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Resumo: O Recentemente as microalgas tém ganhado destaque na sua potencialidade na producéo de combustiveis
renovaveis e tratamento de efluentes, além de produtos de interesses comerciais nas indudstrias farmacéutica e de
nutricéo, por exemplo. Devido a esta demanda, diversas maneiras de se cultivar as microalgas vem sido
desenvolvidas a fim de garantir uma maior produtividade aliada com a qualidade do material. Neste &mbito as
tecnologias de automacao e controle ganham papel fundamental nas operacdes envolvidas no cultivo. Dentre as
variaveis de processo que influenciam o crescimento das microalgas estédo: temperatura, pH, CO2 dissolvido,
intensidade luminosa e densidade celular. Efetuando o controle sobre estas variaveis é possivel otimizar as condi¢fes
de acordo com cada espécie de microalga e também de acordo com a aplicacdo desejada. Este trabalho visa a
automagdo de um cultivo de microalgas para a manutengdo da densidade populacional 6tima, ou seja, manter o
crescimento na sua fase exponencial. Desta forma é possivel operar de modo continuo, obtendo assim biomassa
uniforme e de forma constante por longo periodo sem a necessidade de possiveis pausas no processo ou comegar um
novo cultivo. Um sensor de concentracao de baixo custo baseado em densidade 6tica foi desenvolvido. Ele fornece um
sinal de 0~5V e é recebido por um controlador Arduino™ Mega 2560. Este controlador possui um conversor
analdgico/digital de 10 bits, sendo assim o valor do sinal na forma digital varia de 0- 1023. O valor digital foi
escolhido para simplificacdo dos calculos. A calibragdo foi feita relacionando o valor digital do sinal com numero de
células. Uma amostra foi retirada de cultivos em batelada em fase avangada. Foram feitas 10 dilui¢Ges variando
proporcionalmente a concentracao celular, de 100% de amostra até 4gua pura. A contagem de células foi feita através
da Camara de Neubauer e um microscépio 6ptico e para cada amostra diluida foi medido o valor do sinal do sensor.
Foi feita calibragdo com duas espécies de microalgas: Chlamydomonas chlorastera e Acutodesmus obliquus obtendo
as seguintes correlacdes y = 2.10° x +765.06 with R? = 0.9954 and y = 1.38.10° x + 762.38 with R? = 0.9845,
respectivamente. Onde y é o valor do sinal digital, x a concentragdo celular e R2 o fator de correlagéo. Este sensor
funciona em conjunto com um sistema de dilui¢ao responsavel pela operagdo em modo continuo. O sistema de dilui¢do
é composto de duas bombas peristalticas de 12 V e também sdo controladas pelo Arduino™, uma para a adig¢do de
meio de cultivo novo outra para coleta/medicdo da concentracédo. O sensor ndo esta submerso no cultivo, deste modo,
as leituras sdo realizadas através da retirada de amostras com o auxilio da bomba de coleta. Apés a leitura a amostra
é devolvida. Um algoritmo de controle realiza medi¢Ges a cada 30 minutos, e quando o valor de referéncia
(configurado via firmware) é alcancado, o sistema entra em modo continuo & uma taxa de diluicéo de 0,0311h™,
correspondente a taxa de crescimento celular obtido em experimentos anteriores. O valor do numero de células ao
longo do periodo de cultivo pode ser acompanhado por um display LCD. O sistema proposto pode ser usado em
diversos tipos de biorreatores e com qualquer tipo de microalgas, desde que seja feita a calibracéo, e configurado
para outras taxas de diluicBes. O sensor apresentou boa resposta na determinacdo da concentracéo celular sendo um
método complementar na caracterizacao da biomassa produzida.

Palavras-chave: Biocombustiveis, microalgas, cultivo continuo, automacao.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento da sociedade humana esta se direcionando a uma revisdo de suas diretrizes, principalmente no
que diz respeito ao consumo energético e seu impacto no meio ambiente. O crescimento populacional implica
consequentemente, 0 aumento da demanda por energia, que por sua vez esta baseada em combustiveis fésseis, detentora
de uma porcentagem significativa da matriz energética mundial. Sua utilizacdo gera grandes emissdes de gas carbonico
CO,. Este gas quando encontrado em niveis muito superiores ao natural, devido a atividade humana, contribui com
aumento do efeito estufa, agravando os futuros cenérios do aquecimento global.

Aliado a questdo ambiental esta o problema de que os combustiveis fosseis tém suas reservas limitadas e sua
reabilitacdo na natureza possui um tempo muito elevado, ou seja, € uma fonte ndo renovavel. Assim, os investimentos
em pesquisas e desenvolvimento tem sido uma estratégia fundamental para fazer com que as fontes renovaveis ganhem
maior participacdo na matriz energética, sem que seja necessario a alteragcdes da tecnologia usada atualmente. Como
exemplo, temos os biocombustiveis, e podem ser usados, misturados ou ndo com 6leos minerais, sem nenhum problema
no desempenho em matores que usam o 6leo convencional derivado do petrdleo.

A dificuldade para obtencdo de combustivel renovavel (e.g., biohidrogénio, etanol, biodiesel), em comparacéo ao
combustivel féssil obtido diretamente da extracdo mineral, € que sistemas energeticamente eficientes devem ser
implementados para atender a demanda, de tal maneira que o balango de energia seja compensador. Sistemas de
cogeragdo, trigeracdo ou multigeracdo sao alternativas possiveis a serem seguidas a fim de atingir esse objetivo (Vargas
et al, 2014).

Como matéria-prima para a producdo de biocombustiveis sdo usadas Vvarias espécies vegetais, e entre a rica
biodiversidade encontrada em nosso pais, algumas espécies de microalgas tem ganhado destaque por atender os
requisitos necessarios. Diferentes dos cultivos terrestres, elas precisam de estruturas, chamadas fotobioreatores, capazes
de garantir uma boa produtividade e qualidade de biomassa.

As microalgas apresentam vantagens em relaco as plantas cultivadas como rapido crescimento, alto teor de 6leos e
possibilidade de utilizagdo de &gua impropria para a agricultura.

A conversdo de microalgas em biocombustiveis pode ser feita através tanto de processos bioquimicos e
termoquimicos. Os processos bioguimicos de conversdo sdo a transesterificagdo e a fermentacdo para a produgdo de
biodiesel e etanol respectivamente. Os processos termoquimicos sao classificados em pirolise, liquefacdo gaseificacéo e
hidrogenacdo. A pirolise e liquefacdo produzem 6leo combustivel como principal produto (Suali; Sarbataly, 2012).

A também a producgdo de hidrogénio, submetendo a microalgas a condi¢Bes especificas, como auséncia de oxigénio
e enxofre (Vargas et al, 2014).

H& basicamente quatro modos de operacdo de um fotobiorreator: batelada, batelada alimentada, semi-continuo e
continuo, sendo que os dois Ultimos ganham atencdo de pesquisadores devido potencial em aumentar da produtividade.

O controle de biorreatores ¢ uma area que tem ganhado importancia nos Gltimos anos devido ao comportamento
altamente nédo linear associado ao processo cultivo de microalgas. O principal objetivo de controlar o processo de
cultivo é garantir que o biorreator forneca uma quantidade desejada de biomassa por longos periodos de tempo
(Bacerra-Celis et al ,2008).

Este trabalho visa a automacéo de um cultivo de microalgas para a manutencdo da densidade populacional 6tima,
ou seja, manter o crescimento na sua fase exponencial. Desta forma é possivel operar de modo continuo, obtendo assim
biomassa uniforme e de forma constante por longo periodo sem a necessidade de possiveis pausas no processo ou
comegar um novo cultivo.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Microalgas e condices de cultivo

As microalgas utilizadas foram as Acutodesmus obliquous e Chlamydomonas chlorastera. As microalgas sdo
mantidas em frascos tipo Erlenmeyer de 2 £ com de meio liquido Chu , sob a temperatura de 17 + 2 °C e constante
iluminagdo de duas lampadas fluorescentes de 40W. A agitacdo do meio de cultura é realizada pela adi¢do de ar
comprimido (1 L.min™), sendo também a fonte de CO, ao cultivo.

2.2. Determinagdo do numero de células

A contagem de células é feita através da Camara de Neubauer com o uso de um microscopio éptico. As retiradas
das amostras do cultivo séo feitas diariamente e as contagens sdo feitas em triplicada.
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2.3. Fundamentos do cultivo continuo

Nas culturas em sistema continuo, meio de cultivo fresco é adicionado de forma constante enquanto que a cultura
com células é removida a mesma taxa de adicdo do meio. Essa abordagem é baseada na observacgdo de que 0s substratos
sdo consumidos do meio de cultivo enquanto ha multiplicacdo das células e acumulo de biomassa. Eventualmente, a
cultura para de crescer devido a auséncia ou limitagdo pro algum substrato limitante ou devido a presenca de inibidores
de crescimento.

Para manter o crescimento celular, o substrato limitante de crescimento deve ser reposto e os fatores de inibicéo
devem ser removidos ou diluidos pela adi¢do de meio novo (Richmond, 2004). De uma forma pratica, assume-se que as
taxas de entrada de meio de cultivo fresco no sistema e a de retirada da cultura sdo iguais e, dessa forma, o volume do
cultivo permanece constante. Uma bomba peristaltica é a mais adequada para introduzir o meio de cultivo fresco no
cultivo, ja que as partes mecanicas da bomba néo entram em contato com o meio. A cultura pode ser removida por outra
bomba peristaltica, ou entdo através da coleta por transbordamento em uma abertura na parte superior do biorreator,
como mostrado na Fig. 1.
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Figura 1. Diagrama representativo de um biorreator em modo continuo.

O biorreator em operagdo continua visa manter o cultivo em determinada concentracéo celular (X) conforme a
sua densidade ética. O ponto de operagdo é aquele cuja taxa de crescimento especifico da microalga (j1) € méaximo, e se
encontra na fase exponencial da curva de crescimento. A concentracdo celular no biorreator é dada pela Eq. (1).

ax
P uX — DX Q)

Onde D= g/V, é taxa de diluicdo do reator, q é a vazdo de adicdo de substrato e V volume do cultivo. A
variacdo da concentracdo celular é igual ao crescimento proporcional menos a retirada pela diluicdo. Em estado
estaciondrio tem-se dX/dt=0, o que implica u=D, ou seja , é possivel alterar a taxa de crescimento alterando a taxa de
diluicio do biorreator.

O modelo de Monod (Eq.(2)) demostra a influéncia do consumo de nutrientes pelas células sobre a taxa de
crescimento especifica.

S
U= Umax- m (2)

Onde:
M = taxa especifica de crescimento;
U max = taxa especifica de crescimento maximo;
S = concentragdo de nutriente;
K = constante de saturacdo e € igual a S quando p = 0,5. Hmax

2.4. Sensor de concentracdo celular

O circuito para determinagdo da densidade oOtica consiste em um LED (Light-Emitting Diode) de alta
luminosidade, de 5 mm. A luz emitida pelos LED é captada no lado oposto do tubo por um LDR (Light Dependent
Resistor). A Fig. 2b apresenta um desenho esquemético do sensor de concentragdo celular desenvolvido. Esse sistema
foi colocado no interior de uma caixa plastica preta para reduzir ao méximo a interferéncia da luminosidade externa.
Sabendo que a turbidez do meio de cultivo aumenta com o nimero de células e que uma variagdo na turbidez provoca
uma variacdo da quantidade de luz que atravessa o tubo, foi encontrada uma correlagdo entre o nimero de células de
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microalga no cultivo e a tensdo sobre o LDR, montado num divisor de tensdo com um resistor de 1KQ e alimentado
com 5 V. Deste modo, ele fornece um sinal de 0 ~5V e é recebido por uma entrada analdgica do controlador
Arduino™ Mega 2560. Este controlador possui um conversor analdgico/digital de 10 bits, sendo assim o valor do
sinal na forma digital varia de 0- 1023. O valor digital foi escolhido para simplificacdo dos calculos.

Saxts (15 Vaiy

Figura 2.a) Diagrama eletronico do sensor construido b) Esquema de montagem do sensor
2.5. Controlador Arduino™ e Bombas peristalticas

O Arduino™ Mega 2560 ¢ uma ferramenta de desenvolvimento baseada no microcontrolador ATMEGA2560.
Constituido de 54 pinos de entrada e saida dos quais 14 podem ser usados como saida PWM, 16 entradas analdgicas,
quatro UARTS, um cristal oscilador de 16 MHz, uma conexdo USB com base em ICSP. Ele contém tudo o que é
necessario para fazer utilizacdo de todos os recursos disponiveis do microcontrolador, basta conecté-lo a porta USB ou
liga-lo a uma fonte ou bateria para energizar o mddulo. Sua programacédo € feita a partir de uma plataforma open
source. S8o usadas duas bombas peristélticas de alimentacdo por 12 V, responsaveis por adicionar 0 meio de cultivo
novo e coletar o meio de cultivo com as células, ambas controladas a partir do Cl L293d, uma ponte H, cujo sinais de
comando sdo enviadas pelo controlador. A Figura 3 mostra o esquematico do sistema desenvolvido.
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: |
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Figura 3. Diagrama representativo do sistema para cultivo continuo.
2.6. Conversao de biomassa em biodiesel

A conversdo da biomassa de microalgas em biodiesel possui algumas etapas mostradas na Fig.4. A separacao por
ser realizada por filtragem, centrifugacdo, floculagcdo entre outras técnicas. Apds a separagdo ocorre por meio de
secagem solar, liofilizacdo, spray-drying ou fluxo competitivo. Apds a secagem ela esta apta para 0 processo de
extracdo dos lipidios. A extracdo do 6leo da biomassa, geralmente por prensagem mecéanica ou extracdo usando
solventes. O 6leo extraido é usado para produzir biodiesel enquanto a biomassa restante pode ser usada de diversas
maneiras entre elas a producdo de biogas através da digestdo anaerobica. O equipamento usado para a producao de
biogés consiste num reator hermético onde os residuos sdo fermentados, onde o gas é capturado no topo. Também
podem ser exploradas as seguintes aplicagdes: agentes de enchimento em polimeros para desenvolver materiais
compositos, como fertilizantes ou, possivelmente, como aditivos para o solo depois de carbonizados. (Satyanarayana;
Mariano; Vargas, 2009).
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Figura 4. Etapas do processo de conversao da biomassa de microalgas em biodiesel
Fonte: Ahmad et al, 2010.

A conversdo do Oleo extraido em biodiesel usa um dos seguintes métodos: uso direto, miroemulsdo,
craqueamento térmico (pirdlise) e transerificacdo. (Ahmad et al, 2010)

O processo de transesterificagdo pode ser considerado um dos mais usados para a producdo de biodiesel. Neste
processo, triglicerideos sdo primeiros convertidos em diglicerideos, entdo os diglicerideos em monoglicerideos, €
monoglicerideos sdo convertidos em ésteres (biodiesel) e glicerol (subproducdo). Desta forma, a qualidade do biodiesel
produzido esta diretamente relacionada com a composicdo do dleo empregado (i.e., as propor¢des de acidos graxos
presentes no 6leo) e a estrutura do alcool utilizado, determinando assim a composicéo e a estrutura dos monoésteres
(Mariano, 2009).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Foi realizado um cultivo em batelada com o objetivo de determinar as taxas de crescimentos. A taxa de crescimento
(r, h™), obtida a partir da Eq. (3), onde N é a densidade celular (nimero de células x10*) no tempo t (dia) e N a
densidade celular no tempo t, (dia) (Lourenco, 2006).

ln(N/N )
r= t——too ©))

A Figura 6 mostra o grafico da evolucdo do crescimento da microalga Acutodesmus obliquus. A Tabela 1 mostra os
célculos das taxas de crescimento durante o periodo de cultivo, que foi de 13 dias.
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Figura 6. Crescimento da Acutodesmus obliquus em regime batelada
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Tabela 1. Calculo das taxas de crescimento da microalga Acutodesmus obliquus durante cultivo em batelada.

Intervalo de

tempo (dias)

No/Ny 14556 2,1097 14075 14243 1,0595 1,0770 1,1486 1,0509 1,2699

In (N2/Ny) 0,3754 0,7465 0,3418 0,3537 0,05678 0,0742 0,1385 0,0496 0,2389

log, (N»/N,) 0,5416 10770 0,493 0,5103 0,0835 0,071 0,1999 0,0716 0,3447
At (t-ty) 1 1 1 3 1 1 1 1 3

r(h™) 0,0156 0,0311 0,0142 0,0049 0,0024 0,0030 0,0067 0,0020 0,0033

(0-1) (1-2) (2-3) (3-6) (6-7) (7-8) (89)  (9-10)  (10-13)

Foi observado que é maior taxa de crescimento ocorreu entre os dias 1-2 tendo o valor 0,0311 h™.

3.1. Curvas de calibracéo do sensor desenvolvido

Uma amostra foi retirada de cultivos em batelada em fase avancada. Foram feitas 10 diluigbes variando
proporcionalmente a concentragdo celular, de 100% de amostra até agua pura, como mostrada da Fig.7. A contagem de
células foi feita através da Camara de Neubauer e um microscopio Optico e para cada amostra diluida foi medido o valor
do sinal do sensor. Foi feita calibracdo as duas espécies de microalgas citadas anteriormente: Chlamydomonas
chlorastera e Scenedesmus obliquus obtendo as seguintes correlagdes: y=2.10° x +765,06 com R* =0,9954 e y=1,38
.10° x+762,38 com R? =0,9845 , respectivamente. Onde y é o valor do sinal digital, x a concentracdo celular e R? o
fator de correlagdo. A Figura 8 e a Fig. 9 mostram os graficos de calibragdo obtidos.

Figura 7. Diluic@es utilizadas na calibracéo do sensor.
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Figura 8. Curva de calibracio da microalga Scenedesmus obliquous.
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Figura 9. Curva de calibracdo da microalga Chlamydomonas chlorastera.

3.2. Operagéo de biorreator em modo continuo

Um algoritmo de controle realiza medicGes a cada 30 minutos, e quando o valor de referéncia (configurado via
firmware) é alcancado, o sistema entra em modo continuo 4 uma taxa de diluicdo de 0,031h™, correspondente a taxa de
crescimento celular obtido em experimentos anteriores. O valor do nimero de células ao longo do periodo de cultivo
pode ser acompanhado por um display LCD. A Figura 10 mostra o sistema construido em funcionamento

Figura 9. A direita: sistema em funcionamento num biorreator tipo “Enlermeyer 2 litros”.
A esquerda, bombas e sensor em detalhe.

O sistema proposto pode ser usado em outros tipos de biorreatores e com qualquer tipo de microalgas, desde que
seja feita a calibracdo, e configurado para outras taxas de diluicdes. O sensor apresentou boa resposta na determinagédo
da concentracdo celular sendo um método complementar na caracteriza¢do da biomassa produzida.
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Abstract. Recently microalgae have gained prominence on its potential in the production of renewable fuels and
wastewater and emission treatment, as well as products of commercial interests in the pharmaceutical and nutrition
industries, for example. Because of this demand, many ways to cultivate microalgae has been developed in order to
ensure greater productivity combined with the quality of the material. In this context the automation and control
technologies gain critical role in the operations involved in microalgae culture. Among the process variables which
influence the growth of microalgae are: temperature, pH, dissolved CO,, light intensity and cell density. Effecting
control over these variables can optimize the conditions according to each species of microalgae and also according to
the desired application. This study aimed to automation of microalgae cultivation for maintaining optimal density, that
is, maintain growth in its exponential phase. In this way it is possible to operate in continuous mode, thus obtaining
uniform biomass and steadily for a long period without the need for possible breaks in the process or start a new crop.
A low cost based on optical density concentration sensor has been developed. It provides a signal of 0 ~ 5V and is
received by a controller Arduino Mega ™ 2560. This controller has a 10bit analog / digital converter, thus the value of
the signal in digital form ranging from 0- 1023. The digital value was chosen to simplify the calculations. The
calibration was performed by relating the digital value of the signal with cell number. A sample was taken from crops
batch at an advanced stage. 10 dilutions were made varying proportionally cell concentration of 100% sample to pure
water. The cell count was done by Neubauer’s Chamber and an optical microscope and for each diluted sample was
measured the value of the sensor signal. Calibration was made with two species of microalgae: Chlamydomonas
chlorastera and Acutodesmus obliquus getting the following correlations: y = 2.10° x +765.06 with R = 0.9954 and y
= 1.38.10° x + 762.38 with R* = 0.9845, respectively. Where y is the value of the digital signal, x is the cell
concentration and R2 the correlation factor. This sensor works in conjunction with a dilution system responsible for
operating in continuous mode.
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The dilution system is composed of two peristaltic pumps 12 V and are also controlled by Arduino ™, one for adding
new culture medium for another sample / concentration measurement. The sensor is not submerged in the culture, thus
the readings are carried out by withdrawing samples with the aid of pickup pump. After reading the sample is returned
to bioreactor. A control algorithm does measurements every 30 minutes, and when the reference value (set by
firmware) is reached, the system is in continuous mode at a dilution rate of 0,031h™, corresponding to rate of cell
growth obtained in earlier experiments. The value of cell number during the growing season may be accompanied by
an LCD display. The proposed system can be used in different types of bioreactors and any microalgae, since the
calibration is made, and configured for other dilution rates. The sensor showed good response in determining the cell
concentration as a complementary method for the characterization of biomass produced.
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