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RESUMO

Diante da iminente escassez dos recursos energéticos originados do petrdleo e seus derivados,
juntamente com o0s impactos ambientais causados pelo consumo desenfreado de recursos
naturais, faz-se necessario a busca por producdo de energias alternativas e limpas. Nesse
contexto, surgem as microalgas como fontes potenciais de producdo de biocombustiveis, por
sua elevada taxa de crescimento e capacidade produtiva de lipidios e carboidratos. No entanto,
0 alto custo de producdo ainda inviabiliza o processo, dessa forma, esse trabalho busca
aumentar e avaliar a produgdo de microalgas utilizando como meio alternativo efluente de
tratamento anaerobio de esgoto doméstico e assim atenuar tais custos, bem como promover
um destino adequado para esses residuos liquidos, que se langados em corpos hidricos
poderdo acarretar na eutrofizacdo dos mesmos. No presente trabalho foram estudadas as
microalgas Chlorella sp. e Scenedesmus sp., cultivadas em meio Bold’s Basal Medium
(BBM) e em meio Wright’s Cryptophyte (WC), respectivamente. Esses meios de cultivo
foram submetidos a variacbes de pH e luminosidade, e a partir da condicdo 6tima de
crescimento foram adicionadas diferentes concentracfes de efluente oriundos do tratamento
anaerébio de esgoto doméstico. Foram determinadas as velocidades especificas de
crescimento maximas, 0s tempos de geracdo e a produtividade em todos os cultivos
realizados. Nos cultivos suplementados com efluente de UASB além dos parametros citados
foram determinadas as remoc¢des de Demanda Quimica de oxigénios dos mesmos. Foram
quantificadas a produtividade lipidica da biomassa da Chlorella sp. cultivadas com 50% de
efluente e da biomassa da Scenedesmus sp. cultivadas em 100% de efluente. Constatou-se que
ambas as microalgas apresentaram melhor desenvolvimento celular em meios alcalinos e com
tempos elevados de luminosidade. Quando avaliadas as concentracdes de efluente adicionadas
ao meio de cultivo verificou-se que para a Chlorella sp. a concentragdo ideal de
desenvolvimento € de 50% enquanto que para a Scenedesmus sp. é de 100%. Os parametros
cinéticos e as produtividades mais expressivas foram da microalga Chlorella sp. As remocdes
de DQO foram mais eficientes nos cultivos com a Chlorella sp. alcancando reducdo de
62,95%. A biomassa da Chlorella sp. cultivada com suplementacdo de 50% de efluente
apresentou 18,14% de lipidios, enquanto que a biomassa da Scenedesmus sp. cultivada com
adicdo de 100% de efluente revelou 10,42% de lipidios. Os métodos estatisticos evidenciaram
correlacdo apenas entre os parametros velocidade especifica de crescimento, tempo de
geracdo e remocdo de DQO. A produtividade mostrou-se independente dos demais
parametros. Realizando a comparacdo das microalgas em estudo por meio da analise de
variancia dos parametros avaliados, observou-se que a Chlorella sp. apresenta-se com a mais
viavel a produgdo de biodiesel.

Palavras-Chave: Microalgas, Chlorella sp., Scenedesmus sp., biocombustiveis, &aguas
residuérias.



ABSTRACT

In the face of imminent scarcity of energy resources derived from oil and its derivatives,
together with the environmental impacts caused by rampant consumption of natural resources,
it is necessary to search for the renewable and clean energy. In this sense, there are
microalgae as biofuel production potential sources, due to its high growth rate and the
production capacity of lipids and carbohydrates. However, the high cost of production still
infeasible the process, in this way, this work seeks to increase and assess the production of
microalgae using as a means of alternative effluent of anaerobic treatment of domestic sewage
and thus mitigate such costs, as well as to promote a suitable destination for these waste
liquids, which if released into water bodies can result in eutrophication of the same. In the
present work were studied in the microalgae Chlorella sp. and Scenedesmus sp., cultivated in
the middle Bold's Basal Medium (BBM) and in the middle of Wright's Cryptophyte (WC),
respectively. These means of cultivation were subjected to variations of pH and luminosity,
and from the condition optimum growth were added different concentrations of the effluent
from the anaerobic treatment of domestic sewage. Were determined the specific speeds of
growth maximum, the generation times and productivity in all the crops performed. In
cultivations supplemented with effluent of UASB in addition to the parameters mentioned
were determined the removals of Chemical Demand of oxygen of the same. Were quantified
productivity the lipid from the biomass of Chlorella sp. grown with 50% effluent and the
biomass of Scenedesmus sp. grown in 100% effluent. It was found that both microalgae
showed the best cell growth in the means alkali and with times of high brightness. When
evaluated the concentrations of effluent added to the culture medium it was found that for the
Chlorella sp. the optimal concentration of development is 50% while for Scenedesmus sp. it is
100%. The kinetic parameters and yields the more expressive were of unicellular Chlorella
sp. The removals of DQO were more efficient in crops with Chlorella sp. achieving reduction
62,95%. The biomass of Chlorella sp. cultivated with supplementation of 50% of the effluent
presented 18,14% of lipids, while the biomass of Scenedesmus sp. cultivated with the addition
of 100% of the effluent revealed 10,42% of lipids. The statistical methods showed a
correlation only between the parameters specific speed of growth, generation time and the
removal of DQO. The productivity proved to be independent of the other parameters.
Performing the comparison of the microalgae in the study by means of analysis of variance of
the evaluated parameters, it was observed that the Chlorella sp. it presents with the most
viable production of biodiesel.

Keywords: Microalgae, Chlorella sp., Scenedesmus sp., biofuels, wastewaters.
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1 INTRODUCAO

O mundo atual esta enfrentando muitos desafios ambientais como a crise energética, a
poluicdo da agua, do ar e do solo, aquecimento global, e outros. Destes, a crise energética
apresenta-se como um dos problemas mais criticos neste novo milénio.

O esgotamento das reservas de combustiveis fosseis vinculado ao aumento da procura
global de energia e sua associacdo com a emissdo de gases do efeito estufa eclodiram na
necessidade do desenvolvimento de fontes energéticas alternativas renovaveis,
biodegradaveis, de producbes limpas e atdxicas, que apresentem custo competitivo com as
atuais fontes de energia e que ocasionem 0s menores impactos possiveis ao meio ambiente.

Nesse contexto, uma alternativa que tem se destacado é o uso de biocombustiveis, que
sdo considerados como todo produto Util para a geracdo de energia obtido total ou
parcialmente de biomassa (TOLMASQUIM, 2003). Silva e Konradt-Moraes (2015) também
definem biocombustiveis como energias renovaveis, oriundas de produtos vegetais e animais,
que liberam de maneira significante, menor quantidade de poluentes em relacdo aos
combustiveis derivados do petroleo.

No Brasil, juntamente com o etanol, o biodiesel compde uma oferta importante para o
segmento de combustiveis. De acordo com o Boletim Mensal do Biodiesel (06/2016),
atualmente existem 51 plantas produtoras de biodiesel autorizadas pela ANP para operagéo no
Pais, correspondendo a uma capacidade total autorizada de 19.976,81 mé.dia. Ha ainda duas
novas plantas de biodiesel autorizadas para construcdo e 2 plantas de biodiesel autorizada para
aumento da capacidade de producdo. Com a finaliza¢do das obras e posterior autorizagédo para
operacdo, a capacidade total de producdo de biodiesel autorizada podera ser aumentada em
2.515 m3.dia, que representa um acréscimo de 12,59 % na capacidade atual.

O biocombustivel que vem se destacando no cenadrio mundial atualmente é
representado em sua maioria pelos derivados de culturas terrestres, tais como: soja, milho,
cana-de-acucar. No entanto, vem a cada dia sendo pressionado pelo mercado de alimentos
devido a necessidade de enormes areas de terra agricultaveis para sua producdo, além de
contribuir com a escassez de agua e o desmatamento da flora natural (VIEIRA, 2013). Como
solucgéo para essa questdo, surgem as microalgas como opgao atrativa para aliar o seu alto teor
energético com a facilidade de absorcao de grande quantidade de CO> durante seu processo de
crescimento.

Segundo Lourengo (2006) as microalgas sdo microrganismos fotossintéticos que

utilizam energia solar associada com agua e gas carbonico (CO) para produzir biomassa,
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sendo a fotossintese o processo chave para transformar a energia solar em formas de energia
disponivel para toda vida organica no ambiente. Assim, as microalgas vém sendo considerada
como fonte potencialmente Gtil para a producéo de biodiesel, pois sua produtividade supera a
de qualquer vegetal comercialmente produzido no mundo, sendo os rendimentos em 6leo por
hectare equivalente de area utilizada, de ordens de grandeza superiores as das oleaginosas
tradicionais.

A biotecnologia de microalgas também demonstrou versatilidade em outros setores,
podendo atuar no tratamento de efluentes e na biorremediacéo de metais pesados, nitrogénio e
fésforo que podem causar eutrofizagdo quando descartados diretamente nos corpos d’agua
(BECKER, 2004).

Estudos mostram que as microalgas quando sdo cultivadas em meio mixotrofico, isto
é, quando possuem uma fonte de carbono organica inserida em seu meio de cultivo sintético
induzindo a heterotrofia, possuem uma maior taxa de crescimento que as microalgas
cultivadas em meio exclusivamente autotrofico e que a diversidade de substratos produz
biomassas com diferentes composi¢des. Essa capacidade de absorcdo de nutrientes simples e
complexos possibilita a utilizacdo das microalgas no tratamento de efluentes domésticos e
industriais diminuindo a carga organica e removendo os metais pesados do meio (ANDRADE
e COSTA, 2008).

Com base nessa perspectiva, este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial
biotecnologico das microalgas Chlorella sp. e Scenedesmus sp. e assim verificar qual das
espécies é mais vidvel para producdo de biocombustivel, avaliando-as por meio da velocidade
especifica de crescimento, tempo de geracdo e produtividade de biomassa em termos de
densidade celular e concentracdo de lipidios, utilizando como meio de cultura efluente de
tratamento anaerdébico de esgoto doméstico com vistas a reduzir o custo dos cultivos, bem
como promover um destino adequado para esses residuos liquidos, que se lancados em corpos
hidricos poderdo dar inicio ao processo de eutrofizacdo devido as altas concentragdes de

nutrientes.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial de geracdo de biocombustiveis das microalgas Chlorella sp. e
Scenedesmus sp. desenvolvidas em meio de cultura contendo residuos liquidos provenientes

do tratamento anaerdbio de esgoto domeéstico.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Auvaliar a influéncia das condi¢des quimicas e fisicas no desenvolvimento celular das
microalgas Chlorella sp. e Scenedesmus sp.;

e Estudar o cultivo das microalgas Chlorella sp. e Scenedesmus sp. com suplementacéao
de efluente oriundo do tratamento anaerébico de esgoto doméstico em diferentes
proporgoes;

e Determinar a velocidade especifica de crescimento, o tempo de geracdo e a
produtividade celular das microalgas Chlorella sp. e Scenedesmus sp. em meio de
cultura semi-sintético suplementado com diferentes proporcoes de efluente resultante
do tratamento anaerdbico de esgoto doméstico;

e Auvaliar a remocdo de carga poluidora do efluente, adicionado em diferentes
proporc¢des aos meios de cultura, em termos de demanda quimica de oxigénio (DQO);

e Analisar o metabolismo celular da biomassa, por meio da sintetizacdo de lipidios,
obtidas no cultivo de Chlorella sp. e Scenedesmus sp. cultivadas em diferentes
condicdes de meio semi-sintético;

e Utilizar a estatistica para verificar o nivel de correlacdo entre os pardmetros avaliados
no desenvolvimento das microalgas;

e Realizar uma analise multivariada dos dados por meio do método da Analise em
Componentes Principais (ACP);

e Efetuar uma anélise comparativa entre as médias dos parametros avaliados atraves

dos testes de hipdteses.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PANORAMA ENERGETICO MUNDIAL

Os principais insumos energéticos usados pela industria no mundo sdo o petrdleo, o
gas natural e o carvdo. Esses insumos tém apresentado elevadas taxas de crescimento do
consumo, devido, principalmente, ao desempenho das economias emergentes, lideradas pela
China e pela india. Esse crescimento acelerado da demanda, aliado & instabilidade politica nas
regides produtoras de petroleo e gas natural e as pressdes pela reducdo das emissdes dos gases
causadores do “efeito estufa”, traz preocupagdes sobre o equacionamento da oferta de energia
e seu impacto nos precos.

A energia desempenha um papel fundamental em todas as atividades, tendo o
desenvolvimento socioeconémico, das Ultimas décadas, sido pautado por um forte
crescimento do consumo energeético, proveniente essencialmente de combustiveis fosseis. A
fonte energética primaria para os transportes mundiais é o petréleo. Enquanto as sociedades
ditas desenvolvidas estdo em crescimento continuo, economias emergentes como a India e a
China estdo a contribuir, de forma dréstica, para a pressao antropogénica sobre as fontes
energéticas em um futuro muito préximo (RUSSO, 2011).

O aumento do consumo de petréleo que ocorreu na década de 70, associado a escalada
do seu preco, tornou a energia um importante fator de producdo, passando a constituir uma
problematica politica e estratégica central, a nivel mundial. Neste contexto, os choques
petroliferos ocorridos nos anos 70 e, posteriormente, as situacdes semelhantes ocorridas nos
anos 80 impuseram a necessidade de procurar formas alternativas de producdo energética.

Segundo Alves (2011) a energia hidrelétrica é a principal fonte geradora de energia
elétrica para mais de 30 paises e representa por volta de 20% de toda eletricidade gerada no
mundo, no entanto, os paises desenvolvidos praticamente ja exploraram todos os seus
recursos hidrelétricos, com excecdo do Canada e da Turquia, portanto sdo poucos 0s projetos
de hidrelétricas para o futuro, ou seja, o crescimento da utilizagdo de outras fontes renovaveis
deveréa ocorrer, particularmente a e6lica, a solar e a biomassa.

Com relagédo as fontes de energias ndo renovaveis, as de mais destaque na matriz
energética mundial s&o: o petroleo, o gas natural, o carvédo e a energia nuclear. Mesmo com a
diminuicdo da utilizacdo do petroleo, 0 mesmo deverad permanecer nos proximos anos como a

principal fonte de energia no mundo, ja o gas natural é o combustivel féssil que mais vem
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crescendo sua participa¢do na matriz energética mundial, tanto em termos da oferta quanto de
consumo.

De acordo com a Agéncia Internacional de Energia (2012) a utilizacdo do gas natural
em termelétricas é responsavel por 22% da matriz elétrica mundial (Figura 1). Em relacdo a
producéo de carvao, esta vem crescendo acentuadamente desde 1999, amparada pelo grande
aumento na producdo que garante a oferta do insumo por um longo periodo, mesmo tendo um
nivel de agressdo ao meio ambiente superior a outros insumos como o petroleo e 0 gas
natural, e assim este é responsavel por 29% da energia elétrica gerada no mundo.

Em relacéo a energia nuclear, ap6s um acentuado crescimento entre os anos 70 e 80, a
geracdo ficou praticamente estagnada no cenédrio mundial, principalmente devido a
preocupacdo com a seguranca. No mundo, a energia nuclear corresponde a aproximadamente
5% de toda energia elétrica produzida, sendo que em aproximadamente 50 paises ela

representa mais de 25% do total produzido.

Figura 1 - Oferta de Energia Mundial
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Fonte: IEA (2012).

Para Morais (2015) as fontes renovaveis apresentam crescimento tanto na oferta como
no consumo total de energia no mundo, em especial devido as exigéncias do governo e da
sociedade em busca de uma matriz energética mais “limpa”.

Com a reducdo de precos no setor e desenvolvimento tecnologico dos materiais
semicondutores utilizados na fabricacdo de painéis fotovoltaicos, a energia solar aumentou
sua participacdo na oferta total de energia no mundo. No caso da energia edélica, o crescimento
da utilizacdo se deve principalmente devido ao interesse dos paises em desenvolvimento, com

destaque para a China. Estima-se que o potencial edlico mundial seja da ordem de 500.000



18

terawatts-hora por ano (TWh/ano), ou seja, mais de 30 vezes o consumo de eletricidade no

mundo.
2.1.1 Matriz Energética Nacional

Segundo a Empresa de Pesquisa Energética (EPE) que publicou o Balango Energético
Nacional 2015/ano base 2014 o Brasil dispbe de uma matriz elétrica de origem
predominantemente renovavel, com destaque para a geracdo hidraulica que responde por
65,2% da oferta interna (Figura 2). As fontes renovaveis representam 74,6% da oferta interna
de eletricidade no Brasil, que é a resultante da soma dos montantes referentes a producéo

nacional mais as importacdes, que sdo essencialmente de origem renovavel.

Figura 2 - Oferta Interna de Energia no Brasil
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Fonte: EPE (2015).

De acordo com o Balango Energético Nacional a producdo nacional de petroleo
cresceu 11% em 2014, atingindo a média de 2,25 milhdes de barris diarios.

Esses dados mostram o agravamento da degradacdo ambiental devido aos maleficios
acarretados com 0 uso intensivo dos combustiveis fosseis, tais quais merecem destaque: o
aquecimento global e alteracdes climaticas, a poluicdo (do ar, da agua e da terra) e os efeitos
adversos para a saude humana. Além disso, a eminente escassez das reservas dos
combustiveis fosseis forca urgentemente o desenvolvimento e o uso de fontes alternativas de
energias renovaveis. Inserido nesse prisma os biocombustiveis sdo 0s que apresentam maiores
potenciais de substituir os combustiveis fosseis e atender aos desafios do desenvolvimento

moderno.
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Nesse contexto as microalgas apresentaram potencialidades no processo de obtengéo
de biocombustiveis. Em relacdo as oleaginosas apresentam custo relativamente baixo para
transporte e colheita, possui maior eficiéncia fotossintética, ndo competem com a producéo
alimenticia, ndo necessitam de grandes extensdes de terra araveis, séo eficientes fixadoras de
CO: e ainda, algumas espécies, podem ser cultivadas em meio salino. Sua caracteristica
unicelular assegura uma biomassa homogénea diminuindo assim a obtencdo de residuos e
ainda elevada producéo de lipidios de acordo com a espécie.

Diferentes estudos realizados mostram que as microalgas possuem o mais elevado teor
de matéria graxa, tornando-se uma excelente alternativa para a producdo de biocombustiveis —
devido a sua elevada densidade de lipidios comparando com as oleaginosas tais como: canola,
soja, palma, girassol etc. Dessa forma, a producdo de microalgas pode promover um aumento
na producdo de 6leo por hectare assim como a reducdo do custo de producédo de biodiesel,

conforme constatado na Tabela 1.

Tabela 1 - Rendimento de extragdo de 6leo
Rendimento de 6leo t.ha'ano™

Mamoma 05-1,0

Soja 0,2-0,6

Girassol 05-15
Canola 0,5-0,9
Pinhdo manso 2,0-3,0
Oleo de palma (dendg) 3,0-6,0
Microalgas 50 - 150

Fonte: (PEREZ, 2007).

2.2 BIOCOMBUSTIVEIS

De acordo com a Lei n® 12.490/2011, biocombustivel é definido como toda substancia
derivada de biomassa renovavel, tal como biodiesel, etanol e outras substancias estabelecidas
em regulamento da ANP, que pode ser empregada diretamente ou mediante alteragcbes em
motores a combustdo interna ou para outro tipo de geracdo de energia, podendo substituir
parcial ou totalmente combustiveis de origem fossil. Pode ser entendido também como todo
material bioldgico gasoso ou liquido que quando queimado gera energia, como por exemplo,
biodiesel, etanol, hidrogénio, metanol, butanol e metanol (SUNGRANT, 2007).

Os biocombustiveis gasosos sd@o formados pela decomposicdo de matéria organica,

como tratamento de efluentes e aterros com residuos solidos, que s&o degradados
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anaerobicamente. Os biocombustiveis podem ser classificados em primeira, segunda e terceira
geracdo, conforme a o tipo de biomassa (MARTINS, 2004).

Sims et al. (2008), consideram que 0s biocombustiveis de primeira geracdo sao
formados por biomassas produzidas diretamente pela fotossintese, possuindo geralmente uso
alimenticio, como por exemplo, cana-de-agUcar, trigo, batata, beterraba, milho e/ou éleo
vegetais como o girassol, soja e colza. Devido a isso, h4 uma preocupagdo na producdo de
biocombustiveis originados por tais tipos de biomassa, por substituir e competir com a
producdo alimenticia, causar desmatamento da vegetacédo local, exigir alta demanda de agua e
ainda por influenciar na economia, elevando o preco dos alimentos. Tais biocombustiveis
podem ser o biodiesel, biogas, bioetanol e syngas. Com exce¢do da cana-de-agUcar, (bagago
utilizado como co-produto para geracdo de calor e energia) biocombustiveis de primeira
geracdo podem ainda ndo ter beneficios sustentaveis devido ao modo como sao cultivados, em
que o processo de conversao corresponde basicamente a tecnologia de fermentacéo.

J& os biocombustiveis de segunda geracdo sdo etanois considerados avancados e que
sdo originados a partir da lignocelulose possuindo duas rotas de conversdo, sendo uma
bioldgica - via hidrdlise enzimatica e a outra rota por tratamento termoquimico (LARSON,
2007). A matéria-prima para essa geracdo corresponde a residuos agricolas, como bagaco de
cana-de-acUcar, madeiras, serragens, palhas e cascas, residuo industrial, como licor de
indUstrias de papel, residuo municipal e algumas gramineas. A producdo de biocombustivel
de segunda geracdo pode ser maior que de primeira geracdo devido a maior oferta e ainda
possui maior potencial de ndo emissdo de gases estufa do que os combustiveis de primeira
geracdo. Além disso, o custo desse biocombustivel é mais competitivo ambientalmente
comparando-se aos combustiveis fésseis (SIMS et al., 2008). Para que ocorra a conversao de
lignocelulose em bioetanol, o processo consiste em duas tecnologias, conversao termoquimica
através da gaseificacdo, posterior pirdlise e torrefacdo e conversdo Bioquimica através da
fermentacéo.

Quanto aos biocombustiveis de terceira geracdo sao produzidos por residuos pos
consumo, incluindo gordura e &cidos graxos de seres vivos, basicamente produzidos por
algas. Estas eram a principio classificadas como biomassa de segunda geracdo, porém apos
perceber que o rendimento utilizando algas era significativamente maior mesmo em menor
quantidade de recursos, criou-se um grupo exclusivo. As algas produzem facilmente um 6leo
que pode ser utilizado na obteng&o de biodiesel e até mesmo alguns componentes da gasolina,
e também, se modificada geneticamente, metanol, butanol e combustiveis para avides
(BIOFUEL, 2010).
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Em suma, h& inimeros tipos de biocombustiveis obtidos por diferentes fontes de
biomassa e tecnologias de conversdo aplicadas. Os biocombustiveis liquidos utilizados como
fonte de energia para transporte sdo o biodiesel, o bioetanol (primeira e segunda geracdo), o
biobutanol e 0 metanol. O hidrogénio e metanol também séo biocombustiveis, porém, gasosos

a pressdo e temperatura ambiente.

2.3 MICROALGAS

O termo microalgas engloba microrganismos unicelulares com clorofila e outros
pigmentos fotossintéticos, 0s quais sdo capazes de realizar fotossintese e sua caracterizacdo
sistematica implica na consideracdo de uma série de critérios (HOEK, 1995). As microalgas
sdo organismos microscépicos, coloniais ou filamentosos, coloridos, fotoautotroficos,
procariéticos e eucariéticos (OLAIZOLA, 2003).

Os exemplos de microalgas procari6ticos sdo cianobactérias (Cyanophyceae) e as
microalgas eucaridticas sdo as algas verdes (Chlorophyta) e diatoméaceas (Bacillariophyta). As
microalgas estdo presentes em todos 0s ecossistemas existentes na terra, representando uma
grande variedade de espécies que vivem em condi¢Ges externas. Estima-se que mais de
50.000 espécies existam, mas somente um numero limitado, de aproximadamente 30.000, ja
foram estudadas e analisadas (RICHMOND 2004).

Conforme Arregondo — Vega (1995), as microalgas sdo produtoras primarias que
armazenam energia solar para converté-la em energia biologica, sendo as microalgas a base
de inimeras cadeias tréficas nos ambientes aquaticos.

As microalgas sdo principalmente encontradas no meio marinho e agua doce, sendo
consideradas responsaveis por pelo menos 60% da producdo primaria da Terra. Umas das
caracteristicas relevantes das microalgas € a capacidade destes microrganismos transformarem
0 CO; presente na atmosfera e a luz solar em varias formas de energia através do processo de
fotossintese. Por meio deste processo, sdo produzidos polissacarideos, proteinas, lipidios e
hidrocarbonetos (CHISTI, 2007).

De acordo com Richmond (2004), a biomassa de microalgas e 0s extratos de biomassa
vém ganhando destaque no mercado mundial, sendo aplicadas de diferentes formas como na
producdo de proteina unicelular, lipidios, carotenoides, clorofila, enzimas, ésteres,

antibioticos, hidrocarbonetos e vitaminas.
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O aumento dessa demanda de produtos produzidos pelas microalgas deve-se,
principalmente, ao fato de apresentarem substancias com efeitos antioxidantes, &cidos graxos

poliinsaturados (PUFAS), proteinas imunologicamente efetivas e compostos virostaticos.

2.3.1. Chlorococcales: Chlorella sp. e Scenedesmus sp.

Chlorococcales € uma ordem pertencente a classe das cloroficeas que representam um
amplo grupo taxonémico do qual muitas microalgas foram identificadas como produtoras de
lipidios. Isto se deve por, naturalmente acumularem mais lipidios do que outras espécies de
microalgas, estarem em diversos ambientes naturais, serem facilmente isoladas e crescerem
rapidamente sob condicgdes de laboratério (HU et al., 2008).

O nome da microalga Chlorella provém do grego chloro (verde); e do sufixo
diminutivo latino ella (pequeno), compreendendo em um género de algas verdes unicelulares,
do Filo Chlorophyta. E uma microalga unicelular microscopica, eucariotica, esférica e com
didametro variando entre 5-10 um, encontrada em tanques e lagos, com alta capacidade de
realizar fotossintese (COSTA et al., 2006).

A microalga Chlorella possui 51-58% de proteinas, 12-17% de carboidratos, 14 - 22%
de lipidios e 5% de minerais (BECKER, 1994). Ela contém ainda mais de 2% de clorofila, o
que lhe permite rapido crescimento, pois assim como as plantas superiores, seu metabolismo
principal é a fotossintese, onde a fonte principal de energia é a luz solar (VONSHAK, 1997).
Chlorella também é rica em vitaminas do complexo B, principalmente a B12, vital na
formacdo e regeneracdo das células sanguineas que juntamente com o ferro fazem desta
microalga um produto indicado no tratamento e prevencao de anemia (VIEIRA, 2013).

A Chlorella sp. € uma rica fonte de nutrientes concentrados que sdo melhores
aproveitados pelo organismo quando suas células, que sdo protegidas por uma parede celular,
sdo desintegradas durante o processo de secagem, possibilitando que seus nutrientes sejam
amplamente absorvidos pelo metabolismo (HENRIKSON, 1994). Os valores nutricionais da
Chlorella sp. podem apresentar variagdes dependendo do modo de cultivo, quantidade de
energia solar, estacdo climatica e outros fatores.

Em relacdo a Scenedesmus sp. Ramirez (2013) afirma ser uma microalga aquética,
dominante em lagos de agua doce e rios. Pertencem ao grupo das algas verdes do dominio
eukarya, Chlorophyta da classe Euhlorophyceae, ordem Chlorococcales da familia
Scenedesmaceae. Apresentam coldnias formadas por células elipsoidais, fusiformes ou

ovoides, arranjadas lado a lado. S&o algas de superficie, podendo produzir odor e sabor de
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capim nas aguas e vivem bem em meios com alto teor mineral e efluentes contaminados. O
tamanho das microalgas Scenedesmus sp. pode variar entre 3 a 31 um segundo a espécie. S&o
pequenas e ndo maoveis, com col6nias constituidas por células alinhadas em uma placa plana.
As colbnias sdo geralmente compostas de 4-8 células.

A Scenedesmus sp. tem sido utilizada para producdo de biomassa, tratamento de 4guas
em lagoas de oxidagdo e ja foi estudada a possibilidade da sua utilizagdo no tratamento de
efluentes de lagares (fabricas de extracdo de azeite) e de aguas residuais urbanas. A microalga
da espécie Scenedesmus sp. € de facil obtencdo, além de ser largamente utilizada como
alimento para os microcrustaceos utilizados em ensaios de ecotoxicologia.

O teor de lipidios nas microalgas Scenedesmus sp. pode chegar até 40 % em cultivo

em laboratorio, dependendo das condig¢des nutricionais do meio (BECKER, 1994).

2.3.2 Cultivo

Existem varios métodos de cultivo de microalgas, o mais comumente utilizado é
baseado na inducdo artificial de condi¢es eutrdficas que levam a um rapido desenvolvimento
de explosdes populacionais denominado, “blooms”. Este método consiste na adi¢cdo de um
indculo puro de microalga a um meio de cultivo (LOURENCO, 2006).

De acordo com Chojnacka e Marquez (2004) os cultivos de microalgas podem ser:

¢ Photoautotrofico: quando a luz é usada como Unica fonte de energia, sendo convertida
em energia quimica através das reacOes de fotossintese que envolvem as moléculas de
agua e didxido de carbono;

e Heterotréfico: quando somente compostos organicos sao usados como fonte de
carbono e energia. O cultivo heterotréfico das microalgas deve ser feito com auséncia
de luz;

e Mixotréfico: quando as microalgas sdo cultivadas sob iluminagdo e na presenca de
compostos organico e COz inseridos em seu meio, sendo a fotossintese a principal
fonte de energia. Um caso especifico é a anfitrofia em que a concentracdo de
compostos organicos e a intensidade da luz disponivel induzem o metabolismo para
autotrofia ou heterotrofia do microrganismo;

e Fotoheterotrofico: quando a luz é necessaria para promover as reages que degradam

0S compostos organicos inseridos no meio de cultivo.
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Destes, segundo Radmann et al. (2009), o cultivo mixotréfico garante maior
rendimento de biomassa no qual atuam o metabolismo heterotréfico e autotréfico, e a
microalga ao mesmo tempo assimila o0 CO- autotroficamente e o carbono orgénico disponivel.

A fonte de carbono € um dos principais componentes na producdo de biomassa
microalgal. O dioxido de carbono (CO>) é a fonte de carbono preferencial das microalgas,
difundindo passivamente do meio de cultivo ao meio intracelular e utilizando diretamente nos
processos de fixacdo de carbono (DERNER, 2006). Portanto, com a adicdo de CO2 no meio
de cultivo pode aumentar em até sete vezes a multiplicacdo celular enquanto que a reducéo da
disponibilidade de carbono pode ser fator limitante para o crescimento microalgal (MORAIS,
2011).

Estes organismos podem ser cultivados em diversos sistemas de producdo, com
volume variando desde poucos litros até bilhGes de litros. Geralmente, o cultivo de microalgas
ocorre em tanques abertos (lagoas naturais, tanques circulares, tanques raceway e tanques
agitados) com pequena profundidade visando assegurar a incidéncia adequada de luz solar.
Esses tanques podem ser de plastico, concreto, fibra de vidro, alvenaria ou laminados.

Recentemente, alguns cultivos tém sido desenvolvidos em equipamento especifico,
denominado fotobiorreator, com luz solar ou artificial e adicdo de nutrientes, visando a
alcancar elevadissima produtividade. Os cultivos sdo realizados em sistema fechado, em
painéis de forma achatada ou em serpentinas, espirais ou cilindros, construidos com tubos de
plastico, vidro ou policarbonato (DERNER et al., 2006).

Bertoldi et al. (2008) destacam que nos fotobiorreatores é possivel controlar as
condi¢des de cultivo (quantidade dos nutrientes, temperatura, iluminacdo, pH etc.). Isto
implica uma elevada produtividade, viabilizando a producdo comercial de uma série de
compostos de elevado valor de mercado. A desvantagem dos reatores em relacao aos tanques
abertos esta relacionada com os custos de constru¢do e manutencdo. Por outro lado, o cultivo
de microalgas em sistemas abertos, considerado uma forma de agricultura, tem como
beneficio a luminosidade natural sem custos. No entanto, ha o risco de contaminacdo por
outros organismos, alteragdes de temperatura e variagfes de luminosidade. A Tabela 2
apresenta uma comparagdo sob Vérias variaveis de processos entre os sistemas de cultivos

abertos e fechados.



Tabela 2 - Comparativo entre sistemas de cultivos abertos e fechados

Sistemas de Cultivos de Sistemas Fechados Sistemas Abertos
Microalgas (PBRs) (Lagoas)
Controle de contaminagéo Facil Dificil
Risco de Contaminacao Reduzido Alto
Esterilizacao Pode ser realizada N&o pode ser realizada
Controle de processo Facil Dificil
Controle de espécies Facil Dificil
Homogeneizacao Uniforme Deficiente
Regime de operagéo Batelada ou semi-continuo Batelada ou semi-continuo
Espaco requerido Depende da produtividade PBRs ~ Lagoas
Razdo area/volume Alta (20-200 m™?) Baixa (5-10 m™)]
Densidade celular Alta Baixa
Investimento Alto Baixo
Custo da operacéo Alto Baixo

Capital/custo de operacdo de  Lagoas 3-10 vezes menor PBRs > Lagoas

lagoas custo
Eficiéncia na utilizacéo da luz Alta Baixa
Controle de temperatura Temperatura mais uniforme Dificil
Produtividade 3-5 vezes mais produtivo Baixa

Depende do projeto de

Perda de 4gua . <
refrigeracao

PBRs ~ Lagoas

Estresse das algas por

. N Baixo-Alto Muito baixo
hidrodinamica
Evaporaga(_) do meio de Baixa Alta
crescimento
Controle da transferéncia de Alto Baixo
gases
Perda de CO; Dep«_en_de de pH, PBRs ~ Lagoas
alcalinidade, etc.
Inibigdo por O2 Mais problemas em PBRs PBRs > Lagoas

3-5 vezes mais crescimento

Concentracdo de Biomassa em PBRs

PBRs > Lagoas

Scale-up Dificil Dificil

Fonte: Adaptado de MATA (2010).
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2.3.2.1 Cultivo em aguas residuarias

Atualmente as pesquisas buscam o desenvolvimento de métodos de cultivo eficientes
que diminuam os custos de producdo. A utilizacdo de aguas residuarias como meio alternativo
pode ser uma forma de reduzir os custos no cultivo das microalgas, o que agregaria o conceito
de reuso da agua e producdo de biomassa com valor de mercado aos sistemas de tratamento
de efluentes (PITTMAN et al., 2011).

No contexto brasileiro, trés residuos sdo produzidos em grandes quantidades que séo
de interesse para a producdo de combustivel algal. O primeiro é a vinhaga, um residuo liquido
proveniente da industria de etanol, que é gerado apos destilacdo de alcool e é composto
principalmente de minerais como potassio, sulfato, célcio, fdésforo, magnésio, ferro e
nitrogénio, que sdo 0s mesmos utilizados em meios artificiais para producéo de algas.

O segundo subproduto de interesse é o residuo liquido da inddstria de processamento
de mandioca, a manipueira. Estudos demostram a possibilidade da producdo de
biocombustiveis através da biomassa de microalgas ricas em proteinas. Finalmente, o terceiro
residuo de interesse para a producdo de biocombustiveis a partir de microalgas, que sdo as
aguas residuais domésticas.

Os questionamentos ambientais sobre o esgoto sanitario sdo muitos, principalmente
guando se leva em consideragéo o fato de que nem toda a populacéo tem acesso a um sistema
de tratamento adequado. Mesmo com o desenvolvimento atual e crescente, parte da populacédo
ndo possui rede coletora de esgoto e, portanto, tém seus dejetos descartados inadequadamente
muitas vezes em rios ou corregos (VARGAS, 2013).

Considera-se que 0 esgoto sanitario € constituido basicamente por &gua (cerca de
99,9%), e por impurezas de natureza organica e inorganica (cerca de 0,1%), constituidas de
solidos suspensos e dissolvidos, bem como de microrganismos. O esgoto sanitario possui em
sua composicdo nitrogénio e fdsforo, compostos que causam a eutrofizacdo de lagos
(NUVOLARI et al., 2011). Além disso, e fonte de transmissdo de doengas, 0 que caracteriza o
saneamento ndo apenas como um problema ambiental, mas também de saude e econdmico
(MOTA E VON SPERLING, 2009). Dados da OMS (2009) aponta que 88% das mortes por
diarreia no planeta sdo causados por condigdes precarias de saneamento basico. Dessa forma,
quando se investe em saneamento se previne o surgimento de doencgas provenientes do esgoto,
que gerariam gastos ao sistema de saude e mortandade principalmente de criangas.

Com tais caracteristicas e composicdo, 0 esgoto é um potencial meio de cultivo

alternativo para o cultivo de microalgas, uma vez que esses Organismos necessitam
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principalmente de nitrogénio e fosforo para seu crescimento. Ao crescerem, as microalgas
consomem esses nutrientes e consequentemente promovem o tratamento desse efluente,
possibilitando assim uma disposi¢cdo ambientalmente adequada. Isso pode ser observado em
experimentos como o desenvolvido por De Alva et al. (2013) em que os autores trabalharam
com esgoto municipal sem tratamento, apds pré-tratamento e com enriquecimento pela adigcdo
de nutrientes (nitrogénio, fosforo e potassio). Em todos os meios houve crescimento de

biomassa e remocao de nutrientes.

2.3.2.1.1 Tratamento de aguas residuarias

Antes do lancamento em corpos de aguas, € necessario que o0 esgoto sanitario seja
previamente tratado, atingindo os padrées estabelecidos na resolucio CONAMA n° 430/2011.
O tratamento mais difundido atualmente € o bioldgico, que se divide em aerdbio e anaerdbio,
e dentre estes, existem diversas modalidades de tratamento.

Os sistemas de tratamento anaerdbios procuram remover a matéria organica do
efluente utilizando-se da presenca de microrganismos para a realizacao desse processo, sendo
constituido por quatro etapas: hidrolise, acidogénese, acetogénese e metanogénese. Esse
sistema é indicado para efluentes com alta concentracdo de matéria organica.

Atualmente, o reator UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) é considerado uma
tendéncia em tratamento de esgotos no pais. Ainda podem ser denominados Reatores
Anaerdbios de Fluxo Ascendente e de Manta de Lodo. Por ndo exigir muito espaco para seu
funcionamento, os reatores anaerdbios sdo bastante utilizados como alternativa de tratamento
de efluentes (AISSE et al., 2006). Esse sistema apresenta vantagens quando diz respeito ao
baixo custo de operacdo de manutencdo e simplicidade operacional. Contudo, tem-se uma
reduzida capacidade de suportar cargas toxicas, extenso intervalo de tempo para o inicio do
sistema, suscetibilidade a variacbes ambientais e h& necessidade de pds-tratamento
(CHERNICHARO, 1997).

A retirada de nutrientes em aguas residuarias ajuda a preservar 0 corpo aquatico
receptor do efluente, pois a presenca de fésforo e nitrogénio em combinagdo com o CO:
acelera o processo de eutrofizacdo do corpo hidrico. Sendo o efluente UASB rico desses
nutrientes, as microalgas podem utiliza-los para seu crescimento e desenvolvimento,
removendo por absor¢do e transformando em biomassa na fotossintese, diminuindo os custos

para alimentacdo e manutencéo do cultivo utilizando esta alternativa.
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Desse modo, quando ha a utilizagdo do esgoto pés-tratado em reator UASB como
substrato para as microalgas, esta sendo evitada a eutrofizagdo dos corpos aquéaticos devido ao
lancamento inadequado desse efluente. Mata et al. (2010) destacam vantagens relacionadas a
custo-eficacia, aos requisitos de baixa energia, a reducdo em formacdes de lodo, mitigacao de
gases de efeito estufa e a producéo de biomassa de microalgas Util.

Mulbry (2008) afirma também que muitas microalgas séo utilizadas no tratamento de
aguas residuarias por promoverem a depuracdo das aguas quando absorvem os contaminantes
e 0s nutrientes sollveis em quantidades maiores do que precisam para seu crescimento,
resolvendo assim os problemas de acumulagéo de biomassa do processo e de eutrofizacao.

As caracteristicas das microalgas Chorella sp. e Scenedesmus sp. sdo interessantes
para o cultivo em efluentes de UASB com vistas a producéo de biocombustiveis, uma vez que
conseguem se adaptar em ambientes eutrofizados, possuem versatilidade metabdlica (como
crescimento em condigdes autotrdficas, heterotroficas e mixotroficas) e conseguem acumular
lipidios em quantidade relevante (MATA et al., 2010; ABOU-SHANAB et al., 2011).

2.3.3 Crescimento

Em condi¢des climaticas adequadas e nutrientes suficientes, as microalgas podem
crescer profusamente. Comumente elas dobram a sua biomassa dentro de 24 h ou menos e
durante a fase de crescimento exponencial elas podem completar um ciclo de vida dentro de 2
a 4 horas (MATA et al., 2010).

O crescimento das microalgas € influenciado por diversos fatores como: luminosidade,
temperatura, pH do meio de cultivo, pela quantidade de nutrientes presentes, pela vazao de
aeracdo, entre outros. Para avaliar a influéncia de qualquer um desses fatores é necessario que

se realize o estudo do crescimento da microalga (Figura 3).
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Figura 3 - Curva de crescimento microbiano representada em ordenadas lineares (A) e
semilogaritimas (B)
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Fonte: Adaptado de BORZANI et al., 2001.

De acordo com Borzani et al., (2001) as fases do crescimento microbiano apresentadas

na Figura 3 s&o:

Fase 1- Conhecida como fase “lag”, essa fase se segue imediatamente apds a
inoculacdo do microrganismo no meio de cultivo. E um periodo de adaptacdo em que
as células irdo sintetizar as enzimas necessarias para degradar os componentes
presentes no meio. Nessa fase ndo ha crescimento celular.

Fase 2 — E a fase de transico, nesta fase os microrganismos comecam a se reproduzir.
Fase 3 — Fase exponencial, também conhecida como fase “log”. Nela a velocidade de
crescimento é proporcional a concentracdo de células, constante e maxima.

Fase 4 - Fase de crescimento linear, existe um decaimento na velocidade especifica de
crescimento devido limitagdes no transporte de nutrientes.

Fase 5 — Fase de desaceleracdo. Diminuig¢do do crescimento devido esgotamento dos
nutrientes e devido ao acimulo de metabolitos inibidores.

Fase 6 — Fase estaciondria, a concentracdo de células atinge o ponto maximo e existe
um equilibrio entre a taxa de crescimento e de morte do microrganismo.

Fase 7 — Fase de declinio, caracterizada pela diminuicdo da biomassa, 0 nimero de

células que morrem € maior que o numero de células que sdo geradas.
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2.3.4 Métodos de Separacgdo da Biomassa

A recuperacao da biomassa do meio de cultivo representa um dos maiores obstaculos
para a producédo de biocombustiveis de terceira geracdo. Em geral, o processo de separacéo se
d& por meio de operagBes unitérias de separacdo solido — liquido e o custo energético
empregado é muito dispendioso, segundo Gudin e Therpenir (1986) representa entre 20 —
30% do custo total da producao.

As principais técnicas de separacdo da biomassa empregadas atualmente sdo: filtracéo,
centrifugacéo, floculacdo e flotacdo (UDUMAN et al., 2010).

A separacdo por meio da filtragdo consiste em passar o meio de cultivo contendo as
células em um filtro, membrana porosa ou tela de malha. E ideal para o tratamento de
pequenos volumes, pois as células das microalgas tendem a entupir rapidamente o meio
filtrante e o processo perde muita eficiéncia (FERNANDES, 2013).

A centrifugacdo é um processo de separacao que utiliza alta rotacdo para impor as
células uma forca que as faz deslocar para o fundo do recipiente. Pode ser utilizada para
pequenos volumes como as centrifugas de bancada ou em escalas industriais, porém com
elevado gasto energético. A eficiéncia na centrifugacdo depende dos didmetros das células, do
tempo de residéncia, e da profundidade do liquido (GRIMA et al., 2003; HEASMAN et al.,
2000).

A floculacdo é um processo que remove a capacidade das células se manterem em
suspensdo. E um processo bastante adequado na separacdo de biomassa em sistemas de
grande porte, pode ser realizado espontaneamente ou induzido através de alteragdes do pH do
meio por adi¢do de agentes floculantes. Os agentes floculantes mais utilizados sdo bases e
acidos, fortes, sais inorganicos e cal (NaOH, HCI, Al2(SO4)s, Fe2(SOs)s, FeCls, e CaO)
(LOURENCGCO, 2006).

A flotagdo é um processo de separacao que se caracteriza pela introducéo de bolhas de
ar no meio aquoso de forma que as bolhas adsorvam as particulas presentes no meio e as
arraste para a superficie do liquido. De acordo com o tamanho das bolhas produzidas no
processo de flotacdo a metodologia pode ser dividida em flotag&o por ar dissolvido (FAD),
flotagdo por ar disperso e flotacdo eletrolitica (CHEN et al., 2011). No processo de FAD as
bolhas sdo criadas por despressurizacdo de um fluxo de agua saturado com ar (UDUMAN et
al., 2010), na flotacdo por ar disperso a producdo das bolhas € feita pela combinacdo de um

sistema de injecdo de ar com um agitador mecénico de alta velocidade (RUBIO et al., 2002) e
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na flotacdo eletrolitica microbolhas de gases sdo produzidas por eletrélise da dgua com a
utilizacdo de eletrodos de sacrificio (ALFAFARA et al.,2002).

Christenson e Sims (2011) acreditam que estudos de otimizacdo dos processos de
auto-floculacdo podem ser a chave para reduzir parcialmente os custos da producdo de

microalgas e ainda com o beneficio de ndo se adicionar produtos quimicos as mesmas.

2.3.5 Aplicacédo Biotecnoldgica

A aplicacdo biotecnoldgica das microalgas é diversa. As rotas metabdlicas que
realizam como fotossintese e respiracdo podem ser exploradas biotecnologicamente para
diversas finalidades. Estes microrganismos sdo fonte de quantidades relevantes de
carboidratos, proteinas e lipidios que podem ser convertidos a produtos de interesse comercial
(DEMIRBAS, 2011; VANTHOOR-KOOPMANS et al., 2013).

Microalgas sdo capazes de acumular em certas condicGes de cultivo acima de 50% de
seu peso seco em carboidratos, sendo que a composicdo e 0 metabolismo destes compostos
podem diferir significantemente de uma espécie para outra (HO et al., 2012). Geralmente, 0s
carboidratos estdo presentes na parede celular como celulose, hemicelulose, polissacarideos e
nos plastideos na forma de amido como composto de reserva (CHEN et al., 2013). A glicose
presente na forma de amido e celulose pode ser utilizada para producdo de biocombustiveis,
principalmente etanol e hidrogénio; ja os polissacarideos representam uma classe de
compostos de alto valor agregado com aplicagdes na producdo de alimentos, cosméticos,
estabilizadores, emulsificantes, lubrificantes, espessantes e medicamentos (ARAD e LEVY-
ONTMAN, 2010).

O contetdo proteico em microalgas pode ser superior a 60% da biomassa seca, como
no caso da cianobactéria Spirulina platensis; jd nas cloroficeas Scenedesmus obliquus e
Chlorella vulgaris representa 50-60% do peso seco. A fracdo proteica dependera da espécie e
da condicéo de cultivo. No geral, esses microrganismos tém proteinas com elevados valores
nutricionais, pela composicdo em aminoacidos essenciais e por sua quantidade relevante.
Dessa forma, a biomassa proteica pode ser empregada na alimentacdo animal e humana, além
de ser uma interessante fonte de peptideos bioativos que apresentam potencial terapéutico
(KIM e KANG, 2011; IBANEZ e CIFUENTES,2013).

Christaki et al. (2011) informam que os pigmentos presentes nas algas constituem uma

fracdo valiosa da biomassa. As clorofilas podem ser usadas como anti-inflamatorios, os
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carotendides reduzem o risco de cancer e a astaxantina € considerada um eficaz antioxidante
com aplicagdes na indudstria alimenticia, de cosméticos e farmacéutica.

De acordo com Pulz e Gross (2004) lipidios sdo acumulados por microalgas em
condicdes especificas de cultivo, como por exemplo, em condi¢do de estresse. Os lipidios
presentes nesses microrganismos sao classificados em dois tipos, de acordo com o tamanho de
suas cadeias carbonicas, em &cidos graxos de 14-20 carbonos, 0s quais sdo apropriados para
producdo de biodiesel e acidos graxos poli-insaturados (PUFAS), que contém acima de 20
carbonos, que podem ser empregados no mercado de suplementos alimentares e em
tratamentos profilaticos e terapéuticos.

Além da variedade de produtos derivados dos compostos da biomassa, as microalgas
assimilam nutrientes como matéria organica, NH4*, NOs, PO4 e metais pesados do meio em
que crescem, 0 que possibilita seu uso no tratamento de efluentes industriais e domésticos
(TAM e WONG, 2000). Outra aplicacdo na area ambiental é a remo¢do de CO. por
biofixacao, reduzindo assim a emissao desse gas de efeito estufa (WANG et al., 2008).

Wang et al. (2008) destacam também que a aplicacdo biotecnoldgica das microalgas
pode ser economicamente viavel e ambientalmente sustentavel pela combinacdo do cultivo
com processos de biorremediacdo (Figura 4). No caso da producdo de biodiesel, s6 é
ambientalmente favoravel, se o sistema de cultivo estiver ligado ao uso de efluentes
(CLARENS et al., 2010).

Figura 4 - Produgdo de biocombustiveis e bioprodutos combinados com assimilacéo de nutrientes de
efluentes e biomitigacdo de CO;
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Fonte: Wang et al. (2008).
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2.3.5.1 Lipidios nas microalgas

Algas crescem praticamente em qualquer lugar onde ha bastante incidéncia do sol.
Todas as algas contém proteinas, carboidratos, lipidios e acidos nucléicos em proporcdes
variadas. O contetdo de lipidios da biomassa microalgal pode variar entre 1 a 40% da massa
seca e, em certas condi¢cBes de cultivo, pode alcancar até 85%. Os lipidios algais séo
tipicamente compostos por glicerol, aclcares ou bases esterificadas e acidos graxos, podendo
ser tanto saturados quanto mono ou poli-insaturados. Os acidos graxos correspondem a maior
fracdo dos lipidios e, em algumas espécies, 0s &cidos graxos poli-insaturados (PUFA)
representam entre 25 e 60% dos lipidios totais (BECKER, 1994; DERNER et al., 2006).

O ¢leo das microalgas possui caracteristicas semelhantes aos 6leos de peixe e 6leos
vegetais. O contetdo de lipidios excede a maioria das plantas terrestres e pode ser
considerado como um substituto potencial para os produtos do 6leo de origem féssil (FAO,
2016).

Teixeira et al. (2006), afirmam que as microalgas contém lipidios e acidos graxos
como componentes da membrana, produtos de armazenamento, metabdlitos e fontes de
energia. A biomassa de microalgas contém trés componentes principais: carboidratos,
proteinas e lipidios, todavia, para constituir-se uma matéria-prima de biodiesel, esta deve ser
rica em &cidos graxos que correspondem a maior fracdo dos lipidios (Tabela 3). Destaca-se
gue a composi¢do bioquimica da biomassa das microalgas ndo é determinada somente pela
natureza de cada espécie, mas depende, também, de fatores como intensidade de luz,

temperatura, pH, nutrientes e agitagéo.

Tabela 3 - Composigdo quimica das microalgas expressas em base de massa seca (%)

Espécie _Teqr i Espécie .T,eqr de
Lipidios (%0) Lipidios (%0)

Botryococcus braunii 25 - 75 Neochloris oleoabundans 29 - 65
Chlorella sp. 10 - 48 Scenedesmus Obliquus 11-55
Chlorella vulgaris 5-58 Scenedesmus quadricauda 1,9-18,4
Dunaliella tertiolecta 16,7 -71 Scenedesmus sp 196 —21.1
Nannochloris sp. 20 - 56 Spirulina platensis 4- 16,6
Nannochloropsis sp. 12 - 53 Spirulina maxima 4-9

Fonte: Adaptado BECKER (1994) e CHISTI (2007).
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2.3.5.1.1 Extracéo de Lipidios

A extracdo de lipidios com solvente € um processo de transferéncia de constituintes
sollveis (o 6leo) de um material inerte (a matriz graxa) para um solvente com o qual a matriz
se acha em contato. Os processos que ocorrem sdo meramente fisicos, pois o éleo transferido
para o solvente é recuperado sem nenhuma reacdo quimica (BRUM et al.,2009).

Segundo Becker (1994) os lipidios e os acidos graxos sdo constituintes de todas as
células vegetais, nas quais estes funcionam como componentes da membrana, produtos de
armazenamento, metabolitos e fontes de energia.

O lipidio de alga compreende fosfolipideos, glicolipideos e triacilglicerideos, porém
somente o Ultimo é facilmente convertido em biodiesel na transesterificacdo. Dessa forma, a
extracdo deve ser um método seletivo, capaz de obter apenas as substancias desejadas para a
reacdo de sintese de biocombustivel (FRANCO et al., 2013).

Na extracdo do 6leo da biomassa é necessario romper a membrana celular das algas,
que pode ser realizado utilizando-se prensas ou extracdo com solventes. O processo de
extracdo com solventes permite um rendimento maior em 6leo, no entanto, a extracdo também
pode ser realizada com CO> ou agua ou metanol em estado supercritico, choque osmético,
extragcdo com enzimas juntamente com aplicacdo de ultrassom e micro-ondas (CHEN, 2014).
Devido a grande variedade de polaridade dos lipidios encontrados nas microalgas podem ser
utilizados diferentes tipos de solventes na extracdo. Os solventes mais utilizados sdo o
hexano, o etanol, o cloroférmio e o éter dimetilico (GRIMA et al., 2003). Dentre os métodos
de extracdo de lipidios empregados por pesquisadores do mundo inteiro, os mais conhecidos
e, geralmente, mais efetivos e com melhor rendimento, sd&o os que utilizam a mistura
cloroférmio e metanol (TANAMATI et al., 2005).

2.3.5.1.2 Producéo do Biodiesel

Através dos estudos, descobriu-se que algas, organismos autotrofos presentes em
locais Umidos-4gua doce ou salgada, podem ser aplicadas em processos industriais para
producéo de biodiesel, a partir de lipidios acumulados nas células, producdo de bioetanol a
partir da fermentacdo dos carboidratos nas algas assim como biogas, biohidrogénio e
biobutanol (MCTI, 2015).

A conversdo da biomassa microalgal em biocombustiveis estd centrada em quatro

principais processos: bioguimico, termoquimico, quimico e combustdo direta (Figura 5).
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Como exemplos pode-se citar 0s processos que envolvem a conversdo bioquimica que
incluem a digestdo anaerdbia para producdo de metano e de fermentacdo para a producéo de
etanol (SPOLAORE et al., 2006); o processo de conversdo gquimica, envolve a extracdo de
lipideos acumulados pelas microalgas e a conversdo dessa fracdo da biomassa em biodiesel
pela reacdo de transesterificacdo (CHISTI, 2007); a conversdo termoquimica, que compreende
gaseificacdo para obtencdo de gas combustivel e, liquefacdo e pirdlises para geracdo de bio-
oleo (CHIARAMONTI et al., 2007). Estas tecnologias convencionais sao comprovadamente
eficientes no processo industrial, contudo estdo focadas em um composto em detrimento de

outras valiosas fragoes.

Figura 5 - Processos de conversdo da biomassa microalgal em biocombustiveis
| |

| Biomassa Microalgal [
Conversio Conversdo Conversao Conversao
Bioquimica Termoquimica Quimica Direta
Fermentacdo Digestdo | Gaseificagdo II Pirdlises ‘ | Liquefagao " Transesterificagao ‘ Geragdo de
Anaerébia Energia
Etanol,
Acetona, Metano, Gas Bio-bleo, || Bio-dleo | | Biodiesel | | Eletricidade
Butanol Hidrogénio Carvio
Vegetal

Fonte: Tsukahara e Sawayama (2005).

O biodiesel, ap6s a extracdo de lipidios da biomassa, pode ser sintetizado
principalmente pela transesterificacdo, de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas do
Oleo aplicando base, &cido ou enzima como catalisador homogéneo ou heterogéneo
(FRANCO et al., 2013).

Oliveira et al. (2014) afirmam que a transesterificacdo ocorre quando o triglicerideo
reage com um alcool em excesso, obtendo-se uma proporc¢do de 1:3, resultando em ésteres
mono-alquilicos, que corresponde ao biodiesel e glicerol ou glicerina como subproduto,

conforme observado na Figura 6.
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Figura 6 - Equacgdo Estequiométrica da Reacédo de Transesterificagdo
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Fonte: OLIVEIRA et al. (2014).

O tipo mais comum de catalisador utilizado é uma base, hidroxido de sodio, que
possui baixo custo e ainda gera menor emissao de poluente atmosférico por obter combustéo
completa do biodiesel, que possui alta composicdo de oxigénio entre as moléculas
(OLIVEIRA et al., 2014). Porém, ha estudos que mostram que a catalise alcalina influencia
negativamente a qualidade do biodiesel, ja que o dleo de microalgas apresenta elevada acidez,
sendo assim a catalise acida, com a utilizacdo de acido sulfurico, mais adequada ao processo
(ARAUJO et al., 2012).

Outro importante componente da reacdo de transesterificagdo corresponde-se ao
alcool. Esse reagente pode ser o metanol ou etanol. O primeiro é mais amplamente utilizado
por apresentar baixo custo, porem o ultimo é mais sustentavel porem pouco usado devido ao
custo mais elevado (OLIVEIRA et al., 2014).

Chisti  (2007) destaca o glicerol como um dos subprodutos da reacdo de
transesterificacdo, que deve ser separado do biodiesel para posterior venda, assim como 0s
demais residuos que podem ser usados como alimentos para animais e também ir para o
processo de digestdo anaerdbica para obtencdo de biogas e ser usado como fonte de energia.
Assim tais usos dos residuos sdo maneiras de integrar o processo e liquidar o custo gerado no

processo de biodiesel a partir de algas.
2.4 ANALISES ESTATISTICAS
A estatistica € uma ciéncia que se dedica a coleta, analise e interpretacdo de dados.

Seu objetivo € apresentar informacdes sobre dados em andlise para que se tenha maior

compreenséo dos fatos que 0s mesmos representam. E uma parte da matematica aplicada que
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fornece métodos para coleta, organizacao, descrigdo, analise e interpretacdo de dados e para a
utilizacdo dos mesmos na tomada de decis6es (CRESPO, 2002).

A estatistica subdivide-se em areas distintas: a descritiva e a indutiva ou a inferencial.
A coleta, a organizacdo, a descricdo dos dados, o célculo e a interpretacdo de coeficientes
pertencem & estatistica descritiva, enquanto a analise e a interpretacdo dos dados, associado a
uma margem de incerteza, ficam a cargo da estatistica indutiva ou inferencial, também
chamada como a medida da incerteza ou métodos que se fundamentam na teoria da
probabilidade (GRANZOTTO, 2002).

2.4.1 Estatistica descritiva

Levando-se em consideracdo que normalmente a quantidade de dados estudados é
geralmente grande, é dificil captar intuitivamente as informacdes que os dados contém.
Portanto, é necessario, que as informagGes sejam reduzidas até o ponto em que se possa
interpreta-las mais claramente. A estatistica descritiva preocupa-se em resumir essas
informacdes através do uso de certas medidas-sintese, que tornem possivel a interpretacdo de

resultados. No sentido mais amplo, suas fungdes séo (FERREIRA, 2001):

e Coleta de dados;
e Organizacdo e classificacdo destes dados;
e Apresentacdo através de graficos e tabelas;

e Célculo de coeficientes (estatisticos), que permitem descrever resumidamente 0s

fenbmenos.

2.4.1.1 Correlagdes

O termo correlagéo refere-se a qualquer elemento de uma ampla classe de relagfes
estatisticas envolvendo dependéncia. As correlagcdes sdo definidas como uma medida da
relacdo entre duas ou mais variaveis.

O tipo de coeficiente de correlagdo mais utilizado é o coeficiente de correlacdo de
Pearson (r), também chamado de linear ou produto-momento de correlagdo. A correlagdo de
Pearson assume que as duas variaveis sdo medidas em escalas intervalares a medida que 0s

valores das duas variaveis sao "proporcionais™ uns aos outros.
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Coeficiente de correlagdo pode variar de -1,0 a 1,0. O valor de -1,0 representa uma
perfeita correlagcdo negativa enquanto um valor de 1,0 representa uma perfeita correlagédo
positiva. Segundo Dancey & Reidy (2006) correlacbes entre 0,10 e 0,30 podem ser
consideradas fracas; entre 0,40 e 0,60 podem ser consideradas moderadas; e valores entre 0,70
e 1,0 podem ser interpretados como forte. Seja como for, o certo é que quanto mais perto de
1,0 (independente do sinal) maior € o grau de dependéncia estatistica linear entre as variaveis.

No outro oposto, quanto mais préoximo de zero, menor é a forca dessa relacao.

2.4.1.2 Anélise em Componentes Principais

A Analise em Componentes Principais (ACP) ¢ um método que tem por finalidade
basica, a analise dos dados usados visando sua reducdo, eliminacdo de sobreposicdes e a
escolha das formas mais representativas de dados a partir de combinacdes lineares das
variaveis originais.

Reis (2001) descreve a Analise em Componentes Principais como um método
estatistico multivariado que permite transformar um conjunto de variaveis iniciais
correlacionadas entre si, num outro conjunto de variaveis ndo correlacionadas (ortogonais), as
chamadas componentes principais, que resultam de combinacGes lineares do conjunto inicial.
As componentes principais sdo calculadas por ordem decrescente de importancia, isto €, a
primeira explica 0 maximo possivel da variancia dos dados originais, a segunda 0 maximo
possivel de variancia ainda ndo explicada, e assim por diante.

O objetivo principal da ACP ¢é a obtencdo de um pequeno nimero de combinacGes
lineares (componentes principais) de um conjunto de varidveis, que retenham o maximo
possivel da informacdo contida nas variaveis originais. O processamento da analise de
componentes principais pode ter partida na matriz de variancias e covariancias ou na matriz

de correlagéo.

2.4.2 Estatistica Inferencial

Abrange um conjunto de técnicas aplicadas no processo de inferéncias que auxiliam o
pesquisador a extrair conclusdes sobre uma determinada populacdo, quando somente
pequenas partes (amostras) dela foram estudadas. E importante nos testes de hip6teses
cientificas e na tomada de decisdes mediante a interpretacdo de conjuntos de dados amostrais
retirados de uma dada populacdo (FONTELLES, 2012).
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Os testes de hipotese sdo bastante Uteis nas pesquisas na area de Engenharia Sanitéria
e Ambiental, uma vez que sempre é necessario testar hipoteses referentes a parametros de
determinada populacdo. Como principal item na aplicacdo de testes dessa natureza, tem-se 0
estabelecimento da hipotese nula (Ho) e da hipotese alternativa (Ha). A hipotese alternativa,
ou hipdtese de pesquisa, estd relacionada com a teoria a qual deseja-se dar suporte, sendo
assim, a hipdtese nula compreende a teoria contraditoria que se apoia (VON SPERLING,
2014).

Para 0 emprego desses testes, é necessario estimar a precisdo estatistica do resultado,
que ¢ definida por meio do nivel de significancia do teste. Este por sua vez é o complemento
do nivel de confianga. Para um nivel de significancia de 5%, tem-se um nivel de confianca de
95%. Entre os niveis de significancia mais comumente utilizados, tem-se 5%, 1%.

Os testes de hipdtese realizados em pacotes estatisticos geralmente fornecem um valor
calculado do nivel de significAncia (muitas vezes representado pelo p-valor), que deve ser
comparado com o adotado para o teste. Como descrito em Von Sperling (2014), quando o p-
valor fornecido pelo teste for igual ou inferior ao nivel desejado, a hipdtese nula pode ser

rejeitada, o oposto ocorrendo caso o nivel de significancia obtido seja superior.
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3 METODOLOGIA
3.1 MICROALGA Chlorella sp. e Scenesdesmus sp.

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Saneamento Ambiental do Centro
de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Estadual da Paraiba localizada na cidade de
Campina Grande — PB. As cepas das microalgas Chlorella sp. e Scenedesmus sp., utilizadas
nesse estudo, foram fornecidas pelo Laboratorio de Biotecnologia Alimentar da Universidade
Federal de Santa Catarina e pela Universidade Federal de Campina Grande, respectivamente.

As espécies em estudo (Figura 7) foram escolhidas devido as suas elevadas
produtividades lipidicas, descrita em diversos estudos, assim como de biomassa, 0 que
favorece a producdo de biocombustiveis. Além disso, apresentam-se como candidatas em

potencial para mitigagdo das emissdes de COz e remediacdo de &guas residuarias.

Figura 7 - Fotomicrografia das microalgas Chlorella sp. (a) e Scenesdesmus sp. (b)

o
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Fonte: Autora (2016).

3.2 MEIO DE CULTIVO

Para o cultivo da Chlorella sp. utilizou-se 0 meio sintético Bold’s Basal Medium
(BBM), recomendado pelo Centro de Cultura de Algas e Protozoarios de Cambridge (CCAP).

O pH do meio BBM é aproximadamente 7,0 e sua a composic¢ao esta descrita na Tabela 4.
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Tabela 4 - Composi¢do do meio sintético BBM

Componentes Concentracdo (mg.L™?)

K2HPO4 75
KH2PO4 14
MgS04.7H20 75
NaNO3 90
CaCl,.2H.0 25
NaCl 25
EDTA-Nas 50

FeSO4. 7TH20 4,98

H3BO3 11,42

MnClz. 4H20 0,232

ZnS04. TH20 141

CuS04.5H0 0,252

NaMoOQO4. 2H20 0,192

CoClz. 6H20 0,080
Extrato de levedura 300

Fonte: CONNON (2007).

Para o cultivo da Scenedesmus sp. utilizou-se 0 meio sintético Wright’s Cryptophyte
(WC), desenvolvido por Guillard e Lorenzen (1972). O pH do meio WC ¢ aproximadamente

9,0 e sua a composicao esta descrita na Tabela 5.

Tabela 5 - Composi¢do do meio sintético WC

Componentes Concentracdo (mg.L 1)
NaNOs3 85,01
CaCl..2H.0 36,76
. MgSO4.7H.0 36,97
Macronutrientes NaZgSi03. 9H,0 21,20
NaHCO3 12,60
KoHPO4 8,71
FeCls. 6H20 3,15
H3BO3 1,00
MnClz. 4H,0 0,18
Micronutrientes ZnS04. 7TH20 0,02
CoCl,.6H20 0,01
CuS04.5H,0 0,01
Na;Mo0O4. 2H,0 6,00
3 Tiamina - HCI (By) 0,10
S\‘;’iltl;?ﬁ] gg Cianocobalamina (B12) 0,05
Biotina (H) 0,05

TRIS — (Hidroximetil)

Aminometano 500

Solucdo Tampéo

Fonte: Guillard e Lorenzen (1972).
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3.2.1 Aguas residuérias

A agua residudria utilizada na pesquisa foi resultante do tratamento anaerdbio de
esgoto sanitario proveniente de reator tipo UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket),
fornecida pela Estacdo Experimental de Tratamento Bioldgico de Esgotos Sanitarios,
localizada na cidade de Campina Grande-PB. A mesma apresentava demanda quimica de

oxigénio de 432,5 mg.L%, pH 8 e temperatura de 25°C.

3.3 ACLIMATACAO DOS CULTIVOS

A aclimatacdo dos cultivos foi realizada de modo a estabelecer um ambiente propicio
para a otimizacdo do crescimento da Chlorella sp. e da Scenedesmus sp. As culturas foram
desenvolvidas em Erlenmeyres, que foram utilizados como fotobioreatores e incubados a
temperatura de 26°C£2, com agitacdo por meio de injecdo direta de ar comprimido para
garantir a homogeneizacdo do meio. As lampadas fluorescentes existentes no cepario
forneciam poténcia de 40W. A Figura 8 ilustra as condi¢cdes de aclimatacdo adotadas para o

desenvolvimento das microalgas.

Figura 8 - Aclimatacdo dos cultivos das microalgas

Lampadas Sistema de aerac¢do
Fluorescentes de 40W por compressor
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Fonte: Autora (2016).

3.4 DETERMINAGAO DOS PARAMETROS CINETICOS DAS MICROALGAS

3.4.1 Crescimento
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Com o auxilio da microscopia éptica (aumento de 400x) foi possivel determinar o
crescimento das microalgas avaliando-se a densidade celular em fungdo do tempo de cultivo
em cada uma das unidades experimentais. As amostras foram retiradas apds o inicio dos
cultivos, a cada 24 horas, para contagem de células em camara de Neubauer, determinando,
desse modo, a densidade celular expressa em numero de células por mililitro de cultivo
(células.mL).

A contagem de células foi realizada em triplicata. O numero de células corresponde a
média geométrica das trés contagens. O tempo de cultivo foi expresso pela quantidade de dias
decorridos desde o inicio da inoculacdo (periodo de adaptacdo — fase lag) até o alcance
méaximo da densidade celular (fase estacionaria). Os graficos de dispersdo foram plotados para
representar as curvas de crescimento da Chlorella sp. e da Scenedesmus sp., onde o eixo das
abscissas corresponde ao o tempo de cultivo em dias e 0 eixo das ordenadas ao numero de

células.mL™,
3.4.2 Velocidade especifica de crescimento

Os parametros cinéticos de crescimento das microalgas sdo calculados na fase

exponencial (ou logaritmica). Como nesta fase a velocidade especifica de crescimento () é
maxima ela passa a ser chamada velocidade especifica de crescimento maximo (Mmax). A

fracdo pela qual a populagédo cresce na unidade de tempo é dada por [max, que representa a
velocidade especifica de crescimento e tem unidade de tempo h.
Portanto a velocidade de crescimento € diretamente proporcional a concentracdo de

microrganismos em um dado instante (X), isto é:

XX (01)
dt max
Onde:
e X éaconcentracdo de células

e t &0 tempo de cultivo

Integrando-se a equagdo 01, tem-se:
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de t
f 7: j;llméx-dt

Xi i
1nX — lnXi = Kmax- (t — ti )
InX = Wmax- (t - ti ) + In Xl' (02)

A representacdo de In X versus o tempo de cultivo, na fase exponencial, resulta em

uma reta, com coeficiente angular igual a velocidade especifica maxima de crescimento Lmax.
3.4.3 Tempo de geragao
A fase exponencial também é caracterizada pelo tempo de geracéo (tg), que é o tempo

necessario para dobrar o valor da concentracdo celular (X = 2X;). O tempo de geracédo foi

calculado da seguinte forma:

In 2Xl = Wmnax- (t —t; ) + lnXi (03)
2X;
IHTi = Hmax- lg
In2 0,693
Hmax Hmax

Como Hmax é constante entdo ty também é constante nesta fase (BORZANI et al.,

2001).

3.5 DETERMINACAO DA PRODUTIVIDADE

As analises de produtividade da biomassa das microalgas Chlorella sp. e Scenedesmus
sp. cultivadas em laboratorio foram realizadas em triplicata no inicio e fim dos cultivos.
Previamente foram separadas e centrifugadas amostras de 50mL do cultivo. Posteriormente o
sobrenadante foi descartado e a biomassa resultante das microalgas foi transferida para
capsulas de evaporacdo previamente pesadas e secas em estufa a 105°C.

As cépsulas foram colocadas na estufa a 60°C para secar até atingir peso constante.

Verificado o término da secagem, as mesmas foram acondicionadas no dessecador para
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resfriar. Apos transcorrido o tempo de 15 minutos as capsulas com a biomassa foram pesadas
em balanca analitica. A produtividade (g.L?.d?) foi determinada por meio da equagdo (05),
onde a biomassa seca inicial corresponde a quantidade de biomassa no inicio do cultivo e a

biomassa seca final corresponde a quantidade de biomassa ao término do cultivo.

biomassa_secasinqg — biomassa_secapicial (05)

Produtividade =
tempo_de_culturasin, — tempo_de_culturapiciar

3.6 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

O presente estudo foi desenvolvido em quatro etapas:

e 1° Etapa: Estudo do desenvolvimento celular das microalgas Chlorella sp. e
Scenedesmus sp. em diferentes condi¢des quimicas e fisicas, avaliando-as por meio
dos parametros cinéticos e da produtividade, a fim de verificar as condi¢des 6timas de
crescimento.

e 2°Etapa: Mediante a melhor condicéo de crescimento de cada microalga, adicionou-se
o efluente de UASB em diferentes proporgdes aos seus respectivos meios de cultura,
no intuito de constatar a concentracdo de melhor adaptacdo da Chlorella sp. e
Scenedesmus sp.

e 3° Etapa: Em posse da concentracdo de melhor adaptacdo de cada microalga, realizou-
se o0 cultivo destas em fotobioreatores de 6L visando produzir biomassa suficiente para
quantificacdo dos teores de lipidios;

e 4° Etapa: Dispondo de tais resultados, foi avaliado qual das espécies de microalgas

estudadas é mais viavel a producdo de biocombustiveis.

3.6.1 Desenvolvimento da 1° Etapa

Nessa etapa buscou-se analisar a influéncia de diferentes condicbes de pH e
luminosidade. Inicialmente, desenvolveram-se cultivos de Chlorella sp. e Scenedesmus sp. em
meio de cultura BBM e WC, respectivamente, com variadas alteragdes em seu pH, mantendo-
se as condigOes usuais de aclimatacdo (12h de luminosidade). A alteracéo do pH foi realizada
utilizando solucéo de hidroxido de sddio (para aumento) e de acido sulfdrico (para diminuir),

ambas a 10%.
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Em seguida, desenvolveram-se cultivos com variacdo no tempo de fornecimento de
luz, utilizando-se o pH que proporcionou os melhores resultados de crescimento para cada
microalga. As Tabelas 6 e 7 apresentam as condic¢des de pH e luminosidade utilizados durante

essa etapa do estudo.

Tabela 6 - Condic6es de pH utilizadas nos cultivos das microalgas
Valores de pH conferidos aos meios de cultura BBM e WC

5,5 6,5 7,5 8,5
Fonte: Autora (2016).

Tabela 7 - Condi¢6es de luminosidade utilizadas nos cultivos das microalgas
Quantidade de horas de luz fornecidas aos cultivos das microalgas

6,0 12,0 18,0 24,0
Fonte: Autora (2016).

3.6.2 Desenvolvimento da 2° Etapa

Com as condicBes 6timas de pH e luminosidade obtidas a partir do desenvolvimento
da etapa anterior, foram realizados cultivos suplementados com efluente de UASB em
diferentes proporgdes: 20%, 30%, 50%, 70%, 80% e 100%. Destaca-se que antes da adi¢do do
efluente ao meio, este foi filtrado (Figura 9) em papel filtro qualitativo com porosidade de
14um, gramatura de 80g/m? e espessura de 205um no intuito de reter sélidos suspensos que

pudessem interferir nos cultivos.

Figura 9 - Tratamento fisico do efluente de UASB
: 1§ ol 1] .

Fonte: Autora (2016).
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Essa etapa também contemplou a anélise da demanda quimica de oxigénio (DQO),
com a finalidade de verificar se as microalgas Chlorella sp. e Scenedesmus sp. promoveriam
reducdo da carga poluidora do efluente ao final dos cultivos.

Para ndo ter interferéncia na DQO devido a presenca das células de microalgas, as
andlises foram realizadas antes do in6culo das mesmas nos meios de cultivo suplementados
com as proporcBes de efluente de UASB ja mencionadas e nos residuos do cultivo
(sobrenadante), depois de aproximadamente nove dias, oriundos da separacdo por meio de
centrifugacdo, da Chlorella sp. e da Scenedesmus sp. Desse modo, foi possivel comparar 0s
valores de DQOinicial € DQOfinal para verificar se as microalgas promoveram a biorremediagéo
no residuo liquido em estudo.

Para calibracdo do equipamento foi necessaria a preparacdo de uma amostra de branco
e uma amostra de fundo de escala. Para preparacdo do branco, foram adicionados em um tubo
de ensaio 2,5mL de &gua destilada, com 1,5mL do reagente DQO: e 3,5mL do reagente
DQOs.. O fundo de escala foi preparado em tubo de ensaio com adicéo de 2,5mL do reagente
DQO 800 ppm, com 1,5mL do reagente DQO: e 3,5mL do reagente DQOo.

Em relacdo as amostras, tem-se que, em diferentes tubos de ensaios foram adicionados
2,5mL das mesmas, juntamente com 1,5mL do reagente DQO: e 3,5mL do reagente DQO:..
Os tubos foram misturados lentamente, incluindo as amostras de branco e fundo de escala, e
levados ao bloco digestor (Figura 10) por 2h a temperatura de 150°C. Decorrido o tempo
necessario, os tubos foram retirados do bloco digestor para resfriamento em temperatura

ambiente.

Figura 10 - Bloco digestor utilizado na anélise de DQO

CONTROLE DE TEMPERATURA

AQUECENDO ,,EI,L

,{'Slw T

Dry-Block
— = 16

Fonte: Autora (2016).
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O equipamento de leitura utilizado foi o Fotocolorimetro Digital AquaColor — DQO,
previamente calibrado e que expressou os resultados em mg.L. As anélises foram realizadas
em triplicatas e as porcentagens de remoc¢do de DQO foram calculadas segundo a equacéo
(06), em que DQOinicial € @ Demanda Quimica de Oxigénio do meio de cultivo com adigdo de
efluente de UASB e DQOrina € a Demanda Quimica de Oxigénio do sobrenadante do cultivo,

apos o desenvolvimento e separacdo das microalgas.

DQO0jniciar — DQO0fina X

100 (06)
DQOinicial

% remocgao =

3.6.3 Desenvolvimento da 3° Etapa

Essa etapa iniciou-se com a prepara¢do dos inéculos para realizar os cultivos em uma
maior escala a fim de obter-se biomassa suficiente para analisar a produtividade lipidica de
cada microalga.

Para preparagdo do inoculo do cultivo de cada microalga foi utilizado um baldo
volumétrico de 500mL, no qual foram adicionados os nutrientes listados na composi¢do do
BBM e do WC (Tabela 4 e 5) e agua destilada/autoclavada a 121°C durante 15 min. Sob
condicdes assépticas, foram transferidos 350mL do meio de cultivo para um Erlenmeyer com
capacidade de 500mL e a ele adicionou-se 35mL (sempre respeitando a proporcao de 1:10) de
suspensdo de Chlorella sp. e Scenedesmus sp.

Apds uma semana, o cultivo da Chlorella sp. recebeu o meio de cultura suplementado
com a concentracdo de efluente de UASB de melhor adaptacéo e este foi alimentado, durante
trés semanas, até atingir o volume de 6L.

Em relacdo ao in6culo do cultivo da Scenedesmus sp., este foi transferido para
Erlenmeyer de 1L e alimentado com 400mL do meio WC. Passado-se 7 dias, o indculo foi
dividido, em volumes iguais, e direcionado a dois fotobioreatores um com meio de cultivo
WC sem modificacdo e o outro suplementado com a concentracdo de efluente de UASB de
melhor adaptagdo para essa microalga. Assim como o da Chlorella sp., estes fotobioreatores
foram alimentados semanalmente com 2L de meio de cultivo conforme suas condic¢des
iniciais (sem e com suplementacdo) até atingir o volume de 6L. A Figura 11 ilustra um dos

fotobioreatores supracitados.
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Figura 11 - Scenedesmus sp. cultivada em meio suplementado com efluente de UASB no
fotobioreator de 6L

V VvV VY VWV

Fonte: Autora (2016).

Atingido o volume dos 6L foi realizada a separacdo da biomassa através da
centrifugacdo. O processo € ilustrado na Figura 12 e descrito a seguir:

Primeiramente parte do cultivo (I) é colocado em um Béquer de volume reduzido (I1)
para assegurar um manuseio seguro e sem perdas de biomassa. Posteriormente o cultivo é
transferido para cubetas de 50mL, as quais sdo levadas a uma centrifuga de bancada digital
(Modelo CT-4000) por onde ficam sujeitas a uma rotacdo de 3.500 rpm durante 8 min. Ao
final do processo a biomassa (IV) estd em sua totalidade no fundo das cubetas (I11) e assim é

separada do sobrenadante (1V).

Figura 12 - Processo de separacdo da biomassa

Fonte: Autora (2016).
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Esse processo de separacdo de biomassa é realizado nos cultivos contidos nos trés
fotobioreatores de 6L utilizados na pesquisa.

Ap0s a centrifugacdo, as biomassas foram levadas a estufa de esterilizagcdo e secagem
a uma temperatura de 55°C até ser obtido massa constante. Finalizada a secagem, as
biomassas foram trituradas em almofariz e armazenadas em recipientes fechados longe de
umidade para posterior determinacao de lipidios (Figura 13).

Os lipidios foram determinados por meio da metodologia descrita por Folch, Less e
Sloane Stanley (1957), que consiste em submeter as amostras a extracdo por meio de uma
mistura de cloroférmio e metanol (2:1) seguida de evaporacao do solvente em estufa a 105°C.
Devido a resisténcia da parede celular das microalgas, a metodologia foi adaptada e a esta
introduziu-se uma etapa de rompimento celular com o uso de banho ultrassénico.

Em cada anélise foram pesados 2g de biomassa (l), seca e triturada, em balanca
analitica. As amostras foram transferidas para baldes com capacidade volumétrica de 100mL
e adicionados 30mL da mistura cloroformio: metanol (2:1). Os baldes foram imediatamente
vedados com papel aluminio para evitar a volatilizacdo do solvente. Os mesmos foram
levados ao banho ultrassonico (I1) a uma frequéncia de 25 kHz durante 20 minutos.

As misturas foram filtradas em provetas de 100mL com a utilizacdo de papéis de filtro
qualitativos (I11). Apos a filtracdo foram adicionados 10mL do solvente cloroférmio-metanol
(2:1) para lavar as paredes dos bales. Os volumes finais dos extratos filtrados foram lidos.

Uma solucdo de sulfato de s6dio com concentracdo de 1,5 % foi adicionada a cada
uma das provetas contendo o extrato filtrado. Os volumes da solucdo de sulfato de sodio
adicionados corresponderam a 20% dos volumes de extratos filtrados. As provetas foram
agitadas para propiciar a separacdo das fases (IV). Os volumes das fases inferiores foram
lidos, e as fases superiores foram retiradas através de succdo com pipeta graduada e
descartadas.

Uma aliquota de 5mL do extrato (fase inferior) foi retirada com pipeta volumeétrica, de
cada proveta, e transferida para um béquer, previamente pesado e seco em estufa a 105°C.

Os béqueres foram levados a estufa a 55°C para evaporar a mistura de solventes. Apos
30 minutos na estufa, os béqueres foram acondicionados no dessecador para resfriar.
Transcorrido o tempo de 15 minutos os béqueres com os lipidios (V) foram pesados em

balanca analitica.
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Figura 13 - Processo de diterminagéo de lipidios
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Fonte: Autora (2016).

As porcentagens de lipidios das amostras foram calculadas pelo produto dos volumes
das fases inferiores dos extratos, apds a separacdo das fases, pelas diferencas das massas dos
béqueres com lipidios e béqueres tarados, divididos por 5 e pelas massas das amostras
(biomassas), tudo isso multiplicado por 100, conforme a equacgéo 7:

VOlumefaseinf X (massafinal — MAasSQinjciar)
5xM

%Lipidio =
(07)
Onde:

volumesseint - Volume do extrato da fase inferior

massasina - Massa final do béquer com lipidio

masSainiciar - Massa do béquer seco

M - massa da amostra

3.6.4 Desenvolvimento da 4° Etapa
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Diante dos resultados obtidos nas etapas anteriores, avaliou-se 0s parametros cinéticos,
a produtividade, a remocéo da carga poluidora e a quantidade de lipidios de cada microalga
para determinar qual espécie € mais viavel a producdo de biocombustivel, além disso, foi
realizado um estudo estatistico afim de corroborar tais conclusoes.

Durante a realizacdo deste trabalho fez-se o estudo da matriz de correlagdo com o
objetivo de verificar o nivel de relacdo entre as variaveis analisadas. Além deste, foi efetuado
um estudo estatistico multivariado dos dados por meio da Analise em Componentes Principais
a fim de estudar a formacéo dos grupos de variabilidades equivalentes. O critério adotado para
selecdo de variaveis foi a existéncia de uma correlagdo minima de +/ - 0,6 entre a coluna da
variavel e pelo menos duas outras varidveis. Para estas analises foram utilizados os programas
Microsoft Excel 2016 e STATISTIC 7.0.

Para analisar a diferenca entre as microalgas por meio da comparagdo dos parametros
estudados, recorreu-se a andlise da variancia (ANOVA). Assim, foi adotado um nivel de
confianca de 99%, ou um p-valor de 0,01, e uma hip6tese nula de que nédo existe diferenca
entre os parametros avaliados para as duas microalgas. Caso a hipo6tese nula ndo seja
rejeitada, de acordo com o nivel de confianca de 99%, o p-valor encontrado deve apresentar
um valor superior a 0,01, com isso 0s parametros estudados serdo iguais estatisticamente.
Caso o p-valor seja inferior a 0,01, a hipdtese nula passa a ser, estatisticamente, rejeitada, e

assim os parametros avaliados apresentardo diferenca estatisticamente significativas.
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CULTIVO DE MICROALGAS EM DIFERENTES CONDICOES FISICO-QUIMICA

4.1.1 Chlorella sp. sob diversas condi¢oes de pH

Servindo de base para o estudo, realizou-se um cultivo de Chlorella sp. em meio de
cultivo BBM sem ajuste de pH (pH do BBM = 7) e sem alteracdo na disponibilidade de luz. A
Figura 14 ilustra a curva de crescimento da microalga nas respectivas condigdes, ressaltando
que o cultivo iniciou com uma densidade celular de 2,16x10° células.mL™ e alcancou a

densidade maxima de 1,80x10’ células.mL™ em apenas quatro dias.

Figura 14 - Curva de crescimento da microalga Chlorella sp. em meio BBM
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Fonte: Autora (2016).

Estudos realizados por Ferreira (2012) com cepas de Chlorella sp. cultivadas em meio
BBM e sob as mesmas condigdes de aclimatacdo usadas nesta pesquisa, obteve densidade
celular em quatro dias similar ao do estudo (1,6 x10” células.mL™) e alcangou densidade
méaxima apenas do décimo sexto dia de cultivo com 5,9 x10”.cel.mL™.

Santos et al. (2010), estudaram o crescimento da Chlorella vulgaris em meio de
cultura Conway modificado com fotoperiodo de 12 horas em fotobioreatores de vidro de
250mL com intensidade luminosa de 4000lux e obtiveram a densidade méxima celular no
oitavo dia cultivo de 2,5 x 107 cel.mL™, densidade bem préxima ao encontrada no estudo.

A fim de verificar a influéncia que a variacdo de pH exerce sobre 0s parametros
cinéticos e sobre a produtividade de biomassa da microalga Chlorella sp., foram elaborados
cultivos variando-se o pH do meio de cultura BBM em uma faixa de 5,0 a 9,0 (Figura 15),

mantendo-se as aclimataces fisicas utilizadas usualmente (12h de luminosidade).



Figura 15 - Curvas de crescimento da microalga Chlorella sp. sob variagdes de pH
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Fonte: Autora (2016).
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Todos os cultivos iniciaram com uma densidade celular na ordem de 10° cel.mL? e,
apesar da variacdo de pH, apresentaram Gtima adaptacao e desenvolvimento celular chegando
a alcancar populagdo na ordem de 107 cel.mL™.

Dentre os cultivos da Chlorella sp., o realizado com o pH 8,5 foi 0 que apresentou
maior densidade celular (4,79x10"cel.mL1), assim como os melhores resultados de velocidade
especifica maxima de crescimento e tempo de geracdo, conforme verificado na Tabela 8.
Corroborando esse cultivo com o cultivo-base (pH 7,0), verificou-se pouca diferenca entre 0s
parametros cinéticos e a produtividade, indicando que os meios de cultura em pH neutro ou
alcalino promovem melhor adaptagdo e crescimento na respectiva microalga. Salienta-se
também que o pH &cido proporcionou elevado tempo de geracdo e assim necessitou de um

tempo maior para dobrar sua concentracdo celular inicial.

Tabela 8 - Parametros cinéticos e produtividade de biomassa dos cultivos de Chlorella sp. sob
variagoes de pH

pH do meio de  Velocidade especifica Tempo de Produtividade de
cultura Mmax (h?1) geracao (h) biomassa (g.L*.d?1)
55 0,0293 23,66 0,0438
6,5 0,0381 18,19 0,0942
7,0 (inalterado) 0,0517 13,41 0,1123
7,5 0,0470 14,75 0,0787
8,5 0,0526 13,18 0,1008

Fonte: Autora (2016).

Marinho et al. (2009) cultivaram Chlorella vulgaris em meio de cultura Conway
modificado mantida a temperatura de 24+1°C, com fotoperiodo integral e intensidade
luminosa de 5000 lux fornecida a partir de lampadas fluorescentes de 40W, com trés
variaces de pH: 5,7 e 9. Em tal estudo foi observado densidade celular maxima (1,0005 x 108
cel.mL?) na variagdo de pH 5,0 no nono dia de cultivo, porém até o sexto dia de cultivo foi
encontrado valores superiores de densidade celular na variacdo de pH 7,0, evidenciando assim
a possibilidade de inserir residuos liquidos que apresentam caracteristicas acidas no meio de
cultivo destas microalgas. Contudo, no presente estudo as densidades celulares na variagdo de
pH 7,5 foram superiores a varia¢ao de pH 5,5 em todas as fases de crescimento.

Segundo Esteves (1988), em meio aquoso o carbono inorgénico pode estar na forma
de CO, H.COs (4cido carbdnico), HCO®* (bicarbonato) ou COs®> (carbonato) e suas

proporcOes dependem do pH, sendo que, conforme o aumento do pH (alcalinizagdo) as
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proporcOes bicarbonatos e carbonatos aumentam no meio de cultura. Assim, em uma cultura
com pH é&cido ocorre uma maior disponibilidade de CO2, sendo esta, a fonte de carbono
preferida pelas microalgas.

Sutherland et al. (2015) investigaram os efeitos da adicdo de CO2 no cultivo de
microalgas em &guas residuarias, ao longo de um gradiente de pH, e observaram melhor
eficiéncia fotossintética quando o pH das culturas foram reduzidos para 8 e 6,5, onde 0 pH 6,5
promoveu o melhor rendimento de biomassa das microalgas Micractinium bornhemiense e
Pediastrum boryanum, porém reduziu de forma significativa a eficiéncia na absorcdo de
nutrientes. 1sso demonstra que, para o tratamento de &guas residuarias, o pH alcalino favorece
a remogdo de nutrientes, de modo que a microalga Chlorella sp. ao desenvolver melhor
cinética de crescimento em pH 8,5, é uma forte candidata para remediacdo de efluentes
alcalinos.

Desse modo, observando-se que do cultivo base (pH 7 - inalterado) para o cultivo com
pH 8,5 os parametros cinéticos e a produtividade (apresentados na Tabela 8) foram quase
equivalentes aliado ao fato de ndo necessitar de reagentes para ocasionar essa variacdo no pH,
optou-se por selecionar essa condicdo quimica para 0s demais experimentos, ou seja, deu-se

continuidade aos estudos com a Chlorella sp. sem alterar o pH do meio de cultura BBM.

4.1.2 Chlorella sp. sob diversas condigdes de luminosidade

No intuito de investigar a influéncia que a variacdo de luminosidade pode exercer
sobre o crescimento da microalga Chlorella sp, foram elaborados cultivos variando-se a
disponibilidade de luz no meio em intervalos de 6h, 12h, 18h e 24h. Ressalta-se que o cultivo
com 12h de luz é o cultivo-base conforme mencionado no exposto acima.

A Figura 16 ilustra as curvas de crescimento da respectiva microalga sob as condi¢des
de luminosidade supracitadas. Os cultivos foram realizados sem alteragdo do pH do meio de
cultura e iniciaram com uma densidade celular na ordem de 10° cel. mL™L,

Verificou-se que os cultivos com menor luminosidade apresentaram uma maior fase
lag, o que corresponde a um lento crescimento nos primeiros dias ap6s o indculo. Ja os
cultivos com maior disponibilidade de luz rapidamente chegaram a fase exponencial devido a
intensificagcdo no processo de fotossintese e assim apresentaram acelerado crescimento ja no

segundo dia ap0s o indculo.



Figura 16 - Curvas de crescimento da microalga Chlorella sp. sob variacdes de luminosidade
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O cultivo da Chlorella sp. com radiagdo luminosa por 24h foi 0 que obteve a maior
densidade celular (3,30 x 107 cel.mL™), porém os melhores pardmetros cinéticos foram

constatados nos cultivos com luminosidade por 12h conforme descrito na Tabela 9.

Tabela 9 - Parametros cinéticos e produtividade de biomassa dos cultivos de Chlorella sp. sob
variacdes de luminosidade

Horasde luz  Velocidade especifica Tempo de Produtividade de
(n) Rmax (1) geracdo (h) biomassa (g.L*.d?)
6 0,0227 30,54 0,00375
12 0,0517 13,41 0,11233
18 0,0436 15,90 0,13440
24 0,0464 14,94 0,14917

Fonte: Autora (2016).

Observou-se que a baixa disponibilidade de luz reduziu consideravelmente o
desempenho da microalga em estudo, que apresentou menor cinética de crescimento em
decorréncia da iluminagéo de 6h. Fato comprovado em estudos realizados por Chiranjeevi e
Mohan (2016), que mostraram uma maior produtividade de biomassa de microalgas na
presenca de luz que na auséncia.

Segundo Chisti (2007) cerca de 25% da biomassa produzida durante o dia é perdida no
decorrer da noite devido a alta taxa de respirag&o.

Han et al. (2015) estudaram a influéncia da luz no crescimento da Chlorella sp.
fornecendo energia com intensidade na faixa de 2.000-10.000 lux, e observaram que a taxa de
crescimento e o rendimento de biomassa seca apresentaram resultados mais satisfatorios a
medida que se aumentava a intensidade luminosa, porém, 6.000 lux satisfez completamente a
necessidade das microalgas. Para o atual estudo, verifica-se que um tempo de exposi¢édo a luz
intermediario € suficiente para as necessidades microalgais, pois promoveu a melhor cinética
de crescimento. Além disso, em larga escala se pretende simular as condi¢des externas do
meio ambiente, o que reforca o a utilizacdo do tempo de luminosidade de 12h para o cultivo

de Chlorella sp.

4.1.3 Scenedesmus sp. sob diversas condicdes de pH

Servindo de base para o estudo, realizou-se um cultivo de Scenedesmus sp. em meio
WC sem ajuste de pH (pH do WC = 9) e sem alteracdo na disponibilidade de luz. A Figura 17

ilustra a curva de crescimento da microalga nas respectivas condigdes, ressaltando que o
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cultivo iniciou com uma concentragio de 8,66 x 10° células.mL? e alcancou a densidade

celular méxima de 1,40x10’ células.mL™ no sétimo dia de cultivo.

Figura 17 - Curva de crescimento da microalga Scenedesmus sp. em meio WC
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Fonte: Autora (2016).

Menezes et al. (2009) realizaram cultivos de cepas de Scenedesmus sp. em diferentes
meios e alcancaram densidade celular maxima de 6 x 10° células.mL* no meio LC Olico e 3,8
x 108 células.mL™* no meio WC, ambos apds o décimo dia de cultivo.

Estudo realizado por Lemos (2012) com a Scenedesmus sp. em meio Guillard — “F/2”
modificado, a temperatura de 17 + 2 °C e a iluminagdo em aproximadamente 111,5 pmol
fotons.m™.s%, obtida por meio de l1ampadas fluorescente, sem fotoperiodo, obteve densidade
celular maxima de 1,2 x 107 células.mL™* no décimo nono dia de cultivo, valor bem préximo
ao encontrado no estudo s6 que em menor tempo.

A fim de verificar a influéncia que a variacdo de pH exerce sobre os parametros
cinéticos e sobre a produtividade de biomassa da microalga Scenedesmus sp., foram
elaborados cultivos variando o pH do meio de cultura WC em uma faixa de 5,0 a 9,0 (Figura
18), mantendo-se as aclimatagdes fisicas utilizadas usualmente (12h de luminosidade).

Todos os cultivos iniciaram com uma densidade celular na ordem de 10° células.mL™
e, apesar da variacdo de pH, alcancaram quantidades semelhantes de nimero de células. O
cultivo de Scenedesmus sp. em meio WC com pH 8,5 foi o que apresentou maior densidade
celular (1,76x107 cel.mL?), assim como os melhores resultados de velocidade especifica
méaxima de crescimento e tempo de geracdo, no entanto, desenvolveu uma das menores

produtividades quando relacionado com os demais, conforme verificado na Tabela 10.



Figura 18 - Curvas de crescimento da microalga Scenedesmus sp. sob variacGes de pH
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Tabela 10 - Parametros cinéticos e produtividade de biomassa dos cultivos de Scenedesmus sp. sob
variacdes de pH

pH do meiode  Velocidade especifica Tempo de Produtividade de
cultura Mmax (h™) geracdo (h) biomassa (g.L*.d?)
55 0,0329 21,07 0,05292
6,5 0,0214 32,39 0,07908
7,5 0,0303 22,88 0,08450
8,5 0,0374 18,53 0,07525
9,0(inalterado) 0,0360 19,25 0,09556

Fonte: Autora (2016).

Comparando o cultivo de Scenedesmus sp. em meio WC com pH 8,5 com o cultivo-
base (pH 9,0), verificou-se bastante proximidade entre os parametros cinéticos, indicando que
0s meios de cultura em pH alcalino promovem melhor adaptacdo e crescimento para a
microalga em questdo. Desse modo, utilizou-se a produtividade em biomassa como fator
decisivo para escolha da melhor condi¢do quimica, devido a esta ser componente essencial
para a producdo de biocombustiveis, portanto, deu-se continuidade aos estudos com
Scenedesmus sp. sem alterar o pH do meio de cultura WC tendo em vista que esse meio
apresenta a melhor produtividade para a microalga estudada.

Tripathi et al. (2015) cultivaram Scenedesmus sp. em meio de cultura BG-11, com pH
7,4 e 18 h de luz, e analisaram a influéncia do pH alterando-o numa faixa entre 7 e 10, em que
a microalga obteve sua maior produtividade em pH 8, mostrando que seu meio de cultivo
deve ser alcalino. Chiranjeevi e Mohan (2016) também verificaram maior producdo de
biomassa em pH alcalino (8,5),que em pH &cido (6) e neutro (7,5). Fato reforcado no presente
estudo, onde a produtividade da respectiva microalga aumentou juntamente com o pH.

Xin et al. (2011) descreveram que, ao cultivarem Scenedesmus sp. em diferentes
concentracdes de pH (3,9 - 10,3), o crescimento da microalga foi inibido pela condicdo &cida
(pH<6,0). Aburai et al. (2015) cultivaram a Scenedesmus sp. em BBM autoclavado, com pH
ajustado para 8, em Erlenmeyers de 500mL, e obtiveram uma velocidade especifica maxima
de crescimento de 0,0112 ht. Corroborando essa velocidade com o presente estudo, verifica-
se que 0 meio WC em pH alcalino, além de favorecer a producdo de biomassa, também
favoreceu a cinetica de crescimento da microalga, cuja velocidade especifica maxima de

crescimento alcangou o valor de 0,0360 h™t em pH 9.

4.1.4 Scenedesmus sp. sob diversas condic¢des de luminosidade
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No intuito de investigar a influéncia que a variacdo de luminosidade pode exercer
sobre o crescimento da microalga Scenedesmus sp, foram elaborados cultivos variando-se a
disponibilidade de luz no meio em intervalos de 6h, 12h, 18h e 24h. Ressalta-se que o cultivo
com 12h de luz é o cultivo-base conforme mencionado no exposto acima.

A Figura 19 ilustra as curvas de crescimento da respectiva microalga sob as condicdes
de luminosidade supracitadas. Os cultivos foram realizados mantendo-se a melhor condigéo
de pH definida na secdo anterior.

Os cultivos com 6h e 12h de luz iniciaram com um nimero de células na ordem de 10°
cel.mL?, enquanto que os com 18h e 24h de luz iniciaram na ordem de 10* cel.mL™. Por esse
motivo, 0s dois primeiros alcancaram maiores valores de nimero de células que os demais.
No entanto, verifica-se que os cultivos com menor luminosidade apresentaram uma maior fase
lag, o que corresponde a um lento crescimento nos primeiros dias ap0s o indéculo. Ja os
cultivos com maior disponibilidade de luz rapidamente chegaram & fase exponencial,
apresentando acelerado crescimento ja no segundo dia ap6s o inéculo.

Para uma melhor analise da influéncia da radiacdo luminosa sobre a microalga
Scenedesmus sp. a Tabela 11 expbe os dados de velocidade especifica maxima de
crescimento, tempo de geracdo e produtividade de biomassa dos cultivos com 6h, 12h, 18h e
24h de iluminacéo.

Tabela 11 - Pardmetros cinéticos e produtividade de biomassa dos cultivos de Scenedesmus sp. sob
variagOes de luminosidade

Horas de luz  Velocidade especifica Tempo de Produtividade de
(h) pmax (1) geracdo (h) biomassa (g.L1.d?1)
6,0 0,0165 42,01 0,05217
12,0 0,0360 19,25 0,09556
18,0 0,0291 23,82 0,09517
24,0 0,0420 16,50 0,13108

Fonte: Autora (2016).

O cultivo da Scenedesmus sp. com radiacdo luminosa por 24h foi 0 que obteve o
menor tempo de geragdo, ou Seja, 0 menor tempo para duplicar sua concentragdo inicial,
porém a justificativa para ndo utilizar o fotoperiodo integral neste trabalho se deve ao fato de
ndo simular as mesmas condi¢des ambientais do campo, uma vez que o intuito é efetuar o

cultivo a céu aberto e evitando o uso de energia artificial que encarecera o custo do cultivo.
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4.2 CULTIVO DAS MICROALGAS EM EFLUENTE DE UASB

O cultivo de microalgas como a Chlorella sp. e Scenedesmus sp. tem sido associado a
um grande potencial para produgdo de biocombustiveis. Uma das limita¢Ges para a producéo
de microalgas em escala industrial é a disponibilidade de suplementos nutricionais de baixo
custo (CHISTI, 2007). Portanto, tém-se realizado diversos estudos com o cultivo de
microalgas em efluentes, como uma forma de minimizar os custos de producdo de
biocombustiveis a partir das mesmas (BENEMANN, 2009).

Para tanto, buscou-se o aproveitamento de efluentes de sistemas de tratamento
anaerdbio de esgotos domésticos provenientes de reator tipo UASB e assim foram realizados
cultivos de Chlorella sp. e Scenedesmus sp. com suplementacdo desse efluente nas proporcdes
de 20%, 30%, 50%, 70%, 80% e 100%, objetivando estudar a cinética de crescimento celular

em funcéo das diferentes concentracOes e formulagdes do meio de cultura utilizado.

4.2.1 Chlorella sp. cultivada em meio BBM suplementado com efluente de UASB

Para estudar a cinética de crescimento celular em funcgéo das diferentes concentraces
oferecidas aos cultivos, foram plotadas curvas de crescimento para cada experimento (Figura
20) e assim foram avaliados os parametros cinéticos (densidade celular, velocidades
especificas maximas de crescimento e tempos de geracdo), produtividades de biomassa,
remocdo da demanda quimica de oxigénio de cada cultivo com o objetivo de identificar as
condigdes que melhor promoveram o desenvolvimento da microalga em estudo.

A partir das curvas ilustradas na Figura 20 observou-se que todas as concentracdes
favoreceram a um excelente desenvolvimento celular da Chlorella sp., em que todos
atingiram a ordem de 107 cel.mL ao final dos cultivos. Esse fato é comprovado por Lucio
(2014) que realizou estudos com a microalga Chlorella vulgaris cultivada em efluente
doméstico como meio de cultura alternativo e obteve uma densidade celular maxima de 5,2 x

107 cel.mL™.
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Figura 20 - Curvas de crescimento da Chlorella sp. em meio BBM suplementado com diferentes proporcoes de efluente de UASB
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Os dados experimentais da Chlorella sp. em meio de cultivo BBM contendo 20% do
efluente de UASB, mostram um elevado crescimento da microalga em 9 dias de cultivo em
que iniciou com 1,36x10° células.mL?* e terminou com 6,93x10’ células.mL™. Vieira et al.,
(2014) avaliaram o crescimento da Chlorella sp. em efluentes agroindustriais (suplementados
na mesma proporcao) e perceberam dificuldade na adaptacgdo celular assim como crescimento
tardio das microalgas em estudo, apresentando densidade maxima celular ja no quarto dia
(6,95 x 10° cel.mL™*) com posterior declinio nos dias seguintes. Assim verifica-se que, com
efluentes domésticos essa concentracdo é mais facilmente adaptada pela Chlorella sp.

Os resultados experimentais da Chlorella sp. em meio de cultivo BBM contendo 30%
de efluente de UASB, evidenciam 6timo crescimento no periodo de 9 dias. O cultivo iniciou
com 1,26x10° células.mL* e foi finalizado com 4,41x10" células.mL™. Estudo realizado por
Cunha (2014) nesta mesma proporcdo de efluente de UASB obteve densidade celular maxima
de 8,33 x10°el.mL?, tendo este iniciado com 3,73x10° cel.mL?, mostrando-se assim
resultados similares com o presente estudo.

Os dados experimentais da microalga em estudo, cultivada em BBM com adicéo de
50% de efluente de UASB foram os mais expressivos. Esse cultivo partiu de uma populacéo
de 1,06x10° células.mL? e atingiu a maior densidade celular dentre todos os cultivos
(8,66x107 células.mL?) demostrando que os nutrientes presentes no efluente de UASB
favoreceram satisfatoriamente ao crescimento das microalgas. Em contrapartida aos cultivos
suplementados com 20 e 30% de efluente de UASB, o cultivo em questdo apresentou uma
adaptacdo mais rapida no inicio dos cultivos, fato esse comprovado nas fases lag de cada
cultivo mencionado, e por isso foi beneficiado com um desenvolvimento mais eficiente
quando comparado aos demais.

O cultivo da Chlorella sp. em meio BBM contendo 70% de efluente de UASB, no
tempo de 9 dias iniciou com 2,61x10° células.mL™ e terminou com 6,98x10" células.mL™,
também apresentando excelente crescimento celular, visto que comegou com uma
concentracéo inferior de células (na ordem de 10° células.mL™) quando comparado com os
demais cultivos (que iniciaram na ordem de 108 células.mL™).

Os resultados experimentais da Chlorella sp. em meio de cultivo BBM contendo 80%
de efluente de UASB revelam que o efluente de UASB ndo é toxico para as microalgas, pelo
contréario, favorece o seu crescimento podendo ser utilizado em altas concentragfes no meio
de cultivo e assim reduzir custos ao substituir parcialmente o meio sintético. O cultivo iniciou

com 2,04x108 células.mL? e terminou com 8,35x107 células.mL. Cunha (2014) realizou
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estudo com a Chlorella sp. nestas mesmas condigdes e obteve densidade celular maxima de
2,28 x10”cel.mL™?, valor inferior ao encontrado no presente estudo.

O cultivo da Chlorella sp. em 100% de efluente de UASB, ou seja, sem 0 meio
sintético BBM exprimiram excelente e constante crescimento das microalgas, mostrando que
apenas 0s nutrientes presentes no efluente de UASB sdo suficientes para 0 seu
desenvolvimento. O cultivo durou 9 dias e iniciou com 9,23x10° células.mL™, ao seu término
contou com 6,66x107 células.mL™. Salienta-se que o descarte do meio sintético viabiliza o
cultivo da Chlorella sp para a producdo de biocombustiveis ao mesmo tempo em que essa
microalga, ao utilizar os nutrientes do efluente, estd promovendo o tratamento do mesmo.

Corroborando o presente estudo Cho et al. (2011), observaram o crescimento
gradativo de Chlorella sp., cultivada em efluente de tratamento de esgoto sanitario com
diferentes tipos de pré-tratamentos, e concluiu que o efluente apresenta componentes
disponiveis necessarios para o crescimento de microalgas, sem adi¢do externa de nutrientes.

Cunha (2014) também cultivou a microalga em estudo apenas com o efluente de
UASB, e este atingiu densidade populacional maxima de 2,28 x 107cel.mL, valor préximo
ao encontrado no presente estudo.

J& Fernandez (2013) cultivou a Chlorella sp. em 100% do concentrado da
dessalinizacdo de osmose inversa e observou a dificuldade no crescimento celular devido a
alteracdo do meio por alguns nutrientes, pois, pode ocorrer o déficit de nutrientes causando o
declinio celular, embora tenha ocorrido discreto desenvolvimento das microalgas.

As microalgas, em sua diversidade, sdo organismos muito flexiveis quanto ao habitat,
sendo encontradas tanto em ambientes Umidos terrestres, quanto em ambientes aquaticos de
agua doce, salobra e salgada. Esta capacidade proporciona vantagens consideraveis em
comparagdo com os cultivos convencionais utilizados para a producdo de biocombustiveis,
com potencial de minimizar o uso e 0s impactos ambientais adversos nos recursos naturais
solo e 4gua (FRANCO et al., 2013). Prova disso € a adaptacdo da Chlorella sp. em efluentes
do reator tipo UASB, sem uso algum de meio sintético e também em efluentes industriais
desde que em menores proporgoes.

Para avaliacdo mais efetiva dos cultivos realizados a Tabela 12 expde uma sintese dos
parametros cinéticos, das produtividades de biomassa e da remocdo da demanda quimica de
oxigénio dos cultivos de Chlorella sp. sob diversas condigdes de suplementacdo organica com
efluente de UASB. A condicdo de 0% de efluente indica o cultivo da microalga apenas em

meio BBM e a condi¢do de 100% indica o cultivo apenas em efluente de UASB. As demais
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condigdes correspondem a utilizacdo do meio BBM e do efluente de UASB em conjunto, sob
diferentes proporcoes.

Tabela 12 - Parametros avaliados nos cultivos de Chlorella sp. suplementados com efluente de UASB

Iaf’lal\JSeEr;\teode es;/:g%?::ia;:iéx Teon de ng%?;ir\r/]i:szge Remocéo de
(%) () geragao () G.L%. dY) DQO (%)
0 0,0517 13,41 0,112 -
20 0,0371 18,68 0,171 29,22
30 0,0282 24,58 0,084 25,87
50 0,0433 16,01 0,125 62,95
70 0,0491 14,12 0,106 59,00
80 0,0383 18,10 0,133 47,54
100 0,0428 16,20 0,180 23,11

Fonte: Autora (2016).

O cultivo realizado com efluente de UASB na proporcao de 70% apresentou a melhor
velocidade especifica de crescimento e o melhor tempo de geracdo dentre as demais
proporcOes, valores esses bem préximos do cultivo isento do efluente, indicando que essa
concentracdo de efluente de UASB foi a que promoveu o melhor desenvolvimento da
microalga. Por outro lado, os cultivos de 50% e 100% também obtiveram excelentes
resultados de velocidade especifica e de tempo de geracdo, uma vez que foram obtidos valores
préximos para 0s parametros cinéticos supracitados, podendo qualquer uma, dessas trés
concentracgdes, ser adotada para a producdo de biocombustiveis.

Antonio et al. (2013) cultivaram a microalga Chlorella vulgaris em meio WC
modificando intensidade de luz, concentracao celular inicial e concentracdo inicial de nitrato,
em Erlenmeyers de 500mL contendo 300mL de suspenséo celular, a 25°C, e obtiveram uma
velocidade especifica méaxima de 0,0138 ht. No entanto, Melo (2015), cultivou a Chlorella
sp. em meio BBM suplementado com vinhaga, obtendo velocidade especifica maxima de
0,0200 h' e tempo de geragio de 34,657 h.

Quando avaliados a produtividade de biomassa de cada cultivo percebe-se que a
Chlorella sp. alcangou maior valor de biomassa quando cultivada em 100% de efluente de
UASB, chegando a uma concentracdo de 0,180 g.L. d'. Porém, esse alto valor pode ter
ocorrido pelo incremento dos sais do efluente a biomassa seca, mascarando o real valor de sua

produtividade. Entre os demais cultivos destaca-se o de 20% de efluente de UASB, com uma
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produtividade em biomassa de 0,171 g.L . d%, cujo valor é justificado pela predominancia do
meio sintético especifico da microalga, onde a mesma esta adaptada e desenvolve-se melhor.

Lacio (2013) estudou o cultivo da Chlorella vulgaris em efluente doméstico como
meio alternativo e este obteve uma velocidade especifica de crescimento de 0,0154h™ e
produtividade em biomassa de 0,118 g.L .d?. Redaelli (2011) realizou cultivo da microalga
Chlorella minutussima em meio de cultura f1/2 com intensidade de 17.000lux e observou na
fase exponencial do crescimento a velocidade especifica maxima de 0,0254 h™! semelhante a
obtido no cultivo com 30% de efluente de UASB.

Buscando-se a viabilidade econdmica dos cultivos, destacam-se as proporcdes de 50%
e 80%, com produtividades de 0,125 e 0,133 g.Lt. d?, respectivamente. Dentre esses, 0
cultivo de 50% mostrou-se superior em relacdo ao numero final de células, velocidade
especifica de crescimento e tempo de geracao.

A Tabela 12 também mostra dados de remocdo de DQO, obtidos por meio de analises
realizadas no inicio e no fim de todos os cultivos. Pode-se observar que nas concentragdes de
50% e 70% de efluente de UASB a microalga reduziu a DQO em 62,95% e 59,00%,
respectivamente, sendo esses 0os melhores resultados e proporc¢des para promover o tratamento
do efluente. Percebe-se também que, ao se aumentar a concentracdo do efluente, a reducao de
DQO diminui. Isso acontece devido ao fato do efluente de UASB possuir muita carga
organica de dificil assimilacdo por microrganismos, uma vez que a parte mais assimilavel ja
foi consumida durante o tratamento anaerdébio do esgoto sanitéario.

Torres et al. (2014) ao cultivar Chlorella sp. em efluente de UASB autoclavado
obtiveram 36,8% de remoc¢do de DQO como melhor resultado, valor menor que o alcangado
neste estudo. Isso indica que a desinfeccao prévia do efluente, além de ndo promover aumento
na geracao de lipidios, também ndo melhorou a remocdo de DQO, podendo ser descartada
para minimizar os custos energéticos.

Melo (2015), ao cultivar Chlorella sp. em meio BBM suplementado com vinhaca,
conseguiu uma remogdo de DQO de 87,57%, reduzindo a DQO do meio de 1528,33 mg.L*
para 190,00 mg.L?, destacando a resisténcia dessa microalga e também a sua eficacia no
tratamento de efluentes agroindustriais.

De modo geral, as concentragdes de 50% e 70% se destacaram na maioria das analises.
Dentre elas, a mais recomendada para a producdo de biocombustiveis € a de 50%, por ser o
cultivo em que a Chlorella sp. melhor se adaptou, desenvolvendo a melhor cinética de

crescimento microalgal, a maior produtividade em biomassa e por promover excelente
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reducdo na DQO. Tais fatos foram determinantes para que essa fosse a concentragdo de
efluente de UASB adotada para a determinacdo dos lipidios totais.

Os dados obtidos no presente estudo destacam a importancia das microalgas como
alternativa para o saneamento, pois promovem a biorremediacdo dos efluentes, geram
biomassa que pode ser utilizada como fonte de energia e promovem a reducdo dos impactos
ambientais que seriam causados com o lancamento inadequado de efluentes, ricos em

nutrientes, em corpos hidricos.

4.2.2 Scenedesmus sp. cultivada em meio WC suplementado com efluente de UASB

Para estudar a cinética de crescimento celular em funcéo das diferentes concentracfes
oferecidas aos cultivos, foram plotadas curvas de crescimento para cada experimento (Figura
21) e assim foram avaliados os parametros cinéticos (densidade celular, velocidades
especificas maximas de crescimento e tempos de geracdo), produtividades de biomassa,
remocao da demanda quimica de oxigénio de cada cultivo com o objetivo de identificar as
condic¢des que melhor promoveram o desenvolvimento da microalga em estudo.

A partir das curvas ilustradas na Figura 21 observou-se que todas as concentragdes
favoreceram a um excelente desenvolvimento celular da Scenedesmus sp., em que todos 0s
cultivos atingiram densidade celular na ordem de 107 células.mL™ ao final dos cultivos.
Oliveira (2013) também realizou estudos com a microalga Scenedesmus sp., todavia, esta foi
cultivada em meio sintético Chu adicionado com efluente de bovinocultura biodigerido em
diferentes concentracdes (10 a 30%), e este apresentou grande eficiéncia na cinética de

crescimento celular da microalga em estudo.
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Figura 21 - Curvas de crescimento da Scenedesmus sp. em meio WC suplementado com diferentes propor¢des de efluente de UASB
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A curva de crescimento da Scenedesmus sp. em meio de cultivo WC contendo 20% de
efluente de UASB, apresenta pequena fase lag, que indicou boa adaptacdo da microalga nessa
proporcao do efluente. O cultivo iniciou com 1,39x10° células.mL™ e finalizou com 1,28x10’
células.mL™ e teve duracéo de 9 dias.

Os resultados experimentais da Scenedesmus sp. em meio de cultivo WC contendo
30% de efluente de UASB, evidenciaram crescimento mais lento que o cultivo anterior, no
entanto, foi o que atingiu a maior densidade celular (3,55x107 células.mL™) dentre os demais
cultivos.

O cultivo da Scenedesmus sp. em WC com adicéo de 50% de efluente de UASB foi o
Unico a iniciar a fase de declinio no nono dia. Tal cultivo iniciou com densidade celular de
2,17x10° células.mL™ e alcangou a concentragio maxima 2,24x107 células.mL™ no oitavo dia.
Rossi (2013) em estudos com a Scenedesmus sp. concluiu que as maiores densidades celulares
ao final do periodo de cultivo (16° dia) foram obtidas na concentracdo de 50% do efluente
domestico de reator UASB.

O cultivo da microalga reportada no estudo em meio WC contendo 70% de efluente de
UASB apresentou crescimento continuo, com rapida adaptacao e acelerado desenvolvimento
microalgal. O cultivo iniciou com 2,15x10° células.mL? e alcangou uma concentracio
maxima de 2,70x107 células.mL* apds nove dias.

Os dados experimentais da microalga em estudo, cultivada em WC com adicdo de
80% de efluente de UASB foram bastante expressivos, provando que o efluente de UASB nao
¢ téxico para as microalgas em estudo e que favorece o seu crescimento, podendo ser
utilizado em altas concentragdes no meio de cultivo e ainda reduzir os custos ao substituir
parcialmente o meio sintético. O cultivo iniciou com 1,67x108 células.mL? e finalizou com
2,26x107 células.mL™.

Assim como o cultivo anterior, 0s dados experimentais da Scenedesmus sp. cultivada
em 100% de efluente de UASB, ou seja, sem 0 meio sintético WC exprimiram excelente e
constante crescimento das microalgas, mostrando que apenas 0s nutrientes presentes no
efluente de UASB séo suficientes para o seu desenvolvimento. O cultivo durou 9 dias e
iniciou com 1,68x10° células.mL?, ao seu término contou com 2,54x107 células.mL™.
Salienta-se que assim como a Chlorella sp. o descarte do meio sintético viabiliza o cultivo da
Scenedesmus sp. para a producdo de biocombustiveis a0 mesmo tempo em que essa
microalga, ao utilizar os nutrientes do efluente, estd promovendo o tratamento do mesmo.

Para avaliacdo mais aprofundada dos cultivos realizados a Tabela 13 exibe um resumo

dos parametros cinéticos, das produtividades de biomassa e da remog¢édo da demanda quimica
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de oxigénio dos cultivos de Scenedesmus sp. sob diversas condi¢cdes de suplementagéo
organica com efluente de UASB. A condi¢édo de 0% de efluente indica o cultivo da microalga
apenas em meio WC e a condicdo de 100% indica o cultivo apenas em efluente de UASB. As
demais condices correspondem a utilizacdo do meio WC e do efluente de UASB em

conjunto, sob diferentes proporgoes.

Tabela 13 - Pardmetros avaliados nos cultivos de Scenedesmus sp. suplementados com efluente de

UASB
Efluenteode es;)/:;%?::iasr:ax Teon de ng%?;xfszge Remogég de
UASB (%) (h) geracao (h) (@.L. d) DQO (%)
0 0,0360 19,25 0,0956 -

20 0,0239 29,00 0,09215 15,3

30 0,0225 30,81 0,09689 13,9

50 0,0168 41,26 0,08348 15,6

70 0,0235 29,50 0,08385 25,3

80 0,0270 25,67 0,09607 32,8

100 0,0254 27,29 0,08444 30,1

Fonte: Autora (2016).

O cultivo realizado com efluente de UASB na proporcéo de 80% apresentou a melhor
velocidade especifica de crescimento e, consequentemente, o melhor tempo de geracdo dentre
as demais proporc¢des, valores esses que demonstram pequena distancia quando comparado
aos valores com cultivo isento do efluente. Destaca-se que 0s parametros cinéticos obtidos a
partir do cultivo com 100% de efluente apresentou grande semelhanca com o de 80%,
indicando que essas concentracbes de efluente de UASB promoveram o melhor
desenvolvimento da microalga.

Quando avaliou-se a produtividade de biomassa de cada cultivo percebe-se que a
Scenedesmus sp. alcangou maior valor de biomassa quando cultivada em 30% de efluente de
UASB, chegando a uma produtividade de 0,0969 g.L. d?, esse valor ¢é justificado pela
predominancia do meio sintético especifico da microalga, em que a mesma esta adaptada e
desenvolve-se melhor.

Oliveira (2013) estudou a produtividade de biomassa seca da microalga Scenedesmus
sp. cultivada em meio Chu e obteve valores de 0,0618 g.L™. dl. Dzuman (2013) também
cultivou a microalga Scenedesmus sp. em meio Chu padréo e reciclado, com temperatura de
20 £ 2°C, iluminagdo com fotoperiodo de 12 horas de luz, realizada com lampadas

fluorescentes brancas de 40 Volts, e aeracdo efetuada por compressor conectado a um
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borbulhado continuo com vazdo de 1L.min? de ar, alcangando, apds 10 dias, uma
produtividade de biomassa de 0,068 g.Lt.d.

Rossi (2013) cultivou em batelada simples na condi¢do otimizada em efluente (50%)
cepas de Scenedesmus sp. e esta apresentou produtividade de biomassa de 0,034 g.Lt.d?. Ja
Baugartner et al. (2013) cultivaram a microalga Scenedesmus acuminatus em diferentes meios
de cultura, sendo eles meio MC, DM, NPK (10:10:10) e NPK (20:5:10), em que o cultivo
utilizando o meio MC apresentou a melhor produtividade de biomassa algacea em funcéo do
tempo (0,0811 g.Ltd?!). Em comparacio com o atual estudo, verifica-se que as
produtividades encontradas em todos os cultivos foram superiores as referéncias citadas,
revelando que tais cultivos apresentaram excelente cinética de crescimento a microalga
Scenedesmus sp.

A Tabela 13 também mostra dados de remoc¢édo de DQO, obtidos por meio de analises
realizadas no inicio e no fim de todos os cultivos. Pode-se observar que nas concentracdes de
80% e 100% de efluente de UASB a microalga reduziu a DQO em 32,8% e 30,1%,
respectivamente, sendo esses os melhores resultados e proporc¢des para promover o tratamento
do efluente. Esses valores podem induzir baixa remocdo da DQO, contudo, o reator UASB ao
qual era gerado o efluente estava sendo operado com um alto tempo de detencdo hidraulica
(12h), além de receber uma microaeracdo, operando assim com eficiéncia em torno de 74%,
logo a parte mais assimilavel ja havia sido consumida durante o tratamento do esgoto
sanitario, resultando assim apenas compostos complexos de dificil assimilacdo pela
microalga.

Silva (2014) utilizou esgoto sanitario biodigerido para cultivar a microalga
Scenedesmus sp. em reatores tipo airlift, e atingiu uma remocao de DQO de 36%, valor bem
préximo ao alcangado nesse estudo.

De modo geral, as concentracGes de 80% e 100% se destacaram na maioria das
analises. Ambas apresentaram as melhores cinética de crescimento microalgal e os melhores
valores de reducdo na DQO. Buscando a viabilidade econdmica para a producdo de
biocombustiveis optou-se pela concentracdo de 100%, pois assim o0s gastos decorrentes do
meio sintético serdo ausentes.

E importante ressaltar que todas as concentracdes de efluente de UASB promoveram o
crescimento das duas microalgas em estudo, podendo qualquer uma ser utilizada em larga
escala para a producdo de biocombustiveis. O que influenciara na escolha da proporcéao ideal
é 0 objetivo que se pretende alcancar, seja ele focar na producdo de biocombustiveis, seja

focar na reducdo de custos, seja focar na biorremediacao do efluente.
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4.3 QUANTIFICACAO DOS TEORES LIPIDICOS DAS MICROALGAS

4.3.1 Lipidios na Chlorella sp.

A partir da concentracdo otima (50% de efluente de UASB) obtida por meio dos
estudos realizados na secdo anterior foi realizado um cultivo em maior escala (fotobioreator
de 6L) para assim quantificar o teor de lipidios contido na biomassa microalgal.

Conforme descrito na subsecao 3.6.3, foi empregada a metodologia descrita por Folch,
Less e Sloane Stanley (1957) na extragdo dos lipidios e assim foi possivel determinar que,
para uma concentragdo de 50% de efluente de UASB, a Chlorella sp. apresentou um teor de
lipidios de 18,14%.

Melo (2015) avaliou a producao lipidica da Chlorella sp em meio BBM modificado e
em meio BBM maodificado suplementado com vinhaca, obtendo teores de lipidios de 14,7% e
11,5%, respectivamente. Matos et al. (2015) cultivaram a microalga Chlorella sp. utilizando
meio BBM suplementado com concentrado de dessalinizacdo em fotobiorreatores cénicos de
4,0 L, em gue as microalgas apresentaram teor de lipidios entre 8,5-11,4%.

Viégas (2010) estudou a extracdo de lipidios da Chlorella pyrenoidosa por meio da
mesma metodologia utilizada nesse estudo e obteve teor de 12,29% de lipidios. Torres et al.
(2014) cultivaram a Chlorella sp. em efluente de UASB autoclavado, com pH 10,0 e DQO de
162,7 mg.L?, obtendo um teor de lipidios de 13,2%. Corroborando com o presente estudo,
pode-se dizer que a desinfeccdo do efluente antes do cultivo ndo melhorou a produtividade
lipidica, pelo contrério, enfatizou a capacidade de crescimento e de geracdo de lipidios da
Chlorella sp. em efluente ndo autoclavado, tornando essa espécie de microalga interessante
para producdo de biocombustiveis em larga escala, uma vez que a mesma dispensa custos
com possiveis desinfec¢oes do efluente.

Desse modo, o efluente de UASB se destacou ao permitir condi¢cdes favoraveis o
suficiente para que a Chlorella sp. alcancasse o teor de 18,14%, valor superior a todas
referéncias supracitadas tornando-o atrativo para o cultivo de microalgas visando a produgéo

de biocombustiveis.

4.3.2 Lipidios na Scenedesmus sp.
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A partir da concentracdo 6tima (100% de efluente de UASB) obtida por meio dos
estudos realizados na secdo anterior (4.2) foi realizado um cultivo em maior escala
(fotobioreator de 6L) para assim quantificar o teor de lipidios contido na biomassa microalgal.

Para essa quantificacdo foi empregada a metodologia descrita por Folch, Less e Sloane
Stanley (1957) na extragdo dos lipidios (conforme descrito na subsecdo 3.6.3) e assim foi
possivel determinar que, para uma concentracdo de 100% de efluente de UASB, a
Scenedesmus sp. apresentou um teor de lipidios de 10,42%.

Oliveira (2013) realizou estudos com a microalga Scenedesmus sp. e observou que a
maior porcentagem de lipidios na biomassa microalgal (14,91%) foi encontrada no cultivo
suplementado com 10% de efluente de bovinocultura biodigerido quando comparada ao meio
Chu que apresentou 12,41%. Ja para o cultivo com 15% e 20% de efluente, o valor obtido foi
inferior ao meio Chu (12,03% e 11,56%).

Radmann e Costa (2008) por meio da metodologia proposta por Folch e Less
realizaram a quantificacdo de lipidios totais da microalga Scenedesmus obliquus e obteve teor
lipidico de 6,18%. Baumgartner (2011) realizou extracdo de lipidios da microalga Scendesmus
sp. pelo método de Bligh e Dyer (1959) e obteve 8,3% de lipidios totais. Chng et al. (2016)
realizou estudos de extracdo da microalga Scenedesmus dimorphus utilizando a metodologia
adaptada de Bligh e Dyer (1959) e alcancou teor de 14%.

No intuito de investigar e otimizar a melhor condicdo para a quantificacéo dos lipidios
foi realizado um estudo da influéncia do banho ultrassénico na extracdo dos mesmos. Foram
efetuados trés cultivos em meio WC, da microalga Scenedesmus sp. em fotobioreatores de 6L
afim de alcancar biomassa suficiente para extracéo.

As biomassas foram submetidas a diferentes situacGes: a primeira ndo passou por
banho ultrassénico, a segunda recebeu vinte minutos de banho e a terceira recebeu quarenta
minutos de banho ultrassénico. A partir desse estudo foi construida a Tabela 14 que expde o
tempo de banho ultrassénico com os respectivos teores lipidicos e assim foi possivel avaliar

sua influéncia no rompimento celular das microalgas.

Tabela 14 - Influéncia do banho ultrassonico na extracao de lipidios
Lipidios (%)

Com Banho Com Banho
Ultrassénico de Ultrassénico de
25Hz por 20min 25Hz por 40min

Cultivo Sem Banho
Ultrassénico

Meio WC 7,23 11,79 12,14
Fonte: Autora (2016).
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De acordo com a Tabela 14 observa-se aumento significativo no teor de lipidios ao
submeter a amostra a banho ultrassonico revelando que o processo favorece a uma maior
remocao intracelular dos lipidios proporcionado assim rompimento mais eficiente das células.
Destaca-se que o valor lipidico da microalga ndo aumentou proporcionalmente com o tempo
de sonicacdo, resultado bastante importante pois assim os gastos decorrentes a energia elétrica

requerida sera em menor escala. Em suma, tal estudo foi adotado com base para as extragdes
realizadas no presente trabalho.

4.4 ANALISE COMPARATIVA ENTRE AS MICROALGAS

Avaliando-se os parametros cinéticos, a produtividade, a remocéo da carga poluidora e
a quantidade de lipidios de cada microalga constata-se que ambas as microalgas estdo aptas a
producdo de biocombustiveis, todavia, a espécie Chlorella sp. apresenta-se como a mais
viavel devido a mesma ter atingido as maiores concentragdes celulares em todos os cultivos
realizados, ter requerido baixos tempos de geracdo ocasionando ganhos econémicos, além de
oferecer elevada produtividade e proporcionar maior remocao de carga poluidora.

A Figura 22 ilustra o comportamento celular das microalgas Chlorella sp. e
Scenedesmus sp. quando cultivadas em diferentes pH. Percebe-se que ambas as microalgas
obtiveram as maiores densidades celulares em meio alcalino, com destaque para a Chlorella

sp. que atingiu densidade celular maxima de 4,79 x 107 cel.mL* enquanto que a Scenedesmus
sp. obteve 1,76x107 cel.mL™.

Figura 22 - Comportamento da concentracao celular das microalgas Chlorella sp. (a) e Scenedesmus
sp.(b) sob variacdes de pH
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A Figura 23 apresenta o comportamento celular das microalgas estudadas quando
cultivadas em diferentes luminosidades. Constata-se que ambas as microalgas obtiveram as
maiores densidades celulares quando expostas por mais tempo a luz, com destaque novamente

para a Chlorella sp. que atingiu densidade celular maxima de 3,30 x 10 cel.mL enquanto
que a Scenedesmus sp. obteve 6,26x10° cel.mL™.

Figura 23 - Comportamento da concentracdo celular das microalgas Chlorella sp. (a) e Scenedesmus
sp.(b) sob variagGes de luminosidade
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Fonte: Autora (2016).

Na Figura 24 observa-se o comportamento celular das microalgas em questdo quando
cultivadas em diferentes proporcOes de efluentes de UASB. Verifica-se que a Chlorella sp.
apresentou as maiores densidades celulares a partir da adi¢do de 40% do efluente, chegando a
atingir 8,66x10" células.mL™ com 50% de efluente de UASB adicionado ao meio de cultura.

Ja a Scenedesmus sp. ndo revelou grandes alteracdes nas densidades celulares a medida que
foi aumentando a proporcao de efluente adicionado ao meio.

Figura 24 - Comportamento da concentragdo celular das microalgas Chlorella sp. (a) e Scenedesmus
sp.(b) suplementados com diferentes proporcdes de efluente de UASB
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Na Figura 25 foi realizado o comparativo entre as microalgas Chlorella sp. e
Scenedesmus sp. por meio dos resultados obtidos nas analises da DQO e de produtividade. A
partir da Figura 25 constata-se que a Chlorella sp. mostrou-se mais eficiente que a
Scenedesmus sp., em termos de remocdo de DQO e produtividade, em grande parte dos
cultivos com excecdo apenas para o cultivo com 100% de efluente (em que a Scenedesmus sp.
apresentou maior remogéo) e para o cultivo com 30% de efluente (em que a Scenedesmus sp.

apresentou maior produtividade).

Figura 25 - Comparativo dos resultados da remogéo de DQO e da produtividade entre as microalgas
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Fonte: Autora (2016).

Para melhor comparacdo e entendimento dos pardmetros estudados de cada
microalga foi elaborada a Tabela 15, a qual exibe o resumo de todos os resultados

encontrados no presente estudo.



Tabela 15 - Resultado comparativo entre as microalgas estudadas
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Comparativo entre as Microalgas

Chlorella sp. Scenedesmus sp.
Cultivos Velocidade esp. Tempo Produtividade | Remogdo | Velocidade esp. Tempo Produtividade | Remocéo
(Umax) - (hY) | de geragdo(h) | (g.L™*.dia) | de DQO(%) | (Mmax)-(h™) | degeracdo(h) | (g.L™.dia?) | de DQO(%)

BBM 0,0517 13,41 0,1123 - -

wC - 0,0360 19,25 0,0956 -

pH 5,5 0,0293 23,66 0,0439 - 0,0329 21,07 0,0530 -

pH 6,5 0,0381 18,19 0,0942 - 0,0214 32,39 0,0791 -

pH 7,5 0,0470 14,75 0,0787 - 0,0303 22,88 0,0845 -

pH 8,5 0,0526 13,18 0,1008 - 0,0374 18,53 0,0753 -

6h 0,0227 30,54 0,0038 - 0,0165 42,01 0,0522 -

12h 0,0517 13,41 0,1123 - 0,0360 19,25 0,0956 -

18h 0,0436 15,90 0,1344 - 0,0291 23,82 0,0952 -

24h 0,0464 14,94 0,1492 - 0,0420 16,50 0,1311 -
20% UASB 0,0371 18,68 0,1710 29,22 0,0239 29,00 0,0921 15,3
30% UASB 0,0282 24,58 0,0840 25,87 0,0225 30,81 0,0969 13,9
50% UASB 0,0433 16,01 0,1250 62,95 0,0168 41,26 0,0835 15,6
70% UASB 0,0491 14,12 0,1060 59,00 0,0235 29,50 0,0839 25,3
80% UASB 0,0383 18,10 0,1330 47,54 0,0270 25,67 0,0961 32,8
100% UASB 0,0428 16,20 0,1800 23,11 0,0254 27,29 0,0844 30,1

Lipidios

50% UASB (18,14%)
BBM (14,70%)

100% UASB (10,42%)
WC (11,79%)

Fonte: Autora (2016).
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Para verificar o nivel de relacdo entre os parametros descritos na Tabela 15 foi
realizado o estudo da matriz de correlagdo dos mesmos para cada microalga.

A Tabela 16 apresenta a Matriz de correlacdo entre os parametros avaliados para a
Chlorella sp. De maneira geral, observa-se que existe parametros que se correlacionam entre
si, com correlacdes que chegam a ordem de +/- 0,98. Constata-se que a velocidade especifica
de crescimento € um fator importante que se relaciona com diversos parametros. Com 0
aumento dessa velocidade, ocorre uma reducdo no tempo de geracdo e um aumento na
remocao de DQO.

A concentracdo de efluente de UASB apresentou correlacdo com a velocidade
especifica de crescimento e com o tempo de geracdo. Essas correlagbes indicam que um
aumento nas concentracdes de efluente de UASB acarreta aumento na velocidade e reducao
do tempo de geracdo. Nao foram observadas correlacfes significativas da produtividade com

0s demais parametros.

Tabela 16 - Matriz de correlagdo para a Chlorella sp.

Variaveis Efluente de | Velocidade | Tempo de Remocao Produtividade
UASB especifica geracao de DQO

Efluente de 1

UASB

Velocidade | gepqcaey 1

especifica

Tempode | oqer70708 .0 98322455 1

geracio

Rergoég’ de | 113207637 0623969061 -0,59085917 1
Produtividade | 0,28990958 0.249556685 -0,38727823 -0,3728228 1

Fonte: Autora (2016).

Uma maneira de identificar a formacdo de grupos com afinidades equivalentes € por
meio da Analise em Componentes Principais (ACP). Nesse ambito a Figura 26 apresenta 0s
parametros que se relacionam e sdo semelhantes entre si.

Observa-se que a projecdo de variacdo dos dados nos dois eixos principais, explicam
aproximadamente 85% (Fator 1 + Fator 2) da variabilidade do processo, representando uma
boa correlacdo entre os dados. Analisando a Figura 26, percebe-se que os resultados obtidos
corroboram com a matriz de correlagdo, mostrando a distribuicdo de elementos com dispersao

semelhante.
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A ACP da Figura 26 mostra a formacdo de 1 grupo correlacionado mais intimamente.
Esse grupo é composto pela concentracdo de efluente juntamente com a velocidade especifica
de crescimento, revelando que ocorre aumento na velocidade de crescimento a medida que
aumenta a concentracdo de efluente no meio.

Foram observadas correlagGes negativas, notando-se que a medida que a velocidade
especifica aumenta existe uma diminuicdo no tempo de geracdo, conforme j& discutido na
matriz de correlacdo. Destaca-se que a produtividade apresenta-se atuando de forma isolada

dos demais parametros.

Figura 26 - Analise em Componentes Principais para Chlorella sp.
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A Tabela 17 apresenta a Matriz de correlagdo entre os pardmetros avaliados para a
Scenedesmus sp. Constata-se de modo geral, grande nUmero de parametros que se
correlacionam entre si, com correlagdes que chegam a ordem de +/- 0,99. Salienta-se que

estas correlagcdes ocorreram de forma mais expressiva quando comparada com a Chlorella sp.
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Para essa microalga a remogédo de DQO apresentou-se como fator importante para
determinados parametros, como exemplo tem-se a concentracdo de efluente de UASB,
revelando correlacdo bastante expressiva como também correlacdo com a velocidade
especifica e com o tempo de geracao, essas correlagdes indicam que reducdes eficientes de
DQO acontecerdo em concentracdes elevadas de efluente de UASB com altas velocidades
especifica e baixos tempo de geragéo.

Assim como na analise com a Chlorella sp. observa-se que a velocidade especifica de
crescimento revela forte correlacdo com alguns parametros. Com o aumento dessa velocidade,
ocorre uma dréastica reducdo no tempo de geracdo e um aumento na remoc¢do de DQO.

Também ndo foram observadas correlacdes significativas da produtividade com os demais

parametros.
Tabela 17 - Matriz de correla¢do para a Scenedesmus sp.
L Efluente de | Velocidade | Tempo de Remocéo .
Variavels UASB especifica geracao de DQO Produtividade
Efluente de 1
UASB
Velocidade | 41775515 1
especifica
Tempode | 4 31/16709 _099043752 1
geracao
Remogdode | 0500681 069795016  -0,61999838 1
DQO
Produtividade | -0,40947501 0,42932937 -0,43816232 -0,1078896 1

Fonte: Autora (2016).

Em relacdo a ACP, observa-se que a projecdo de variacdo dos dados nos dois eixos
principais, explicam aproximadamente 95% (Fator 1 + Fator 2) da variabilidade do processo,
representando uma 6tima correlacdo entre os dados.

A ACP para Scenedesmus sp. apresentada na Figura 27 mostra a formacgéo de 1 grupo
correlacionado mais intimamente e as demais varidveis apareceram de forma isolada. Os
resultados obtidos corroboram com a matriz de correlacdo para esta microalga, expondo a
formacéo de elementos com dispersdo semelhante.

Verifica-se que no grupo 1 hd uma estreita correlacdo entre a concentracdo de efluente
com a remocédo de DQO, conforme ja discutido na matriz de correlagdo. Assim como a ACP
da Chlorella sp. também ocorreram correlacbes negativas para essa andlise de ACP,
verificando inverso de proporcionalidade entre a velocidade especifica e o tempo de geracéo.
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Figura 27 - Analise em Componentes Principais para Scenedesmus sp.
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No intuito de comparar as médias dos pardmetros avaliados para cada microalga foi
realizado o teste de hipdtese por meio da analise de variancia (ANOVA). Esse procedimento
fornece um valor calculado do nivel de significancia (representado pelo p-valor), que deve ser
comparado com o adotado para o teste, se este for inferior, a hipotese nula de igualdade entre
as médias é rejeitada, todavia se for superior, a hip6tese nula é aceitada. Além do p-valor, a
ANOVA produz um valor chamado F que indica o tamanho da diferenca entre os grupos e
significa que os quadrados médios do modelo sdo maiores que 0s quadrados médios residuais
e assim quanto maior o F, mais significativo o p-valor para a ANOVA.

Por meio da Figura 28, verifica-se que as velocidades especificas de crescimento das
microalgas estudadas apresentaram diferenca estatisticamente significativa devido ao alto
valor de F (26,452) encontrado e ao p-valor bem abaixo do nivel de significancia adotado que

foi de 0,01; devido a esses fatores a hipotese de igualdade de médias € rejeitada. A partir da
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Figura 28 também observa-se superioridade de média de velocidade da microalga Chlorella

sp. revelando assim como a mais habilidosa para esse parametro.

Figura 28 - Comparacao das velocidades especificas de crescimento das microalgas em estudo
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Fonte: Autora (2016).

A Figura 29 expressa o resultado da analise de variancia, em que a partir do p-valor
(novamente bem abaixo do nivel de significancia adotado -0,01-) e do valor F (21,916) a
hipo6tese nula é rejeitada e assim apresenta diferenca significativa nos valores das médias dos

tempos de geragéo.

Figura 29 - Comparacéo dos tempos de geracdo das microalgas em estudo
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Fonte: Autora (2016).
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A Figura 29 apresenta superioridade de média de tempo de geracao para a microalga
Scenedesmus sp., revelando-se como a menos indicada (quando comparada a Chlorella sp.)
para producdo de biocombustivel.

Como mencionado no estudo de correlacdo os parametros velocidades especificas de
crescimento e tempo de geracdo estdo intimamente correlacionados, sendo inversamente
proporcionais. Neste ambito vemos que a Chlorella sp. desponta como a mais viavel para a
producdo de biocombustivel devido a mesma apresentar os melhores valores de velocidade
especifica de crescimento e consequentemente 0os menores tempos de geracdo. Esse fato deve-
se a melhor capacidade de assimilacdo e adaptacdo da referida microalga em meios
alternativos.

A Figura 30 expde os resultados da analise estatistica referente aos dados de
produtividade das microalgas. Constata-se que ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre as mesmas devido ao baixo valor do F (8,1262) e ao p-valor ser superior
(mesmo que com diferenca quase nula) ao adotado (pcar = 0,01723; padot = 0,01), aceitando
assim a hipotese nula. Esse fato pode ser justificado em funcdo da presenca dos sais do cultivo
que ficam agregados na biomassa e ndo corresponde de fato a biomassa puramente das
microalgas, além disso também se alicerca na matriz de correlacdo que afirma que a
produtividade para ambas as microalgas ndo apresenta correlacdo significativa com os demais

parametros avaliados.

Figura 30 - Comparacao das produtividades das microalgas em estudo
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A Figura 31 exibe os valores da analise de variancia realizada. Por meio dela entende-
se que ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre os valores, fato esse corroborado
quando avaliado o p-valor calculado que mostrou-se superior ao p-valor adotado e assim a
hipdtese nula é mais uma vez aceitavel, além disso produziu um valor para F (5,844) bem

abaixo dos encontrados para os parametros anteriores.

Figura 31 - Comparacdo das remocg6es de DQO das microalgas em estudo
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5.0 CONCLUSAO

Mediante a avaliacdo do potencial biotecnologico das microalgas Chlorella sp. e

Scenedesmus sp. foi possivel concluir:

¢ As melhores condicGes de desenvolvimento celular para ambas as microalgas sdo em
meios alcalinos e com tempos elevados de luminosidade.

e A proporcdo de efluente resultante do tratamento anaerdbico de esgoto domeéstico mais
favoravel para a Chlorella sp. foi de 50%, enquanto que para a Scenedesmus sp. foi de
100%, evidenciando assim a grande viabilidade da insercdo desse efluente no cultivo
das microalgas.

e Os valores referentes a velocidade especifica de crescimento, tempo de geracdo e a
produtividade celular para a microalga Chlorella sp. foram mais expressivos quando
comparados aos valores da Scenedesmus sp. em todas as proporcdes de efluente
resultante do tratamento anaerdbico de esgoto doméstico.

e A microalga Chlorella sp. apresentou as melhores porcentagens de remocdo da
demanda quimica de oxigénio, DQO, alcancando 62,95% de remo¢do no meio
suplementado com 50% de efluente.

e O cultivo da microalga Chlorella sp. apresentou maior produtividade lipidica
(18,14%) quando comparado ao cultivo da microalga Scenedesmus sp. (10,42%).

e A ACP para a Chlorella sp. apresentou afinidade entre o grupo formado pela
velocidade especifica de crescimento e a concentracdo de efluente enquanto que para
a Scenedesmus sp. esse grupo foi composto pela concentracdo de efluente e a remocéo
de DQO.

e A partir da matriz de correlacdo e da ACP para ambas as microalgas foi observado que
a produtividade néo se correlacionou com o0s outros parametros avaliados.

e Por meio da ANOVA verificou-se que os parametros velocidade especifica de
crescimento e tempo de geracdo apresentaram-se como determinantes na avaliagcdo da

viabilidade de producdo de biocombustiveis das microalgas estudadas.
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