para Scenedesmus

acuminatus BR0O03.

I . Concentragdo Heschel-Bulkley
ntervalo de ¥ .
") deﬂ‘zlomgssa 7on (mPa) K, (mPa s") n, R2
gm”) Valor Erro Valor Erro  Valor Erro
8,71 114,397 51,925 0,041 0,048 1,453 0,163 0,996
4,36 252,068 11,359 3,77E-04 2,15E-04 2,097 0,081 0,999
300 - 1000 2,18 187,491 13,429 0,002 0,001 1,870 0,072 0,999
1,09 -2,960 120,896 0,930 1,380 1,017 0,200 0,993
BGl11 -142,887 108,195 1,368 1,461 0,987 0,143 0,996
8,71 43,594 39,167 0,625 0,115 1,069 0,022 1,000
4,36 18,550 222,361 0,742 0,769 1,044 0,121 0,997
1000 - 3500 2,18 -36,275 162,480 0,961 0,705 1,010 0,086 0,999
1,09 53,344 118,482 0,837 0,472 1,023 0,066 0,999
BGl11 436,529 106,407 0,121 0,094 1,246 0,092 0,999
8,71 2964,477 692,186 7,973E-13 1,22E-11 4,242 1,779 0,951
4,36 2796,385 689,000 1,36E-11 1,87E-10 3,905 1,603 0,958
3500 - 5000 2,18 1862,334 451,385 4,90E-07 2,04E-06 2,698 0,478 0,996
1,09 2262,896 566,380 7,11E-09 5,13E-08 3,186 0,834 0,987
BGl11 1990,393 751,121 9,27E-08 7,00E-07 2,895 0,871 0,986
8,71 257,803 96,53 0,06219 0,03946 1,352 0,074 0,994
4,36 201,532 86,49  0,08433 0,04694 1,312 0,065 0,995
300 - 5000 2,18 248,705 94,647  0,04834 0,03228 1,377 0,078 0,993
1,09 370,173 85,442  0,02915 0,01913 1,435 0,077 0,994
BGl11 390,818 92,843 0,01903 0,01414 1,487 0,087 0,992

Para todas as regressoes, os valores de Fcyculado resultantes da ANOVA sdo

superiores aos valores de Fipenado, considerando os graus de liberdade préprios de

cada regressdo. Assim, pode-se afirmar que as equacdes de regressdo explicam

significativamente a variacdo da tensdo de cisalhamento em func¢do da taxa de

deformacao, segundo o modelo proposto, em nivel de significancia de 1%. Apesar de

todos os modelos reolégicos apresentarem um bom ajuste aos dados experimentais,

os modelos de Newton e Lei de Poténcia sdo fisicamente mais apropriados para

expressar o comportamento de suspensdes com baixa concentracdo da fase dispersa,

uma vez, na pratica, estes fluidos nao apresentam tensao de cisalhamento inicial (7))

ou, quando apresentam, o valor é baixo de maneira que, dificilmente pode ser
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medido. Assim, os valores de tensdo de cisalhamento inicial dos modelos de
Bingham e Heschel-Bulkley, para as suspensoes de Scenedesmus acuminatus BR003
avaliadas, apresentados nas Tabelas 2 e 3, s@o simplesmente resultados estatisticos.
Considerando-se o modelo reolégico Newtoniano, verifica-se hd um pequeno
aumento da viscosidade dindmica com o aumento da concentracdo de biomassa. A
maior presenca de material disperso resulta em maior dissipacdo irreversivel de
energia mecanica no escoamento, e este fato se expressa no aumento da viscosidade
do fluido. Considerando-se o modelo reolégico de Lei de Poténcia, os valores do
indice de comportamento (n), determinados para cada concentracdo, indicam
comportamento dilatante das suspensdes, dentro do intervalo de valores utilizados
para a taxa de deformagdo e para a concentracdo de biomassa. O comportamento
dilatante em uma suspensao pode ser atribuido a perda da organizagdo das particulas
em relacdo ao campo de escoamento, quando taxas de deformacgdo suficientemente
altas sdo aplicadas ao fluido. A fase dispersa tende a se estruturar de acordo com o
campo de escoamento estabelecido e quando esta estrutura é desfeita, ha aumento na
dissipacdo irreversivel de energia mecanica aplicada ao fluido, que é expresso no
aumento da viscosidade medida (Barnes, 2000). Seguindo o comportamento da
tensdo de cisalhamento e da viscosidade aparente, os indices de comportamento e de
consisténcia dependem pouco da concentragdo de biomassa, dentro da faixa
estudada. Estudos sobre o comportamento reoldgico em concentragdes mais elevadas
serdo realizados posteriormente e novos modelos reoldgicos serdo aplicados,
verificando-se o ajuste aos dados experimentais, principalmente em taxas de

deformacao mais baixas (0 a 100 s'l).
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4. Conclusoes

Os modelos reoldgicos de Newton, de Lei de Poténcia, de Bingham e de
Herschel-Bulkley podem ser utilizados para caracterizar o comportamento reolégico
de cultivos de microalgas. Os modelos de Newton e de Lei de Poténcia sdo
fisicamente mais adequados para descrever o comportamento reoldgico dos cultivos
de Scenedesmus acuminatus BR0O03, na faixa de concentracdo de biomassa de 1,09 a
8,71 kg m™ e na faixa de taxa de deformacdo de 300 a 5000 s'. Na faixa de taxa de
deformacdo de 3500 a 5000 s”, os cultivos apresentam comportamento nio
newtoniano, com caracteristicas de fluido dilatante. Nas faixas de concentracdao de
biomassa e taxa de deformacdo estudadas, ha pouco efeito da concentracdo de
biomassa sobre a viscosidade aparente das suspensdes e, consequentemente sobre a

tensdo de cisalhamento.
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RESUMO - A manutencdo das condi¢des hidrodinamicas necessdrias ao cultivo de
microalgas implica na exposi¢do das células algais a tensdes de cisalhamento. Em
determinados niveis, estas tensdes podem causar danos celulares, prejudicando ou até
mesmo inviabilizando o crescimento do cultivo. Porém, cada espécie apresenta uma
sensibilidade caracteristica, podendo até mesmo responder positivamente a aplicacao
de certos niveis de tensdo. E importante que os estudos dos efeitos das tensdes
hidrodindmicas sobre os cultivos de microalgas possam associar, 0 mais
precisamente possivel, a resposta observada ao nivel de tensao aplicado. Dispositivos
como os cilindros coaxiais tipo Couette ou Searle, auxiliam nesta tarefa. Neste
sentido, a alteragdo na viabilidade de cultivos de Scenedesmus acuminatus BR0OO3,
submetidos a diferentes niveis de tensdes hidrodindmicas, foi investigada.
Suspensdes com concentracdes de biomassa de 5 kg m>, 8,71 kg m” e 0,67 kg m>
com 0,1 % de espessante goma xantana, foram submetidas a uma taxa de deformacao
de 5000 s™, por duas horas. A viabilidade foi afetada nas concentracdes de 8,71 kg
m” e 0,67 kg m™ com espessante. A partir do momento em que viabilidade ¢ afetada,
os efeitos das tensdes sdo independentes do tempo. O aumento da viscosidade do
cultivo, verificado com a adi¢do do espessante, resulta na diminuicao da viabilidade,

devido ao aumento da tensao de cisalhamento, em uma mesma taxa de deformacao.

PALAVRAS CHAVE: Microalgas, danos celulares, fotobiorreatores.
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Viability of Scenedesmus acuminatus cultures subjected to

hydrodynamic stress

ABSTRACT - The application of hydrodynamic conditions necessary for the
cultivation of microalgae involves the exposure of algal cells to shear stress. In
certain levels, the shear stress can cause cell damage, leading to reduce growth or
even cell death. However, each species presents a characteristic sensitivity, and even
may respond positively to the application of certain shear stress levels. It is important
that studies of the effects of shear stress in microalgae cultures can associate
precisely the response of cells to the shear stress level applied. Devices such coaxial
cylinders Couette or Searle, can assist in this task. The change in the viability of
Scenedesmus acuminatus BR00O3 cultures at different levels of hydrodynamic stress
was investigated. Suspensions with of biomass concentrations of 5 kg m™, 8.71 kg m"
3 and 0.67 kg m™ with 0.1 % of a xantan gun, were submitted to a shear rate value of
5000 s™ during two hours. The viability was affected at concentrations of 8.71 kg m”
and 0.67 kg m™ with thickener. After the moment in which viability is affected, the
effects of tensions are independent of time. The increase of culture viscosity, verified
with the addition of thickener, results in decreased viability, due to increased shear

stress, in a same shear rate.

KEYWORDS: Microalgae, cell damage, photobioreactors.
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1. Introducao

A crescente demanda mundial por energia e a atual exigéncia de diminui¢ao
dos danos ambientais relativos ao uso de recursos ndo renovaveis leva a busca por
alternativas de fontes energéticas nao convencionais e inovadoras (SINGH e GU,
2010; COSTA e MORAIS, 2011). As microalgas tem se destacado neste segmento
por serem muito eficientes na conversdao de energia solar € compostos inorganicos
em biomassa passivel de diversas utilizacdes no campo energético: produciao de
biodiesel (ZENG et al., 2011), hidrogénio (HE et al., 2012), etanol (HARUN et al.,
2010; LIAO et al., 2010), e biogds (AMIN, 2009).

Os sistemas de producdo de biomassa algal sdo dimensionados para que todas
as condicdes de cultivo estejam adequadas para o crescimento e reproducdo das
células. Os fotobiorreatores sdo os sistemas que permitem maior controle sobre as
condig¢des de cultivo e, por isso, apresentam as maiores produtividades reportadas na
literatura (CHEN et al., 2011). Dentre as condi¢des de cultivo mais importantes,
destaca-se a hidrodindmica, necessdria para evitar a sedimentagdo das células,
diminuir a formagdo de biofilme (FLORJANIC e KRISTIL, 2011), homogeneizar a
distribuicdo de nutrientes, maximizar as taxas de transferéncia de massa entre as
fases liquida e gasosa e uniformizar a exposi¢cao das células a luz (SASTRE et. al.,
2007). Porém, a ocorréncia de gradientes de velocidade elevados, principalmente nas
regides onde had fornecimento de forca motriz ao escoamento, como bombas,
impelidores e difusores, resulta em tensdes hidrodinamicas que podem comprometer
a integridade das células (MICHELS et al., 2010; SCARSELLA et al., 2011). Os
gradientes de velocidade, ou taxa de deformacao, verificados para as operacdes de
agitacdo, mistura e bombeamento, sdo da ordem de 10°a 10° 57! (STEFFE, 1996;
BARNES, 2000).

Os estudos de viabilidade de cultivos de microalgas tem demonstrado que as
espécies apresentam niveis de sensibilidade as tensdes muito distintos. Contreas et al.
(1998) reportaram que a velocidade de crescimento maxima de Phaeodactylum
tricornutum ocorreu na taxa de deformagao de 7000 s, que corresponde a uma
tensdo de cisalhamento média de 7500 mPa, enquanto Camacho et al. (2007)

verificaram que a tensdo critica para a viabilidade de Protoceratium reticulatum € de
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0,16 mPa. Outros trabalhos (JAOUEN et al.,, 1999; HODAIFA et al.,, 2010;
SCARSELLA et al., 2011) também reportam dano devido as condigOes
hidrodinamicas para outras espécies, porem nao apresentam os valores das tensdes de
cisalhamento associadas aos niveis de dano ou redu¢do na taxa de crescimento.

Para melhor associacdo do dano celular, de redugdo na taxa de crescimento ou
alteracoes no metabolismo celular as condi¢des hidrodindmicas, dispositivos que
aplicam taxas de deformacdo ou tensdes definidas podem ser utilizados (MICHELS
et al., 2010). Um exemplo destes dispositivos s@o os cilindros coaxiais tipo Couette
ou Searle, muito utilizados na caracterizacao reoldgica de fluidos (BARNES, 2000).
Nestes dispositivos, um dos cilindros gira a uma determinada velocidade (externo:
tipo Couette; interno: tipo Searle) enquanto o outro permanece estatico e o fluido em
estudo preenche o espago entre as paredes dos cilindros. A taxa de deformacio
aplicada € definida pela velocidade angular e pelas caracteristicas geométricas dos
cilindros, enquanto o torque medido para manter o sistema em equilibrio €
convertido em tensao de cisalhamento. Estes dispositivos geralmente fazem parte de
sistemas mais completos de caracterizacdo do comportamento do reolégico do fluido
denominados redmetros.

As respostas a aplicagdo de tensOes hidrodindmicas em cultivos de
Scenedesmus acuminatus BR003, em trés diferentes concentracdes de biomassa,
foram estudadas. A espécie estudada pertence a um género de microalgas que
apresenta, em cultivo autotréfico, produtividade de biomassa na faixa de 0,06 a 0,26
kg m™ dia’! e teores de 6leo, em massa seca, na faixa de 9,5 a 21,1 % (CHEN et al.
2011). As alteracdes na viabilidade do cultivo ao longo do tempo de exposicao a uma
determinada taxa de deformagdo controlada foram investigadas com o objetivo de
predizer o comportamento em uma situacdo de cultivo em escala industrial, na qual
as taxas de deformacdo que sdo aplicadas ao fluido durante as operagdes podem ser
elevadas. A alteragdo na viabilidade foi avaliada quantificando-se o numero de
células mortas por unidade de volume do cultivo, apds cada periodo de exposi¢ao a
tensdo hidrodinamica aplicada. A concentracdo de biomassa nos cultivos foi
determinada e com objetivo de se obter maiores valores concentragdo para os testes
de viabilidade, fez-se o adensamento da biomassa por meio de centrifugacao.

Para que maiores tensdes fossem avaliadas neste estudo, uma vez que as
viscosidades dos cultivos fotoautotroficos em fotobiorreatores € baixa, foi utilizada a

goma xantana como espessante. Os espessantes sdo aditivos utilizados para aumentar
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a viscosidade de um fluido. A goma xantana, um polissacarideo de origem
bacteriana, € um espessante de elevado interesse industrial, utilizado principalmente
por industrias de alimentos, farmacéuticas e de petrdleo. O interesse deve-se as suas
propriedades fisico-quimicas, que superam todas as dos outros polissacarideos
disponiveis no mercado. Dentre estas propriedades destacam-se a sua elevada
viscosidade em baixas concentra¢des, bem como sua estabilidade em ampla faixa de
temperatura e de pH, mesmo na presenca de sais (BORGES e VENDRUSCOLO,
2008; LUVIELMO e SCAMPARINTI, 2009).
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2. Material e Métodos

2.1.  Cultura e condicoes de cultivo

A cepa de microalgas Scenedesmus acuminatus BR0O03, pertencente ao banco
de cepas Petrobrds/UFV, foi obtida no Laboratério de Ficologia/Unidade de
Crescimento de Plantas (Universidade Federal de Vicosa, MG, Brasil). Esta cepa foi
coletada em uma das represas da Unidade de Piscicultura da Universidade Federal de
Vigosa e para o isolamento foram utilizadas as técnicas de diluicio em série,
estriamento sucessivo em meio sélido e lavagens com hipoclorito (LOURENCO,
2007).

Os cultivos foram conduzidos em fotobiorreatores (A e B, Figura 1b) do tipo
airlift, que consistiram de frascos em vidro borosilicato de 10 L (marca Laborglas,
cddigo 9116186, Brasil), com volume de meio de cultivo inicial de 8 L, previamente
esterilizados em autoclave (marca Phoenix, modelo AV 75, Brasil) a 120 °C. Foi
utilizado o meio BG11 com nitrogénio (ANDERSEN et al., 2005). A agitacao foi
promovida por injecdo de ar atmosférico comprimido em um compressor (marca
Motomil, modelo CMV-10/100, Brasil) de 1492 W de poténcia (2 hp). A linha de
injecdo de ar possuia um sistema de lavagem do gds para remover de particulas e
goticulas de 6leo provenientes do compressor, além de umidificar o ar e evitar a
evaporacao de dgua nos cultivos. Os fotobiorreatores foram instalados no interior de
uma camara de aco para protecdo com dimensdes 0,60 m x 0,60 m x 1,40 m (Figura
2a), utilizando-se um fotoperiodo de luz:escuro de 16:8 h e intensidade luminosa de
148 umol m™ s, fornecida por 9 lampadas fluorescentes tubulares (marca Osram,
modelo L40 W LDE, Brasil), de 40 W de poténcia cada. Os cultivos foram mantidos
por 20 dias, uma vez que em experimentos anteriores, verificou-se que para as
mesmas condicdes de cultivo e nutricdo, neste periodo o crescimento da biomassa
alcanca a fase estaciondria. Apds o periodo de 20 dias, foi feita a determinagdo de
biomassa, o adensamento do cultivo, as dilui¢des para alcancar as concentracoes

desejadas e realizacdo dos testes de aplicacao de tensdes hidrodindmicas.

47



Figura 1. (a) Camara de cultivo contendo os fotobiorreatores airlift e (b) detalhe nos

fotobiorreatores airlift A e B, sistemas de injecdo de ar, de iluminagdo e lavagem de

7z

gas.

2.2. Determinacio da biomassa

Para a determinac@o de biomassa seca, foram retiradas de cada fotobiorreator
trés amostras de 50 mL das culturas algais. Apds a coleta, procedeu-se a
centrifugacdo das amostras em centrifuga refrigerada (marca Thermo Scientific,
modelo Heraeus Multifuge X3R, USA), a 10000 g e a 4 °C, durante 10 minutos, para
a separacdo da biomassa do meio de cultura. Apds a primeira centrifugagdo, o
sobrenadante foi retirado dos tubos e o pellet de biomassa umida foi lavado com
dgua deionizada para a retirada dos sais do meio de cultura. A biomassa foi
ressuspensa em dgua deionizada e novamente centrifugada a 10000 g e a 4 °C,
durante 10 minutos. O sobrenadante foi novamente retirado e o pellet de biomassa
umida foi colocado em placas de petri previamente secas e mantidas em dessecador,
de massa média igual a 4,2731 g e transferido para uma estufa com circula¢io de ar
(marca American Lab, modelo AL 102/150, Brasil), a 60 °C. Periodicamente a
biomassa foi quantificada em balanca analitica (marca Shimadzu, modelo AY?220,
Japdo) com precisdao de 0,0001 g, até apresentar massa constante. O tempo de
secagem verificado foi de 17 horas. A concentracio de biomassa seca nos

fotobiorreatores, expressa em kg m'3, ¢é calculada como:
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X=—"L (1)

em que:
X é a concentracdo de biomassa no fotobiorreator (kg m>);
my € a massa final de biomassa seca em estufa (g);

Vol é o volume de amostra centrifugado (L).

Os valores de biomassa seca considerados sdo iguais a média de trés

quantificagdes feitas para cada fotobiorreator.

2.3.  Adensamento da biomassa

Uma vez que as concentracoes de biomassa acima de 4 kg m” ndo sdo
usualmente alcangadas nos fotobiorreatores, foi efetuado o adensamento da biomassa
por meio de centrifugacio. E importante destacar que niveis de concentracio acima
de 4 kg m™ sdo verificados no processamento da biomassa algal, sobretudo apds as
etapas iniciais das operacdes unitdrias de separacao.

Foram reservados 500 mL dos cultivos (250 mL de cada fotobiorreator) para
os testes de viabilidade com adicdo do espessante. O restante do volume dos
fotobiorreatores foi centrifugado em centrifuga refrigerada (marca Thermo Scientific,
modelo Heraeus Multifuge X3R, USA), a 4600 g e a 4 °C, durante 10 minutos,
utilizando-se um rotor (Thermo Scientific, modelo TX-750, EUA) com capacidade
de acoplamento de 4 frascos de 750 mL cada. Apds a primeira centrifugacdo, o
sobrenadante foi retirado dos frascos e o pellet de biomassa imida foi lavado com
dgua deionizada para a retirada dos sais. A suspensdo de biomassa em &4gua foi
novamente centrifugada a 4600 g e a 4 °C, durante 10 minutos. O sobrenadante foi
novamente retirado e a biomassa umida foi acondicionada em placas de petri e
armazenada em refrigerador (marca Metalfrio, modelo VB40W, Brasil) a 8 °C até
sua utilizacdo nos experimentos. Para determinar o teor de massa seca na biomassa
amida adensada resultante de cada fotobiorreator, utilizou-se novamente o método de
secagem em estufa com circulacdo de ar (marca American Lab, modelo AL 102/150,
Brasil) a 60 °C até massa constante. Da biomassa resultante do fotobiorreator A,

foram retiradas trés amostras com massa média de 11,1391 g, e da biomassa
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resultante do fotobiorreator B, foram retiradas trés amostras com massa média de

2,2854 g. O teor de massa seca, expresso em base timida, € calculado como:

em que:
D ¢ a fracdo de massa seca na biomassa adensada;
my € a massa final da amostra seca em estufa (g);

m, € a massa inicial da amostra (g).

2)

O valor da fragdo de massa seca na biomassa adensada foi considerado como

a média de trés quantificagdes.

2.4. Preparo das suspensoes para os testes de viabilidade

Para preparar as suspensdes a serem utilizadas nos testes de viabilidade em

funcdo da tensdo de cisalhamento, foi utilizada a biomassa previamente adensada. A

biomassa adensada foi pesada em balanga analitica (marca Shimadzu, modelo

AY220, Japao), e transferida para um balao volumétrico de 500 mL, onde foi diluida

com o meio de cultura BG11 com nitrogénio. A concentragdo de biomassa seca na

suspensao foi calculada considerando-se o teor de massa seca da biomassa adensada:

:mA-DA+mB~DB
Vol

X

em que:
X é a concentracdo de biomassa na suspensao (kg m>);

my € a quantidade utilizada de biomassa adensada do fotobiorreator A (g);
mp € a quantidade utilizada de biomassa adensada do fotobiorreator B (g);
D, € a fragdo de massa seca na biomassa adensada do fotobiorreator A;
Dg € a fragdo de massa seca na biomassa adensada do fotobiorreator B;

Vol é o volume do baldao volumétrico (L).

50

3)



Para que a viabilidade fosse avaliada em maiores tensdes das que foram
alcancadas nos testes das suspensdes, sob a mesma taxa de deformacao, foi utilizada
a goma xantana (fornecedor M. Cassab, Brasil) como espessante. Para a avalia¢ao da
viabilidade do cultivo com adi¢ao de espessante, utilizou-se o cultivo nao adensado
separado previamente. Uma solu¢do de goma xantana 0,2% foi preparada
previamente, pesando-se 0,5 g e diluindo-se com dgua deionizada até o volume de
250 mL, em um baldo volumétrico. Esta solucdo foi transferida para um baldo
volumétrico de 500 mL, juntamente com 250 mL de meio de cultivo fresco
proveniente dos fotobiorreatores, resultando em uma suspensio do cultivo diluida 2

vezes e com 0,1 % de goma xantana, que foi utilizada nos testes.

2.5. Testes de viabilidade

Os testes de viabilidade dos cultivos submetidos a aplicacdo das tensdes
hidrodindmicas consistiram na aplicacdo da taxa de deformacdo de 5000 s, sob
temperatura constante de 25 °C, por um periodo de 120 minutos, em 30 mL das
suspensoOes preparadas a partir da biomassa adensada e no cultivo com espessante.
Para a aplicacdo da taxa de deformacdo e medi¢do da tensdo de cisalhamento
resultante, foi utilizado um reémetro rotacional (marca Rheotest, modelo RN 4.1,
Alemanha), com um sistema de medida de cilindros coaxiais tipo Searle (marca
Rheotest, modelo HS, Alemanha). A temperatura dos testes foi controlada por um
banho termostitico (marca Lauda, modelo RE 304, Alemanha) com circulagdo
interna e externa. Os dados dos testes foram transferidos em tempo real para um
computador (marca Dell, modelo Vostro 220, Alemanha), onde puderam ser

visualizados e armazenados. O conjunto utilizado nos estudos é apresentado na

Figura 2.
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Figura 2. Equipamentos utilizados nos testes reoldgicos: (a) redmetro, (b)

cilindros coaxiais, (c¢) banho termostatico e (d) computador.

Dividiu-se o teste em intervalos de tempo de 10, 20, 30, 60, 90 e 120 minutos.
Ao final de cada intervalo de tempo, uma aliquota foi retirada para andlise de
viabilidade das células em microscépio (marca Leica, modelo CME, USA). Devido
as diferentes concentragdes utilizadas, as aliquotas retiradas e as diluicdes aplicadas
nas andlises de viabilidade também foram diferentes. Os valores dos volumes das
aliquotas e das diluicdes em funcdo da concentracdo de biomassa sdo apresentados

na Tabela 1.

Tabela 1. Aliquotas e dilui¢des utilizadas nos testes.

Biomassa 5kgm” 8,7kgm” 0,63 kgm” com xantana 0,1%
Aliquota (uL) 20 10 100
Diluigéo 50 100 20

A viabilidade foi avaliada utilizando-se o corante eritrosina (Sigma Aldrich,
USA) para a coloragdo das células mortas (MARKELOVA et al., 2000). A aliquota
retirada do redmetro foi transferida para um tubo contendo 500 pL da solu¢do aquosa
do corante eritrosina 0,5%, preparada previamente. O volume foi completado com

agua deionizada até 1 mL. A suspensdo resultante foi homogeneizada em agitador
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vortex (marca Arsec, modelo TS200, Brasil) por 30 segundos, e deixada em repouso
por 1 hora, para que o processo de coloracdo das células mortas ocorresse.

Ap6s o periodo de 1 hora, a suspensao foi novamente agitada em vortex por
30 segundos e analisada em microscopio (marca Leica, modelo CME, USA) onde
foram feitas as contagens de células (LOURENCO, 2007). Utilizou-se para a
contagem uma camara de Neubauer (marca Solidor, modelo Dupla Melhorada, China
— Figura 3). As regides da cAmara consideradas para contagem possuem 1 mm? de
area cada (Figura 4), e como a profundidade ¢é igual a 0,1 mm, o nimero de células
contado na em cada regido considerada corresponde ao nimero de células em 0,1

mm’, sendo o valor adotado a média das quatro regides.

Figura 3. Camara de Neubauer.
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Figura 4. Esquema de divisdo das regides de contagem na camara de Neubauer
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O numero de células em 1 mL foi calculado considerando-se a dilui¢do prévia
da amostra e fator de multiplicacao utilizado para converter o nimero de células em

0,1 mm’ para I mL (1 mL = 1 cm® = 1000 mm®):
N =10000-7 - f “4)

em que:
N é o nimero de células totais em 1 mL (cel. mL'l);
n € o nimero médio de células contadas em cada regido;

f € o fator de diluicao inicial da amostra.

Fez-se a contagem de células convencional, considerando coradas e nao
coradas, e a contagem apenas das células coradas. O nimero de células totais e o
numero de células coradas por mL foram calculados utilizando-se a Eq. 4. Assim, o
indice de células invidveis para cada tempo avaliado foi calculado pela relagdo entre

o numero de células coradas e o numero de células totais:

I= (5)

ny
N
em que:

I € o indice de células inviaveis;

ng € o numero de células coradas (cel. mL'l);

A viabilidade (V) é calculada considerando-se a fragdo total de células menos

o indice de células inviaveis:
V=1-1 (6)

Todos os testes foram feitos em trés repeticdes e sdo reportadas as médias
aritméticas dos resultados. O erro padrio maximo para a tensdes de cisalhamento

medidas foi de 12,39 mPa.
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2.6. Delineamento experimental e analise dos dados

Os experimentos foram conduzidos utilizando-se o delineamento inteiramente
casualizado, avaliando-se os fatores tempo de exposi¢ao a tensao de cisalhamento e
concentracdo de biomassa. O fator tempo de exposi¢do foi constituido de 7 niveis: 0,
10, 20 30, 60, 90 e 120 minutos. O fator concentra¢do de biomassa foi constituido de
3 niveis: 5; 8,71 e 0,63 kg m'3, este ultimo com 0,1 % de goma xantana. Foi feita a
andlise de variancia (ANOVA) dos dados, para a avaliacao do efeito dos diferentes
niveis de tempo de exposicio a tensdo e do efeito dos diferentes niveis de
concentracdo de biomassa sobre a viabilidade celular dos cultivos, em nivel de 5 %
de significancia. A interacdo entre os fatores tempo de exposicdo a tensdao e

concentracao de biomassa também foi testada.
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3. Resultados e discussao
3.1. Biomassa nos fotobiorreatores

Os fotobiorreatores A e B apresentaram valores médios de concentracdo de
biomassa seca de 0,7533 + 0,0042 kg m>e 0,5153 £ 0,0255 kg m'3, respectivamente.
A massa seca final foi obtida ap6s 17 horas de secagem em estufa a 60 °C. A partir
deste tempo, verificou-se que as medi¢des da biomassa seca apresentaram valores
constantes em todas as amostras.

O fotobiorreator A apresentou maior valor de biomassa que o fotobiorreator B
que, por sua vez, apresentou maior coeficiente variagdo no valor da biomassa. Estes
dois resultados podem ser atribuidos a maior formagdo de biofilme na parede do
fotobiorreator B, fato visualmente verificado durante a extragdo dos cultivos. O
biofilme prejudica a distribuicdo de luz no interior do fotobiorreator, reduzindo a
produtividade do cultivo. Quando flocos de biofilme permanecem em suspensao no
cultivo, a exatiddo na determinacdo da biomassa fica prejudicada, pois a distribuicdo
celular ndo € mais uniforme, uma vez que o biofilme é um aglomerado de células e

de material extracelular altamente organizado (FLORJ ANIC e KRISTL, 2011).
3.2. Teor de biomassa seca na biomassa adensada

Os resultados da determinagdo do teor de biomassa seca na biomassa
adensada para os fotobiorreatores A e B sdo 0,0313 £ 0,0002 kg kg'1 e 0,0689 +
0,0020 kg kg, respectivamente. A massa final foi obtida apés 17 horas de secagem
em estufa a 60 °C. A partir deste tempo, verificou-se que as pesagens da biomassa
seca, apresentaram valores constantes em todas as amostras.

Para o preparo da suspensdo de 5 kg m™, utilizou-se 39,9400 g da biomassa
adensada A e 18,1561 g da biomassa adensada B. Para o preparo da suspensdo de
8,71 kg m”, utilizou-se 69,1283 g da biomassa adensada A e 31,8040 g da biomassa
adensada B. Com estes valores, as fracoes de biomassa seca fornecida por cada

cultivo no preparo das duas suspensdes foram semelhantes.
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3.3. Testes de viabilidade dos cultivos

Os indices de células invidveis verificados durante os testes de aplicacdo das
tensdes hidrodindmicas nas suspensdes com concentracdo de biomassa de 5 kg m™ e
8,71 kg m'3, e na suspensdao de 0,63 kg m> com 0,1 % de goma xantana, sdao

apresentados na figura 4.

Tabela 4. Valores dos indices de células invidveis (/) em funcdo do tempo de

exposi¢do as tensdes hidrodinamicas.

1
Tempo 5kgm” 8,71 kg m” 0,63 kg m™ *
(minutos)
Média Desv. Pad. Média  Desv. Pad. Média Desv. Pad.

0 0,00 0,00 0,0022 0,0033 0,0448 0,0357
10 0,0022 0,0029 0,0062 0,0038 0,0348 0,0103
20 0,0087 0,0107 0,0027 0,0041 0,0468 0,0342
30 0,0094 0,0082 0,0045 0,0034 0,0455 0,0304
60 0,0029 0,0033 0,0040 0,0043 0,0261 0,0112
90 0,0036 0,0023 0,0067 0,0040 0,0542 0,0212
120 0,0103 0,0094 0,0080 0,0004 0,0268 0,0153

* Com adi¢do de 0,1 % de goma xantana.

Nao foi observada alteracdo significativa na viabilidade do cultivo, em termos
de ocorréncia de células mortas, na concentracio de 5 kg m™. Para a concentracdo de
8,71 kg m™, foi observada alteracdo significativa na viabilidade, a partir de 90
minutos de exposicdo a tensdo aplicada, porém os indices de células mortas sdo
baixos, sendo menores que 1 %, ou seja, a viabilidade do cultivo € maior que 99 %.

Os maiores indices de células mortas ocorreram para o cultivo com 0,1 % de
goma xantana, sendo que valores significativos ja foram observados com 10 minutos
de exposicdo a tensdo. Isso pode ser explicado pelo aumento da viscosidade da
suspensdo com adicdo do espessante, o que resultou no aumento da tensdo de
cisalhamento diante da taxa de deformacao aplicada. Quanto maiores as tensdes em
um campo de escoamento, maiores as forcas resultantes sobre uma superficie imersa
nesse escoamento, e considerando-se as células de microalgas, estes esfor¢cos podem

comprometer a parede celular ou outras estruturas necessdrias ao desenvolvimento
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do organismo. As tensOes de cisalhamento e as viscosidades aparentes medidas em

cada teste sdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5. Tensdes de cisalhamento e viscosidades aparentes medidas ( 7 = 5000 sh.

Suspensio Tensao (mPa) Visc. Ap. (mPa s)
5kgm” 6603,60 1,32
8,71 kg m” 6617,20 1,32
0,63 kg m>, 0,1 % xantana 10100,08 2,02

A tensdo de cisalhamento aplicada nas células presentes na suspensio com
0,1 % de goma xantana foi 54 % maior que a tensdo de cisalhamento aplicada nas
células presentes nas suspensdes com 5 kg m™ e 8,71 kg m™ de biomassa, que ndo
apresentaram diferenca significativa nos valores de tensdo e viscosidade aparente.
Nos testes em que houve alteracdo significativa na viabilidade, ndo foi observada
diferenca significativa entre os indices de células mortas em cada tempo, indicando
que viabilidade depende mais do nivel de tensdo de cisalhamento aplicado do que do
tempo de aplicacdo da tensdo. Isto pode ser explicado pela existéncia prévia de
células mais sensiveis e susceptiveis as tensoes, além de células mais resistentes, que
ndo sdo afetadas, mesmo em um longo periodo de exposicdo as tensdes (MICHELS
et al., 2010). Deve-se considerar também que a formacao do cendbio pode ajudar as
células a resistir as tensdes hidrodinamicas, pois foi observado que ao final dos testes
havia menor ndmero destas estruturas e maior nimero de células dispersas. A
desagregacdo das células e reducdo do nimero de cendbios devido ao efeito das
tensdes hidrodindmicas também foram observadas suspensdes contendo
Scenedesmus dimorphus, por Scarsella et al. (2011). Estes autores ainda reportam
que a ruptura do cendbio resultou em aumento na atividade fotossintética desta
espécie, explicado pela diminuicao do sombreamento entre as células.

E importante enfatizar que a alteracio da viabilidade foi avaliada em termos
da ocorréncia de células mortas, ou seja, unidades que definitivamente nao sao
capazes de se reproduzir. Métodos que possuem maior sensibilidade em diferenciar
um estado de injuria nas células, mesmo nas vivas, sdo mais desejaveis, pois
expressam melhor a resposta do cultivo a condi¢do de stress hidrodinamico.

Antes de morrerem, as células podem passar por diversos estdgios de perda de

func¢des, que podem ser reversiveis, caso a condi¢ao adversa cesse (MARKELOVA
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et al., 2000). Porém, até que a condi¢cdes normais do metabolismo sejam
reestabelecidas, € natural que as fungdes de crescimento e reprodugdo fiquem
prejudicadas, o que € indesejado na producdo de biomassa em escala industrial. Por
isso, alguns autores, utilizando estas metodologias, reportam decréscimo na
viabilidade celular quando as cepas foram submetidas a valores de tensdo de
cisalhamento diferentes das aplicadas neste trabalho. Utilizando microscopia de
florescéncia, com diacetado de fluoresceina (FDA) como corante, Michels et al.
(2010) reportam viabilidade de cultivo de Chaetoceros muelleri entre 60 e 75 % para
tempos de exposicdo maiores que 8 minutos sob uma tens@o de cisalhamento de 5,89
Pa. Estes autores também observam que o efeito da tensdo na viabilidade foi
praticamente independente do tempo. A utilizacdo da microscopia de florescéncia
com FDA nao faz distin¢do entre células mortas e vivas, e sim de células com danos
que permitam a penetracdo da molécula de FDA através da parede celular.

Camacho et al. (2001) estudou os efeitos do stress hidrodindmico em P.
tricornutum, cultivado em fotobiorreatores airlift por 1 més, avaliando a viabilidade
com o teste de exclusdo com azul tripan e analisando diretamente as curvas de
crescimento, porém nao reportou os valores de tensdo associados as velocidades
superficiais aplicadas nos fotobiorreatores. A viabilidade dos cultivos também foi
sempre maior que 70 %. O teste de exclusdo com azul tripan também distingue
somente células mortas, devido ao rompimento da membrana, e células vivas.

Quanto a espécie estudada, as relacdes entre as tensdes aplicadas e a
viabilidade podem ser muito diferentes, devido a maior sensibilidade apresentada por
certas espécies. Dinoflagelados, como G. polyedra e P. reticulatum sdo
extremamente sensiveis as tensdes hidrodindmicas, com valores de tensdo critica

para a viabilidade de 2 mPa (JUHL et al., 2000) e 0,16 mPa (CAMACHO et al.,

2007), respectivamente.

59



4. Conclusoes

A viabilidade cultivos de Scenedesmus acuminatus BR003 com
concentracoes de biomassa de até 5 kg m> ndo foi afetada pelas tensdes
hidrodinamicas que ocorrem durante o cultivo em fotobiorreatores. Para
concentracdes proximas a 8,71 kg m™, a viabilidade ¢é levemente afetada somente em
maiores periodos de exposicdo as tensdes. O aumento na viscosidade do cultivo
resulta em maiores tensdes hidrodindmicas e, consequentemente, decréscimo na
viabilidade. Observou-se que, para o maior valor de tensdo aplicado (10,1 Pa), partir
de um periodo inicial de exposi¢ao (10 minutos), o decréscimo na viabilidade é
independente do tempo. Na andlise dos resultados e comparacdo com outros
trabalhos, ¢ importante considerar a metodologia de avaliacdo da viabilidade, as
formas de aplicacdo das tensdes hidrodindmicas e as espécies estudadas, devido as

diferencas entre os niveis de sensibilidade que estas possuem.
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CONCLUSOES GERAIS

No estudo das propriedades reologicas dos cultivos de Scenedesmus
acuminatus BR003, na faixa de concentracdo de 1,09 a 8,71 kg m> e em taxas de
deformacao variando de 300 a 5000 s, as andlises dos resultados permitem concluir
que os modelos reoldgicos de Newton, de Lei de Poténcia, de Bingham e de
Herschel-Bulkley podem ser utilizados para caracterizar o comportamento reolégico
de cultivos de microalgas, porém os modelos de Newton e de Lei de Poténcia sao
fisicamente mais adequados para descrever o comportamento reoldgico dos cultivos
de Scenedesmus acuminatus BR0O03. Nas faixas de concentragdo de biomassa e taxa
de deformacdo estudadas, hd pouco efeito da concentracdo de biomassa sobre a
viscosidade aparente das suspensdes e, consequentemente sobre a tensdo de
cisalhamento.

Na avaliacdo dos efeitos das tensdes hidrodindmicas sobre os cultivos de
Scenedesmus acuminatus BR0O03, verificou-se em concentracdes de biomassa de até
5 kg m™, a viabilidade ndo foi afetada pelas tensdes hidrodinimicas que ocorrem
durante o cultivo em fotobiorreatores. Em tempos de exposicao a tensoes de 6,6 Pa
acima de 90 minutos, e cultivos com biomassa préxima a 8,71 kg m'3, a viabilidade é
levemente afetada. Quando sao aplicadas tensdes acima de 10 Pa, a viabilidade ja é
afetada significativamente com 10 minutos de exposicao. Este comportamento indica
que a resposta na viabilidade de cultivos de Scenedesmus acuminatus BROO3

depende mais do valor de tensao aplicado do que do tempo de aplicacdo da mesma.
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