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RESUMO

Em vistas ao aumento da demanda mundial por energia, a insustentabilidade dos combustiveis
fosseis, 0 aumento de emissdes de gases de efeito estufa, € necessario o desenvolvimento de
técnicas e politicas que promovam as fontes renovaveis de energia para mitigar a exaustdo
destes recursos. Atualmente o Brasil esta entre 0s maiores produtores de biocombustiveis de
primeira geracdo, entretanto o uso dessa técnica além de competi por terras agricultaveis,
produz dez vezes mais quantidade de vinhaga. Dentre as possibilidades para suprir o0 uso de
combustiveis a base de petréleo, destacam-se microalgas como uma possibilidade versatil
para a geragdo de combustiveis liquidos (biodiesel, etanol, bioquerosene), por possui maior
taxa de assimilacdo de CO2, maior eficiéncia na producao de 6leo em relagdo as oleaginosas,
utilizar aguas residuarias e rejeitos industriais como fonte de carbono para seu cultivo. O
presente trabalho teve por objetivo maximizar o potencial de desenvolvimento da microalga
Chlorella sp visando a producdo de biocombustiveis utilizando efluentes industrias e
domeésticos com vistas a reduzir o custo dos cultivos, bem como, promover um destino
adequado para esses residuos liquidos. A microalga foi cultivada em sistema mixotréfico
utilizando meio de cultura Bold’s Basal Medium (BBM) suplementado com extrato de
levedura e a ele adicionado separadamente a cada meio de cultivo os efluentes nas
proporcdes: glicerina (2%, 4%, 10%); vinhaca (5%, 10% e 15%); UASB e filtro anaerobio
(5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 60%, 80%, 100%). Objetivando uma maior reducdo com oS
custos de cultivos foi também estudado a reutilizagdo de cultivo apds separacdo das
microalgas nas proporcdes de 25%, 50%, 75% e 100%. Os cultivos suplementados com 0s
efluentes ofereceram caracteristicas para o desenvolvimento da microalga, observou-se que
com o efluente de UASB e de filtro anaerdbico foi possivel realizar o cultivo sem a
necessidade do meio sintético. Dessa forma, pode-se concluir que ha viabilidade no cultivo de
microalgas por meio da suplementacdo de residuos liquidos, gerando assim uma nova
possibilidade de producéo de biocombustiveis.

PALAVRAS-CHAVE: Microalgas, Chlorella sp, Biocombustivel, efluentes



ABSTRACT

In order to increase the global demand for energy, the unsustainability of fossil fuels,
increased emissions of greenhouse gases, it is necessary to develop techniques and policies
that promote renewable energy sources to mitigate the depletion of these resources. Currently
Brazil is among the largest producers of first generation biofuels, however the use of this
technique besides compete for arable land, produces ten times the amount of vinasse. Among
the possibilities to replace the usage of petroleum-based fuels, stand out as a versatile
microalgae for the generation of liquid fuels (biodiesel, ethanol, bio-kerosene) possibility, has
the highest rate of CO2 assimilation, greater efficiency in the production of oil relative
oilseeds, using wastewater and industrial wastes as a carbon source for its cultivation. This
study aimed to maximize the development potential of microalgae Chlorella sp aimed at
producing biofuels using domestic and industrial effluents in order to reduce the cost of
cultivation, as well as promote a suitable destination for those effluents. The microalgae were
cultured in mixotréfico system using culture medium Bold's Basal Medium (BBM)
supplemented with yeast extract and it separately added to the culture medium in the effluent
ratios: glycerol (2%, 4%, 10%) ; vinasse (5%, 10% and 15%); And anaerobic UASB filter
(5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 60%, 80%, 100%). Aiming at further reducing the cost of crops
was also studied to reuse separation after cultivation of microalgae in the proportions 25%,
50%, 75% and 100%. The cultures supplemented with effluent characteristics offered for the
development of microalgae, it was observed that with the effluent of anaerobic UASB filter
and the cultivation was possible without the need for synthetic medium. Thus, we can
conclude that there is viability in the cultivation of microalgae through supplementation of
liquid waste, thus generating a new possibility of producing biofuels.

KEYWORDS: Microalgae, Chlorella sp, Biofuel, Effluent
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1-INTRODUCAO

Em 2008, os combustiveis fosseis foram responsavel por 88% do consumo de energia
primaria mundial. Estima-se que até 2025 a demanda desses combustiveis aumentardo em
57% a fim de suprir a exigéncia da populagdo em crescimento (BRENNAN;
OWENDE,2010). Porém, é preciso considerar a faléncia dos recurso naturais e os efeitos
nocivos da queima destes combustiveis. De modo faz-se necessario o desenvolvimento de
técnicas e politicas que promovam as fontes renovaveis de energia para mitigar a exaustao
destes recursos, viabilizando assim a sustentabilidade ambiental e econdmica.

Dentre as possibilidades para suprir o uso de combustiveis a base de petroleo,
destacam-se as microalgas como uma possibilidade versatil para a geracdo de: combustiveis
liquidos (biodiesel, etanol, bioquerosene), bioplasticos, e intermediarios quimicos do setor
petroquimico, pois possuem em sua estrutura celular uma grande quantidade de carboidratos e
lipidios, dentre outras substancias, que podem ser utilizadas como matérias-primas para a
producdo de biocombustiveis.

Microalgas sdo organismos fotossintéticos simples, o que permite adaptar-se ao
ambiente, encontrados livremente na natureza, cumprindo importantes fungdes como principal
produtores marinhos, de &gua doce e terrestres, apresentam alta taxas de crescimento, em
determinadas espécies pode ter um aumento de trés vezes na biomassa por dia. Por esses
fatores a Chlorella, tem sido considerado promissora para a producdo de biocombustivel.
(Farias, 2012 et. al. Apud Graham et al., 2009). Atualmente o aproveitamentos mais simples
das microalgas sdo para alimentacdo animal e humana, utilizando diferentes métodos de
cultivo para produzir biomassa (LOURENCO, 2006).

Além das fungbes supracitadas, O crescimento das microalgas pode ser devido a
presenca de luz e didxido de carbono — cultivo autotrofico; utilizando compostos organicos
como energia e fonte de carbono — cultivo heterotréfico ou ainda em sistema utilizando fontes
organicas de carbono associadas a fixa¢do do carbono inorganico na fotossintese — cultivo
mixotrofico. Estes organismos podem ser cultivados em diversos sistemas de produgdo, com
volume variando desde poucos litros até bilhdes de litros. (BAUMGARTNER, et. al. 2013)

Dentre as vantagens de utilizar biocombustiveis derivados de microalgas destacam-se:
capacidade de produzir durante todo o ano, superando o rendimento das melhores
oleaginosas, enquanto o rendimento da colza (canola) é de 1.190 L/ha enquanto nas
microalgas podem chegar até 12.000 L/ha; apesar de crescer em meio aquoso, necessita de

menos agua que culturas vegetais, podem ser cultivadas em aguas salobras e ndo necessitam
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de terras agricultaveis, por esse motivo ndo competem com a producdo de alimento; sdo de
rapido crescimento e muitas espécies tem de 20 a 50% de oleo; fixam o CO2 (1 kg de
biomassa algal seca/1,83 kg de CO?); podem utilizar aguas residuérias e rejeitos industriais
como fonte de carbono para seu cultivo, evitando o despejo de tais poluentes em locais
inadequados (BRENNAN E OWENDE, 2010).

Apesar da potencialidade como recurso para biocombustiveis muitos desafios tém
impedido a viabilidade comercial que poderia permitir producdo e utilizacdo sustentavel o
processo ainda é limitado por alguns fatores relacionados aos custos de producdo envolvidos
na composicdo do meio, falta de dados para plantas de grande porte e alcangar maior
eficiéncia fotossintética.

Neste sentido, uma boa alternativa € aliar a producdo com meios de cultura
alternativos, entre os quais € possivel destacar: aguas residuarias, efluentes de biodigestores,
lodo digerido, vinhaca de cana-de-agucar, dentre outros.

Assim sendo esse trabalho teve como objetivo maximizar a producdo da microalga
Chlorella sp visando a producdo de biocombustivel utilizando efluentes industrias e
domeéstico com vistas a reduzir o custo dos cultivos, bem como, promover um destino

adequado pra esses efluentes.
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2- OBJETIVO

2.1- Objetivo geral

e Otimizar o cultivo das microalgas chlorella sp em meios de culturas suplementados
com residuos liquidos de alto impacto ambiental visando viabilizar a producdo de

biocombustiveis de terceira geracéo.

2.2- Objetivo especifico

e Selecionar e adaptar as cepas das microalgas Chlorella sp ao cultivo autotrofico em
meios de culturas tradicionais como controle para identificar as condigdes de maior
produtividade celular e densidade celular através dos estudos das curvas de
crescimento celular;

e Selecionar e adaptar as cepas das microalgas Chlorella sp ao cultivo mixotrofico
através do uso da vinhaca em meios de culturas tradicionais para identificar as
condicgOes de maior taxa de crescimento celular;

e Selecionar e adaptar as cepas das microalgas Chlorella sp ao cultivo mixotréfico
através do efluente do UASB em meios de culturas tradicionais para identificar as
condicdes de maior taxa de crescimento celular;

e Selecionar e adaptar as cepas das microalgas Chlorella sp ao cultivo mixotrofico
através do efluente do Filtro Anaer6bio em meios de culturas tradicionais para
identificar as condi¢des de maior taxa de crescimento celular;

e Estudar o desenvolvimento celular através do meio de cultura suplementado em
diferentes proporg¢des com o subproduto gerado na producéo de biodiesel, glicerina;

e Avaliar a potencialidade destes residuos como suplemento ao Bold’s Basal Medium
(BBM) visando potencializa a producdo da microalga em estudo, utilizando a

metodologia do planejamento fatorial 22.
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3- FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Biocombustivel

Como o consumo mundial de energia devera aumentar 57% entre 2001 e 2025,
consideraveis esforcos estdo sendo direcionados para o desenvolvimento de fontes de energia
sustentaveis e neutras de carbono para atender as necessidades futuras (CARERE et al.,
2008).

Os biocombustiveis sdo uma alternativa atrativa aos combustiveis a base de petroleo,
ja que podem ser utilizados como combustiveis de transporte com pouca mudanca de corrente
tecnologias e tém um potencial significativo para manter a sustentabilidade (CARERE et al.,
2008).

Atualmente a maiorias dos fabricantes de automdveis produzem veiculos hibridos que
pode ser utilizados com etanol a 10% ou 85% de etanol (E85), podendo substituir o diesel em
veiculos pesados. Quase todo o etanol combustivel é produzido processo de fermentacdo da
glicose de milho ou sacarose (ROSILLO-CALLE e CORTEZ, 1998). Geralmente, etanol
pode ser derivada a partir de qualquer material que contenha aclcar. As matérias-primas
utilizadas na fabricacdo de etanol por fermentacdo sdo classificados como agucares, amidos e
materiais celulésicos (BAILEY e OLLIS, 2008). Acucares pode ser diretamente convertido
em etanol, enquanto que os amidos primeiro tem que ser hidrolisado em acUcares
fermentaveis pela acdo de enzimas. Celulose deve também ser convertido de aglcares antes

de nova fermentacgdo, geralmente pela acdo de &cidos minerais (NGUYEN e VU, 2012).

3.2. Producéo de biocombustiveis a partir de microalgas

Usando microalgas como fonte de biocombustiveis essas podem ser convertidas por
métodos termoquimicos e bioquimicos, o que ndo é uma ideia nova, mas agora se difunde por
causa do aumento do custo do petréleo, bem como com a preocupacdo sobre o aquecimento
global decorrente da queima de combustiveis fosseis (SAWAYAMA et al., 1995).

Para producdo de etanol sdo utilizado espécies que produzem altos niveis de
carboidratos. Estima-se que a producdo a partir das microalga seja em torno de 46.760 —
140.290 L/ha, eficiéncia maior que outras matérias-primas, como mostra a Tabela 1.
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TABELA 1 - Rendimento de etanol a partir de diferentes fontes

Rendimento de Etanol Rendimento de Etanol
Fonte (gal / acre) (L/ha)
A palha de milho 112-150 1.050-1.400
Trigo 277 2.590
Mandioca 354 3.310
Sorgo doce 326-435 3.050-4.070
Milho 370-430 3.460-4.020
Beterraba agucareira 536-714 5.010-6.680
Microalgas 5.000-15.000 46.760-140.290

Fonte: (NGUYEN e VU, 2012).

A producdo de bioetanol a partir de microalgas comeca com e secagem das algas
cultivadas. A biomassa € triturada e hidrolisada seguida, essa massa é fermentado e
finalmente destilada (DEMIRBAS e DEMIRBAS, 2010). J& para a producdo o amido das
microalgas é libertado com o auxilio de um dispositivo mecénico ou uma enzima. Quando as
células comecam a degradar-se, a Saccharomycess cerevisiae é adicionada para iniciar a
fermentacao.

Apenas em 1970 apos a crise do petroleo intensificou o interesse para producdo de
biocombustivel a partir das microalgas, o laboratério dos Estados Unidos criou em 1978 um
programa dedicado a producgdo de energia alternativa incluindo a producdo de biodiesel a
partir das microalgas. Seu mercado cresceu de menos de um bilhdo de litros em 1975, para
mais de 39 bilhGes de litros em 2006 e deve chegar a 100 bilhdes de litros em 2015
(FERREIRA, 2012). A produgdo de bioetanol a partir de algas marinhas tem um grande
potencial para o desenvolvimento sustentavel. No entanto a producdo de energia a partir de
microalgas so sera viavel economicamente se 0s custos de producéo forem baixos.

A partir desse enfoque, a biomassa € a mais promissora das fontes renovaveis de
energia por ser disponivel naturalmente, pode ser produzida em grandes quantidades e permite
a producdo de combustiveis liquidos, gasosos ou s6lidos com potencial de abastecer varios
setores que demandam energia, destacando a capacidade de ser inteiramente renovavel e
sustentavel (DEMIRBAS, 2008).

Os biocombustiveis mais utilizados em nivel global sdo os alcoois (principalmente
bioetanol) e o biodiesel, conhecidos como biocombustiveis de primeira geracdo, sao
produzidos geralmente a partir de culturas terrestres antes concorrendo com a producdo de
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alimentos. O bioetanol é produzido principalmente a partir de cana-de-agtcar, do milho, da
beterraba, da batata, do sorgo e do trigo enquanto o biodiesel € produzido principalmente via
transesterificacdo de Oleos vegetais, em especial, 6leos de palma, de colza, de soja e de
girassol. A segunda geracdo de biocombustiveis propde a producdo de biocombustiveis a
partir de biomassa que ndo € tradicionalmente usada na alimentacdo humana ou animal. O
bioetanol é produzido a partir da fermentacdo de toda a biomassa linho-celuldsica, enquanto
que outros biocombustivel derivados da liquefacdo ou da gaseificacdo de toda a espécie de
biomassa ou matéria organica. (TAVARES, 2009).

Os combustiveis de terceira geracdo também conhecidos como biocombustiveis
avancados, pode usar a técnica de Biologia Molecular. Microalgas podem oferecer varios
tipos de biocombustiveis renovaveis. Estes incluem o metano ou biogas produzido pela
digestdo anaerdbica da biomassa, o biodiesel derivado de 6leo de microalgas, diohidrogénio
produzido pela lignina celulésica por meio da fermentacgdo, bioetanol e biobutanol obtido do

acucar da biomassa por meio da fermentacdo (SPOLAORE et al., 2006).

3.3. Custos de producéo

As microalgas apresentam rendimentos, tanto em termos de biomassa quanto em
producdo de 6leo, muito superiores aos das principais culturas para a producao de biodiesel,
no entanto para a implementacao dessa tecnologia necessita aplicacdo de alto investimento.

A Chlorella tem sido cultivada comercialmente em massa para os Ultimos 45 anos. O
total produzido foi de cerca de 200 t/ano em 1975; excedeu 1000 t/ano na década de 1980; e
aproximou-se de 2000 tano na década de 1990 (RICHMOND 2004). Hoje, a producéo esta
em cerca de 5.000 t/ano e é vendida a um preco de US$ 20.000/t (LUNDQUIST, WOERTZ et
al., 2010).

Os custos médio de capital de uma planta de producdo de biodiesel circula em torno de
R$ 49.981.756,48 (quarenta e nove milhdes, novecentos e oitenta e um mil, setecentos e
cinguenta e seis reais e quarenta e oito centavos) fracionados da seguinte forma: construcéo
das lagoas, aquisicdo de terreno, remocgdo de vegetacdo e terraplenagem sdo estimados em
torno de R$ 33.617,69/ha. As construcdo das paredes laterais e centrais sdo da ordem de R$
8.898,14/ha. O sistema de mistura, uma turbina com paletas movida por um motor sdo de R$
16.137,98/ha. Totalizando o custo total para a construgdo de sistemas de cultivo aberto de R$
71.545,45/ha. O consumo de nutrientes foi a partir de pesquisas realizadas em especialistas na

venda destes produtos. Os principais nutrientes utilizados sdo: CO», nitrogénio na forma de
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amonia, fosforo na forma de superfosfato triplo e ferro na forma de FeSO, totalizando um
custo total de nutrientes de R$ 1.892,25/ ton. (AZERADO, 2012).

3.4. Residuo Liquido da Industria Sucroalcooleira

A vinhaga é um efluente originado do processo de destilacdo do alcool. Dentre todos
os residuos gerados pela industria sucroalcooleira é 0 que apresenta 0 maior impacto
ambiental, uma vez que é gerado na proporcao de cerca de 10 litros para cada litro de etanol
produzido a partir de processos convencionais de fermentacéo utilizados no Brasil (UNICA,
2011). A aplicacdo da vinhaga nos canaviais como fertirrigacdo é uma pratica antiga e muito
difundida, sendo relatados diversos beneficios de ordem quimica, fisica e bioldgica ao solo,
bem como o aumento da produtividade da cultura da cana-de-acucar. O valor fertilizante da
vinhaca advém fundamentalmente do elevado teor de potassio, e em segundo plano, da
matéria organica contida no efluente. Entretanto, os mesmos elevados teores de potassio e
matéria organico soltvel, aliados a elevada DQO e baixo pH desta dgua residuaria, sugerem
que sua aplicacdo no solo deve ser feita de maneira criteriosa (BONINI, 2012).

Sua carga poluidora sempre elevada varia em funcdo das caracteristicas da usina e
da eficiéncia do processo de producdo. Possui composi¢cdo complexa, com caracteristicas
variaveis de pardmetros ndo controlados como: tipo de solo onde é plantada a cana-de-agucar,
tipo de cultivo e manejo da lavoura, formas de colheita, dentre outros fatores. Em média, esse
efluente tem elevado teor organico (aproximadamente 45g/L, expressa em DQO, demanda
quimica de oxigénio), baixo pH (em torno de 4,5) e elevada temperatura (90°C). Para
Nogueira (1996), os diferentes processos industriais de producdo do etanol dificultam a
definicdo de uma composicdo especifica para a vinhaca, uma vez que 0s nutrientes sdo
consumidos apenas pelo crescimento microbiano; quantidades excedentes estardo disponiveis
no efluente do processo, tornando esse material atrativo a fertirrigagéo.

Apesar do potencial da vinhaga como meio nutritivo, existem poucos estudos na
literatura sobre sua utilizacdo como meio de cultivo para micro-organismos. No tocante as
microalgas, os pioneiros Oliveira e Caceres (1986) e Oliveira (1988) relatam a utilizacdo da
vinhaca de cana-de-agtcar como complemento do meio de cultivo para espécies de agua doce,
em pesquisa realizada na Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar).

Dessa forma, o aproveitamento de residuos liquidos ricos em nutrientes no cultivo

de microalgas, alicerca uma possibilidade promissora na obtencdo de compostos com
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potencialidade para a geracdo de energia, a0 mesmo tempo em que mitiga 0S impactos

negativos desses residuos no Ambiente.

3.5. Tratamento de esgoto domestico

A importancia de introduzir o cultivo de microalgas no tratamento de aguas residuérias
€ que, em sua nutricdo necessitam de compostos organicos favorecendo a reducdo dos
compostos de nitrogénio e fosforo. Logo, a remocao desses nutrientes nas aguas residuarias,
evita a eutrofizagcdo em corpos aquaticos (Mata et al., 2010)

As microalgas e cianobactérias sdo usadas no tratamento de &guas residuarias devido
aos baixos custos envolvidos frente aos sistemas convencionais de tratamento de efluentes.
Além disso, soma-se a esta vantagem a formacdo de co-produto, passivel de ser utilizada na
fertilizacdo dos solos, ou até na obtengdo de biocombustiveis (BONINI, 2000).

O Reator Anaerdbio de Fluxo Ascendente de Manta de Lodo-UASB foi desenvolvido
na Holanda por Lettinga, no final de década de 70, para o tratamento de efluentes industriais.
Desde entdo, vem sendo utilizado no tratamento de efluentes domesticos e industriais. O
Brasil é o pais que mais investe em reatores anaerdobios, essa tecnologia s6 comegou a ser
explorada na década de 80, em centros de pesquisa e universidades (ROSSI, 1999)

A utilizagéo de reatores de manta de lodo em regides de clima tropical e subtropical
apresenta-se como solucdo econdmica e segura para tratamento de esgoto sanitarios, o
processo anaerobio através de UASB tem mais vantagens em relacdo aos processos aerobios
convencionais pois € um sistema compacto, com baixa demanda de érea; apresenta baixo
custo de implantacdo e operacdo, baixa producdo de lodo, baixo consumo de energia;
satisfatoria remocao de DBO e DQO (65 - 75%); elevada concentracdo do lodo excedente e
boa desidratabilidade do lodo (CHERNICHARO 2007).

O processo anaerobio fornece efluente com constituintes residuais, como gases
dissolvidos, matéria organica, sélidos suspensos, nutrientes (fésforo e nitrogénio) e
organismos patogénicos. Desta forma, efluentes advindos de reator anaerébio de manta de
lodo (reator UASB) necessitam de um pés-tratamento (SOUSA, 2000).

Os filtros anaerobios sdo utilizados para tratamento de esgotos desde 1950, sendo os
primeiros trabalhos datados da década de 60, desde entdo, tem tido uma aplicacdo crescente,
promovendo hoje uma tecnologia avangada para o tratamento dos esgotos domésticos e
efluentes industriais (CHERNICHARO 2007).
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O filtro consiste de um tanque que funcionam como reator que estabiliza a matéria
organica por meio de microrganismos que formam o biofilme aderidos ao leito filtrante,
constituido basicamente de pedra ou outro material inerte operando em fluxo vertical, tanto
ascendente como descendente (MACHADO, 1997).

O efluente do filtro anaerébio é geralmente bastante clarificado apresentando baixa
concentracdo de matéria orgénica, inclusive dissolvida, porém é rico em sais minerais. Sendo
indicado para uso (reuso) em hidroponia ou para irrigacdo com fins produtivos
(CHERNICHARO 2007).

3.6. Tratamento do residuo liquido oriundo da producéo de biodiesel

Desde o inicio do Programa Nacional de Producdo e Uso do Biodiesel (PNPB), o
Brasil produziu 8,2 milhdes de m?3 de biodiesel (Brasil, 2014). O crescimento da producgéo de
biodiesel promove um aumento no volume de glicerol (ou glicerina) disponivel no mercado,
podendo causar sérios prejuizos, caso liberado no meio ambiente (Franco, 2011).

O glicerol € o principal subproduto gerado na producdo de biodiesel, que corresponde
a 10 % do biodiesel produzido (Franco, 2011). Em 2008 seu volume foi estimado em 105
milhGes de litros proveniente da producdo de 1 bilhdo de litros de biodiesel necessério para
cumpri a legislacdo de 2% de biodiesel incorporado ao diesel j& em 2013 a estimativa superou
0s 250 milhdes de litros (Oliveira, 2008).

O glicerina bruta ndo pode ser utilizado por industrias que requerem um composto
mais puro como, por exemplo, a alimenticia, a farmacéutica e a de cosméticos, e novos usos
para ele devem ser viabilizados (Franco, 2011).

Para evitar problemas futuros devido ao acumulo do glicerol e para tornar a producédo
de biodiesel com maior viabilidade econdmica, se faz necessario a busca de medidas
alternativas para o uso da glicerina bruta. Por isso, um dos possiveis aproveitamento € seu uso
na composicdo de meios de cultura para crescimento de microrganismos em pProcessos
biotecnoldgicos que levem a producdo de compostos quimicos de relevancia comercial -
etanol, &cido succcinico, &cido propidnico, 4&cido citrico, pigmentos, biosurfactante,

biopolimeros (Franco, 2011).
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3.7. Crescimento das microalga

Em condicdes favoraveis, as microalgas poderdo crescer rapidamente, duplicam o
nimero de células por um periodo de 24h ou menos durante a fase de crescimento
exponencial. Um dos métodos para avaliar o crescimento é o aumento da densidade celular

que pode ser percebida através da curva de crescimento apresentada na Figura 1.

Figura 1. Curva de crescimento de uma cultura microalgal em relacéo a disponibilidade de nutrientes.

Taxa de Crescimento

sajuaLIn ap oedenuaouod)

Tempo
Fonte: MATA et. al (2010)

Curva expressa o crescimento celular e o esgotamento de nutrientes em fungdo do tempo
(MATA, et al., 2010), dividida nas seguintes fases:

1. Fase de Inducdo ou Fase Lag: ocorre apds a inoculacdo das células, podendo ocorrer

uma reducdo na densidade celular devido a adaptacdo ao meio;

2. Fase Exponencial ou Fase Log: caracterizada pelo crescimento na qual a biomassa se
duplica a cada geracdo, a duracdo dessa fase varia dependendo das caracteristicas

geneéticas dos microrganismos;

3. Fase de Diminuicéo do Crescimento Relativo: nesta fase acontece reducéo na taxa de
crescimento celular, devido a reducdo de nutrientes (que foram assimilados pelas
microalgas) e da intensidade luminosa devido ao aumento da densidade celular no meio

de cultivo;

4. Fase Estaciondria: nesta fase a taxa de crescimento estd na mesma proporcao que a taxa
de mortalidade devido aos fatores limitantes do meio a duragdo dessa fase depende da

taxa de divisdo celular;
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5. Fase de declinio: E a fase de morte celular em que as células perdem a capacidade de se
duplicar, em razdo ao esgotamento de nutrientes e ao autossombreamento, ha possivel

ocorréncia de um nivel toxico de metabdlitos (DERNER et al., 2006).

3.8 Tipos de cultivos

Conforme a fonte de carbono empregada, os cultivos de microalgas podem ser
classificados em trés tipos:

a) Heterotréfico: o fornecimento de carbono é realizado pela introdugdo de compostos
organicos apropriados ao meio de cultura (glicose, glicerol, entre outros);

b) Mixotrofico: o carbono é disponibilizado tanto por meio de compostos organicos quanto
pelo CO, atmosferico (CO; inorganico);

c) Autotrofico: a unica fonte de carbono disponibilizada é o CO; inorganico. Neste caso, 0
carbono inorganico pode estar na forma de CO,, acido carbdnico (H2COs), bicarbonato
(HCO3) ou carbonato (CO3™). A maioria das espécies das microalgas sdo fotoautotrofica, ou
seja, através da fotossintese obtém-se energia da luz para fixar o carbono a partir do CO..

O cultivo mixotrofico garante maior rendimento de biomassa no qual atuam o
metabolismo heterotréfico e autotréfico, e a microalga ao mesmo tempo assimila o CO>
autotroficamente e o carbono organico disponivel. Algumas espécies de microalgas estabelece
rendimento muito maior quando cultivadas em regime mixotrofico. A fonte de carbono é um
dos principais componentes na producdo de biomassa microalgal (RADMANN et al., 2009).

O didéxido de carbono (CO2) 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 adi¢cdo 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).
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4- METODOLOGIA

4.1. Microalga

Foram utilizadas cepas da espécie de microalga Chlorella sp existentes no Laboratdrio de
Saneamento da UEPB, para o presente estudo. As mesmas foram fornecidas pelo Laboratério de
Biotecnologia Alimentar da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e pelo Laboratério de
Biologia Marinha da Universidade Federal Fluminense (UFF). A Figura 2 mostra a
fotomicrografia das cepas de Chlorella sp utilizadas em todo o estudo.

Figura 2. Fotomicrografia da microalga Chlorella sp

—_— © UT-Austn

o

UTEX #2168
Chlorella sp.

Fonte: http://web.biosci.utexas.edu/utex/algaeDetail.aspx?algaelD=4630

4.2. Meio de cultura
O meio sintético utilizado para o cultivo da Chlorella sp foi o BBM suplementado
com extrato de levedura. A partir das culturas mantidas em meio sélido, em tubos de ensaios,
foram desenvolvidas novas culturas em meio liquido através de repiques de cultivo durante a

fase exponencial do crescimento da microalga.

4.3. Residuos liquidos suplementados ao meios de cultivo

Foram avaliados quatro residuos liquidos de grande impacto ambiental: glicerina,
vinhaga, efluente de UASB e efluente de Filtro Anaerdbio.

O primeiro estudo foi realizado com a suplementacgdo da Glicerina no meio de cultivo.
Depois foi utilizada a vinhaca, residuo liquido da inddstria sucroalcooleira, como fonte de

carbono adicionada ao meio de cultivo, que foi disponibilizada pelo Engenho Triunfo,
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industria de cachaga situada no municipio de Areia-PB. Utilizou o meio liquido oriundo da
separacao por centrifugacdo. Foi utilizado ainda efluentes do UASB e do Filtro Anaerdbio.
Para evitar a deterioracdo dos materiais em estudo os residuos e os efluentes foram

acondicionados sob refrigeracéo.

4.3.1. Andlise de demanda quimica de oxigénio (DQO)

A anélise de DQO foi realizada para determinar o potencial poluidor da vinhaca e dos
efluentes empregados no estudo.

O procedimento residiu na oxidacdo da matéria organica da vinhaca utilizando-se o
dicromato de potassio como oxidante. A reacdo ocorreu sob altas temperaturas, em meio
fortemente acido pela adicdo de acido sulfurico e na presenca do catalisador, sulfato de prata.
Apobs a oxidacdo da matéria organica presente na amostra obteve-se a DQO por meio da

utilizacdo do espectrofotometro DR2000, com o comprimento de onda de 600 mm.

4.3.2. Pré-tratamentos fisico e quimico

O pré-tratamento fisico da vinhaga consistiu em deixa-la decantando em frascos
erlenmeyers, com capacidade volumétrica de 1L, por 24 horas para retirada de materiais em
suspensao. Ja o efluente do UASB e Filtro anaerébico além de seguir o mesmo processo
supracitado, foram filtrados com papel de filtro com o objetivo de reter possiveis solidos
Suspensos.

Para um melhor desempenho do metabolismo celular, optou-se pela corre¢do do
pH da vinhaca como pré-tratamento quimico. Uma solucdo de hidroxido de sodio com
concentracdo 10% foi adicionada a vinhaga corrigindo seu pH de, aproximadamente, 3,5 para
pH 7.

4.3.3. Separacdao do residuo de cultivo
A biomassa foi separada do residuo de cultivo por meio de centrifugacdo. O

equipamento utilizado na separacdo foi uma centrifuga da marca TARFEC- Mod — CP0603 de
alta rotacdo mantendo a rotagdo de 3000RPM durante 8 minutos.
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A biomassa foi seca em estufa a uma temperatura de +60°C para evitar alteragdes
bioquimicas, e armazenada para um posterior estudo da composi¢do quimica e perfil de

acidos graxos.

4.4. Aclimatacgdo quimica e fisica dos cultivos

Ap0s os pré-tratamentos fisico e quimico, a vinhaca foi adicionada ao meio de cultura,
nas proporcdes 5%, 10% e 15%, e sua reutilizagdo nas proporgdes de 25%, 50%, 75% e
100%. J& os efluentes do tratamento de esgoto doméstico foram adicionados ao meio de
cultura nas proporgdes de 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 60%, 80% e 100%, bem como foram
utilizados sem a adicdo do BBM.

Durante o cultivo, manteve-se a iluminagdo proveniente de lampadas fluorescentes de
40W, por periodo de 12hs. Utilizando Erlenmeyers como fotobioreatores.

As condices fisicas mantidas foram: temperatura de 26°C+ 2, agitacdo por meio de
aeracdo constante realizada por injecdo de ar comprimido e iluminacdo proveniente de
lampadas fluorescentes de 40W. A Figura 3 mostra o cepario de desenvolvimento das

microalgas com as devidas aclimatacdes fisicas.

Figura 3. Aclimatacéo dos cultivos

Fonte: Autor

As diferentes concentracdes da glicerina, da vinhaca e dos efluentes de UASB e Filtro
Anaerdbio foram adotadas com intuito de verificar em qual proporc¢éo de cultivo a Chlorella

sp teria uma melhor adaptagéo, que foi verificada a partir do crescimento celular.
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4.5. Estudos do crescimento celular da Chlorella sp

O crescimento microalgal foi estimado com a densidade celular em funcdo do tempo
de cultivo. A densidade celular da biomassa, cultivada em laboratério, foi determinada
diariamente através da microscopia 6ptica com aumento de 400x por contagem de células em
camara de Neubauer e expressa em nimero de células por mililitro de cultivo (células.mL™).

Esse procedimento foi repetido a cada 24 horas da inoculacdo e para uma melhor
compreensdo do crescimento da Chlorella sp, a contagem diaria das células foi realizada em
triplicata. Com isso, foram elaborados gréaficos de dispersdo que assemelham-se as curvas de
crescimento da espécie em estudo, nos quais, plotou-se no eixo da ordenada o nimero de
células.mL? e no eixo da abscissa o tempo de cultivo em dia. Da mesma forma, se procedeu
nos estudos referentes a utilizacdo dos efluentes em adicdo ao BBM.

O tempo de cultivo, expresso em dias, foi definido como o numero de dias passados
desde o inicio da inoculacdo que corresponde ao inicio da fase lag, periodo em que as células
estdo se adaptando ao meio, até atingir a fase estacionaria, na qual é alcancado o nimero

maximo da densidade celular.

4.6. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Foi realizado um planejamento fatorial 22, através do pacote computacional
STATISTIC 12. As variaveis chamadas de independentes foram o tempo expresso em dias e a
concentragdo do meio de cultura expressa em porcentagem cujos niveis (-1 e +1)
corresponderam ao 1° dia de cultivo e ao inicio da fase lag; 5% e 100% para utilizacdo dos
efluentes de UASB e Filtro Anaerobio; 5% e 15% para a utilizacdo da vinhaca; 25% e 75%
para a utilizacdo da reutilizacdo da vinhaca e 2% e 10% para a utilizacdo da Glicerina. E
como variavel dependente foi avaliada o nimero de células.

Os niveis foram definidos baseados em estudos preliminares realizados cultivos

prévios.
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5- RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Meio de cultivo BBM com adic¢ao de Glicerina

Os préximos estudos mostram o crescimento do cultivo com adicdo de glicerina ao
meio de cultura promovendo dessa forma um cultivo mixotréfico devido adi¢do de uma fonte
organica visando dar um destino adequado aos residuos liquidos, bem como favorecer as
reacGes metabdlicas que favorecem o acumulo de lipidios.

A Figura 4 ilustra o cultivo com adi¢do de 2% de glicerina ao meio de cultura bésico de
desenvolvimento da Chlorella sp, foi observado que houve uma adaptacdo das células ao novo
meio de cultivo, no entanto a taxa de crescimento foi relativamente baixa pois, 0 nimero maximo
de células obtido foi de 2,7x10° cel.mL?, conforme pode ser verificado na Figura 4, o que
mostra que a espécie em estudo ndo apresentou crescimento satisfatorio para viabilizar a
producdo de biodiesel, pois, € necessdrio que ocorra uma alta taxa de crescimento

acompanhada com o aumento do contetdo de lipidios.

Figura 4. Dados experimentais da Chlorella sp em cultivo BBM com adigo 2% de glicerina.
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Conforme verifica-se na Figura 5 o cultivo da Chlorella sp com adicdo de 4% as
celulas em estudo ndo apresentaram taxa de crescimento pois, houve uma fase lag de apenas
um dia seguindo para a fase de declinio conforme pode ser observado na Figura 5, pois, 0
cultivo foi iniciado com uma concentracdo celular de 4,2 x108 cel. mL? finalizando com um
numero de células de 9,5 x10° cel.mL?, isto comprova os resultados obtidos no estudo com
adicdo de 2% de glicerina que foi a dificuldade de crescimento da célula com adigéo da

glicerina.
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Figura 5. Dados experimentais da Chlorella sp em cultivo BBM com adi¢do 4% de glicerina.
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Pode-se observar na Figura 6 o estudo com adicao de 10% de glicerina ao cultivo com
BBM, foi verificado nesse estudo que as células ndo passaram da fase lag, ndo conseguindo
obter crescimento, o cultivo praticamente ndo teve incremento de células, pois, foi iniciado
com o nimero de células de 3,1x10° cel.mL* e finalizou com 3,4 x10° cel. ML, Desta forma,
conclui-se que o cultivo com adi¢do de glicerina para a espécie de Chlorella em estudo nédo
apresentou resultados satisfatorios para o desenvolvimento da célula, inviabilizando o uso do
residuo em questdo para o cultivo de Chlorella sp visando a obtencao de lipidios ou outros insumos

proveniente da célula em estudo.

Figura 6. Dados experimentais da Chlorella sp em BBM com 10% de glicerina
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5.1.1 Modelo matematico do crescimento da Chlorella em meio BBM com adi¢ao de
glicerina
A Equacdo 1 representa o0 modelo matematico reduzido e codificado proposto para
analisar a maxima concentracdo de biomassa em fungdo dos parametros tempo e concentracéo
de Glicerina.
z=14,18+5,36x-0,90y-0,63xy (1)

O gréafico de superficie resposta, mostrado na Figura 7, foi gerado a partir da
Equacdo 1. Os termos da equacdo representam a concentragcdo da biomassa, no eixo z, o

tempo em x, e a concentragdo de Glicerina no eixo y.

Figura 7. Superficie de resposta para o0 modelo de concentragdo de biomassa cultivada com

glicerina
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Através da andlise do gréafico, apresentado na Figura 7, observa-se que o cultivo
se desenvolveu melhor na concentracdo de 2% apresentando uma maior densidade celular,
3,25x107 cel.mL™,

5.1.2 Andlise estatistica do crescimento da Chlorella sp cultivada em BBM

adicionado glicerina

O crescimento da microalga em meio de cultura BBM suplementado com a adi¢édo
de glicerina, nas proporg¢des de 2% e 10%, foi avaliado estatisticamente através do grafico de
Pareto, mostrado na Figura 8.
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Figura 8. Diagrama de Pareto para avaliagdo do efeito da variavel dependente, maxima concentragio de biomassa

utilizando a glicerina em BBM, obtido do planejamento experimental 22,
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De acordo com o diagrama de Pareto, ilustrado na Figura 8, as variaveis estudadas séo
estatisticamente significativa apresentando confiabilidade de 95%, porem a suplementacao
coma a glicerina e interagdo tempo/glicerina ndo contribuem positivamente para o aumento da
densidade celular, ja o tempo foi representativo estatisticamente e influenciou positivamente

para 0 aumento da biomassa de chlorella sp utilizando a grlicerina em BBM.

5.2 Meio de cultivo BBM com adigao de vinhaca

No estudo ilustrado, na Figura 9, observa-se o crescimento da Chlorella sp em meio de
cultivo BBM contendo 5% de vinhaca. Verifica-se que o cultivo teve uma étima taxa de
crescimento, atingindo, como média das trés contagens, uma densidade celular de 1,25 x 108
cel.mL* em um tempo de cultivo de 7 dias, e no oitavo dia apresentou declinio que pode ter
ocorrido pela escassez de nutrientes devido o consumo acelerado por sua alta populacao.

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, obtiveram a densidade méxima celular no
oitavo dia cultivo de 2,5 x 107 cel.mL%. Porém, estes autores alcangaram resultados melhores
quando trabalharam com fotoperiodo integral atingindo o nimero méximo de células no nono
dia de cultivo com um valor de 9,43 x10’ cel.mL®. Verifica-se assim, que com a
suplementacdo de vinhaca obteve-se um maior rendimento celular quando comparado com o0s
estudos de Santos et al, (2010).
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Figura 9. Dados experimentais da Chlorella sp cultivada em BBM com adicéo de 5% de vinhaga
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A Figura 10 ilustra a curva de crescimento da Chlorella sp na qual foi efetuado o
cultivo com adicdo de 10% de vinhaga ao meio de cultura em fotobioreator. Apresenta uma
rapida fase log durante apenas 3 dias, uma fase estacionaria com 5 dias de duragdo, onde ndo
se verifica grandes alteracdes na densidade celular. O nimero méximo de celulas atingidas,
em média, foi de 1,24 x 108%el.mL? que se deu no sétimo dia de cultivo e um minimo de
4,67x107cel.mL? no nono dia de cultivo, ja apresentando sua fase de declinio. Esse
crescimento foi superior a estudos realizado por Vieira (2013) sem adi¢éo de residuos liquidos

que apds o oitavo dia conseguiu 0 nimero maximo de células de 5,9x107 cel.mIL,

Figura 10. Dados experimentais da Chlorella sp cultivada em BBM com adicdo de 10% de vinhaga
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Observa-se na Figura 11 a curva de crescimento da Chlorella sp, em meio BBM

adicionado de 15% de vinhaga. De acordo com o estudo as microalgas apresentaram uma boa
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taxa de crescimento. O ponto maximo de crescimento ocorreu no sexto dia com 6,94x10’

cel.mL? a partir do nono dia houve um declinio no nimero de células, chegando a uma

populagdo de 3,56x10" cel. mL™ no décimo dia de cultivo.

Figura 11. Dados experimentais da Chlorella sp cultivada em BBM com adicéo de 15% de vinhaca
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Desta forma, conclui-se que a vinhaca, ap0s pre-tratamento (decantagdo e correcdo do

pH) apresenta caracteristicas para o desenvolvimento das microalgas em estudo e que houve

condigcbes de obter o cultivo mixotrofico com a vinhaca devido a presenca de sua carga

organica e alta producdo celular. Vieira (2013) cultivando Chlorella sp com vinhaga sem

realizar pré-tratamento, obteve uma densidade celular méaxima de 1,85 x 107cel.mL? na

concentracdo de 15% em quanto que conforme ilustra a Figura 11 em mesma concentracao

obteve 8,05 x 107cel.mL™,

5.2.1 Modelo matematico do crescimento da Chlorella com adi¢do de vinhaca ao meio de

cultivo

A Equacédo 2 representa 0 modelo matematico reduzido e codificado proposto para

analisar a maxima concentracao de biomassa em funcdo dos parametros tempo e concentracao

de vinhaca.

z=1,616+7,833x + 0,643y + 0,0266 xy (2)
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A partir da Equag8o 2 gerou se o grafico de superficie resposta, ilustrado na Figura 10,
o qual representa a concentracdo da biomassa, representada pelos eixo z, em funcdo das

variaveis tempo, eixo X, e concentracdo de vinhaca, eixo y.

Figura 12. Superficie de resposta para o modelo de concentragdo de biomassa suplementado com vinhaga
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O estudo ilustrado na Figura 12 mostra que, para os 3 primeiros dias de cultivo, o
experimento que apresentou uma maior densidade celular foi o cultivo da Cholrella em BBM
adicionado de 15% de vinhaca, com 3,60x107 cel.mL™%, por outro lado o experimento com 5%
de vinhaga apresentou menor valor de densidade celular com 1,87x107 cel.mL™.

5.2.2 Analise estatistica do crescimento da Chlorella com adi¢do de vinhaca ao meio de

cultivo

O crescimento da Chlorella sp em meio de cultura BBM suplementado com a adigédo
de vinhaca, nas proporcdes de 5%,10% e 15%, foi avaliado estatisticamente através do grafico

de Pareto.

Figura 13. Diagrama de Pareto da maxima concentragdo de biomassa utilizando a vinhaga como fonte orgénica

de carbono
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Pode ser observado através do diagrama de Pareto, ilustrado na Figura 13, que as
variaveis estudadas sao estatisticamente significativa apresentando confiabilidade de 95%, o
tempo de cultivo assim como a suplementacdo com a vinhaga contribuem positivamente para
0 aumento da densidade celular, ja a interacdo tempo/vinhaca ndo sdo significativos, ndo
interferindo no estudo.

Verifica-se que para os menores valores de concentragdes de vinhaga no cultivo
obtém-se maior densidade celular, mas o aumento da proporc¢do de vinhaca ndo prejudica a
producdo de biomassa, podendo assim, ser utilizada para a producdo de biocombustiveis

evitando que seja mais um fator de degradagdo ambiental.

5.2.3 Meio de cultivo BBM com adicéo de residuo de cultivo (BBM + vinhaga)

O presente estudo foi realizado com o residuo liquido, oriundo da centrifugacdo do
cultivo, de um cultivo de Chlorella em meio BBM adicionado 10% de vinhagca como matéria
organica.

A Figura 14 ilustra a curva de crescimento da microalga em meio BBM com adicdo de
25% do residuo liquido da centrifugacdo. A mesma apresentou uma rapida adaptacdo e uma
média de densidade celular maxima de 3,78x10’ cel.mL™ no quinto dia de cultivo, partindo de

uma populacéo de 1,82x10° cel.mL™.

Figura 14. Dados experimentais da Chlorella sp com adicao de 25% de residuo BBM + vinhaga
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A curva de crescimento da microalga em estudo, cultivada em BBM com adicdo de
50% do residuo liquido da centrifugacdo, € mostrada na Figura 15, abaixo. O cultivo partiu de

uma populagdo 1,77x10° cel.mL? até atingir uma densidade populacional média de 2,39x10’
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cel.mL?t. O gréfico apresenta uma fase de adaptacdo lenta, mas com uma alta taxa de

crescimento.

Figura 15. Dados experimentais da Chlorella sp com adi¢ao de 50% de residuo BBM + vinhaga
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A Figura 16, representa a curva de crescimento da Chlorella sp em BBM com adicéo

de 75% do residuo liquido da centrifugacdo. O cultivo teve seu inicio com uma densidade

populacional de 2,58x10° cel.mL-1 e apresentou no quinto dia uma populacio de 1,79x10’

cel.mL?. Uma boa taxa de crescimento. Devido sua concentragdo de nutrientes o reuso do

sobrenadante implica em diminuir o impactos ambiente de seus descarte, bem como reduzir

custos produtivos uma vez que utilizara menor quantidade do meio sintético.

Figura 16. Dados experimentais da Chlorella sp com adicao de 75% de residuo BBM + vinhaga
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A curva de crescimento da Chlorella sp em meio de cultivo BBM com adi¢éo de 100%

do residuo liquido da centrifugacdo € ilustrada na Figura 17. O cultivo se iniciou com uma
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densidade populacional média de 7,81x10°cel.mL? e no quinto dia apresentou 1,09
x107cel.mL. A partir da curva verifica-se uma adaptacido mais lenta e uma boa taxa de
crescimento.

Fernandez (2013) utilizando o cultivo com 100% do permeado da osmose inversa
observou a dificuldade no crescimento celular devido a alteragdo do meio por alguns
nutrientes, pois, a separagdo por osmose inversa produz um permeado com menor
concentracdo de nutrientes dificultando no desenvolvimento das microalgas, embora tenha
ocorrido discreto desenvolvimento das microalgas. O nimero maximo de células foi no nono
dia do experimento com uma densidade celular de 3,40x106cel.mL-1, comprovando o

potencial da reutilizagcdo do sobrenadante.

Figura 17. Dados experimentais da Chlorella sp com adicdo de 100% de residuo BBM + vinhaga
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A adicdo do residuo de cultivo, BBM + vinhaca, forneceu matéria organica e
suplementacdo nutritiva ao meio. Isso fez com que a microalga pudesse se desenvolver mais o

que se verifica pelo aumento na densidade populacional das mesmas.

5.2.3.1 Modelo matemaético do crescimento da Chlorella sp com adi¢do de residuo do
cultivo em BBM adicionado vinhaga

A Equacdo 3 representa o0 modelo matematico reduzido e codificado proposto para
analisar a maxima concentracdo de biomassa em fungdo dos pardmetros tempo e concentracéo
de vinhaga.

z=-87,006+112,968x +0,6051y -0,917xy (3)
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O grafico de superficie resposta, mostrado na Figura 18, foi gerado a partir da Equagao
3. Os termos da equacao representam a concentracao da biomassa, no eixo z, o0 tempo em X, e

a concentracao de vinhaga no eixo y.

Figura 18. Superficie de resposta para 0 modelo de concentragdo de biomassa com adi¢do de

residuo do cultivo em BBM
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Através da analise do grafico, ilustrado na Figura 18, observa-se que no quinto dia de
cultivo o experimento que apresentou uma maior densidade celular foi o cultivo da Chlorella
em BBM adicionando 25% do residuo do cultivo em BBM, com 4,10x107 cel.mL™, por outro
lado o experimento com 75% de vinhaca apresentou menor valor de densidade celular com
1,84x107 cel.mL™,

5.2.3.2 Andlise estatistica do crescimento da Chlorella sp com adicdo de residuo do

cultivo em BBM adicionado vinhaca

O crescimento da microalga em meio de cultura BBM suplementado com a adicao de
residuo do cultivo em BBM, nas propor¢bes de 25%, 50% e 75%, foi avaliado

estatisticamente através do grafico de Pareto.
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Figura 19. Diagrama de Pareto para avaliagdo do efeito da variavel dependente, maxima concentragio de biomassa

utilizando o residuo de cultivo (BBM + vinhaga) em BBM, obtido do planejamento experimental 22,

Standardzed Effect Estimat (Absolue Value)

De acordo com o diagrama de Pareto, ilustrado na Figura 19, as varidveis estudadas
sdo estatisticamente significativa apresentando confiabilidade de 95%, o tempo de cultivo
contribui positivamente para aumento celular ja a concentra¢do de vinhaca e a interagdo do

meio/tempo n&o contribuirdo para o desenvolvimento da microalga

5.3 Meio de cultivo BBM com adic¢éo de Efluente de UASB

O presente estudo foi realizado com a suplementacdo do efluente de UASB no cultivo
de Chlorella sp em meio BBM adicionado 5,10, 20, 30, 40, 60, 80 e 100% como fonte
nutricional

A Figura 20 ilustra os dados experimentais da microalga em meio BBM com adicéo de

5% do efluente. A mesma apresentou uma rapida adaptacdo e uma média de densidade
celular maxima de 2,18x107 cel.mL™* no quinto dia de cultivo, partindo de uma populagio de
5,11x10°cel.mL™,
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Figura 20. Dados experimentais do crescimento da Chlorella sp cultivada em BBM com adicéo de 5% de
efluente de UASB
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Os dados experimentais da microalga em estudo, cultivada em BBM com adi¢do de
10% de efluente de UASB ao meio de nutrientes, é acurada na Figura 21. O cultivo partiu de
uma populagdo 1,05x10° cel.mL? até atingir uma densidade populacional média de 2,14x10’

cel.mL. O grafico apresenta um crescimento continuo e com uma alta taxa de crescimento.

Figura 21. Dados experimentais da Chlorella sp cultivada em BBM com adic¢éo de 10% efluente de UASB
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A Figura 22, representa os dados experimentais da Chlorella sp em BBM com adigéo
de 20% de efluente de UASB. O cultivo teve seu inicio com uma densidade populacional de

7,38x10° cel.mL-1 e apresentou no Gltimo dia uma populacdo de 1,11x107 cel.mL-1.
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Figura 22. Dados experimentais da Chlorella sp cultivada em BBM com adic¢éo de 20% de efluente de UASB
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Os dados experimentais da Chlorella sp em meio de cultivo BBM com adi¢do de 30%
de efluente de UASB ¢ ilustrada na Figura 23. O cultivo se iniciou com uma densidade
populacional média de 3,73x10°cel.mL? e ao termino do cultivo apresentou uma populagéo
de 8,33 x106cel.mL™.

Figura 23. Dados experimentais da Chlorella sp cultivada em BBM com adi¢do de 30% de efluente de UASB
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Os dados experimentais da Chlorella sp em meio de cultivo BBM com adicdo de 40%
de efluente de UASB ¢ ilustrada na Figura 24. O cultivo se iniciou com uma densidade
populacional média de 7,18x10°cel.mL? e ao termino do cultivo apresentou uma populagéo
de 2,43 x10"cel.mL™,
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Figura 24. Dados experimentais da Chlorella sp cultivada em BBM com adic¢éo de 40% de efluente de UASB
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Os dados experimentais da Chlorella sp em meio de cultivo BBM com adi¢do de 60%
de efluente de UASB ¢ ilutrado na Figura 25. O cultivo se iniciou com uma densidade
populacional média de 1,05x10%el.mL? e ao termino do cultivo apresentou uma populagéo
de 4,15 x10"cel.mL™.

Figura 25. Dados experimentais da Chlorella sp cultivada em BBM com adi¢do de 60% de efluente de UASB
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Os dados experimentais da Chlorella sp em meio de cultivo BBM com adigédo de 80%
de efluente de UASB é ilustrado na Figura 26. O cultivo se iniciou com uma densidade
populacional média de 2,83x10°cel.mL? e ao termino do cultivo apresentou uma populagio
de 2,28 x10’cel.mL®. O crescimento mostrou uma instabilidade na adaptacdo mas apds o

segundo dia o crescimento foi continuo.
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Figura 26. Dados experimentais da Chlorella sp cultivada em BBM com adic¢éo de 80% de efluente de UASB
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Os dados experimentais da microalga em estudo, cultivada em BBM com adicédo de

100% de efluente de UASB ao meio de nutrientes, € mostrada na Figura 27, abaixo. O cultivo

partiu de uma populacio 4,18x10° cel.mL™* até atingir uma densidade populacional média de

3,40x107 cel.mL?. O gréfico apresenta um crescimento continuo e com uma alta taxa de

crescimento.

Figura 27. Dados experimentais da Chlorella sp cultivada em BBM com adic¢éo de 100% de efluente de UASB
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Os dados experimentais da microalga em estudo, cultivada apenas com o efluente do

UASB, ¢ ilustrado na Figura 28, abaixo. O cultivo partiu de uma populagio 1,94x10° cel.mL™?

até atingir uma densidade populacional média de 2,28x10" cel. mL. O crescimento mostrou

uma instabilidade na adaptacdo e apds o quarto dia os nutrientes foram totalmente

consumidos.
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Figura 28. Dados experimentais da Chlorella sp com 100% de efluente de UASB
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A adi¢do do Efluente do UASB, forneceu matéria organica e suplementacdo nutritiva
ao meio. Isso fez com que a microalga pudesse se desenvolver mais, verificado pelo aumento

na densidade celular.

O BBM fornece nitrogénio e fosforo na forma de NaNO3z e K:HPO4 no efluente do
UASB esses estdo quantificados da seguinte forma: N.T.Kjeldahl - 57,50 mg NTK.L?,
N.Amoniacal - 34,19 mg N-NH4+.L! e Fosforo Total — 5,70 mg P.L, Ortofosfato 3,43 mg
P-PO4-.L 2,

5.3.1 Modelo matematico do crescimento da Chlorella em meio BBM com adicao de
efluente de UASB

A Equacédo 4 representa 0 modelo matematico reduzido e codificado proposto para
analisar a maxima concentracdo de biomassa em fungdo dos pardmetros tempo e concentracéo

de vinhaga.
z =-15,73+44,29x - 0,60y + 0,638xy 4)
O gréfico de superficie resposta, ilustrado na Figura 29, foi gerado a partir da Equacao

4. Os termos da equacdo representam a concentracdo da biomassa, no eixo z, o tempo em X, e

a concentracao de efluente de UASB no eixo y.
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Figura 29. Superficie de resposta para 0 modelo de concentra¢do de biomassa suplementado com efluente de
UASB
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Através da andlise do gréfico, ilustrado na Figura 29, observa-se que ha uma fase de
adaptacdo e ao final do quinto dia cultivo da Chlorella sp em BBM adicionando 100% do
efluente apresentou uma maior densidade celular, 5,03x10” cel.mL, mostrando que n&o

houve nenhuma contaminagéo ou toxicidade que impedisse o crescimento da microalga.

5.3.2 Andlise estatistica do crescimento da Chlorella sp cultivada em BBM
adicionado efluente de UASB

O crescimento da microalga em meio de cultura BBM suplementado com a adicao
efluente de UASB, nas proporcdes de 5% e 100%, foi avaliado estatisticamente através do

gréfico de Pareto.

Figura 30. Diagrama de Pareto para avaliagdo do efeito da varidvel dependente, maxima concentragéo de biomassa

utilizando o efluente de UASB em BBM, obtido do planejamento experimental 22,

Tempo (dias) / 3135

Concentrag3o (%) 7 1256471

Tempo x Concentragdo 7 1221882

p=.05
Efeito estimado padronzado (vaior absoluto)
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De acordo com o diagrama de Pareto, ilustrado na Figura 30, as variaveis estudadas
sdo estatisticamente significativa apresentando confiabilidade de 95%, o tempo de cultivo a
suplementacdo com o efluente e a interacéo entre os ambos contribuiram positivamente para o

crescimento celular.

5.4 Meio de cultivo BBM com adic¢do de Efluente de Filtro Anaerdébio

O presente estudo foi realizado com a suplementacdo do efluente de Filtro Anaer6bio
no cultivo de Chlorella sp em meio BBM adicionado 5,10, 20, 30, 40, 60, 80 e 100% como
matéria organica.

A Figura 31 ilustra os dados experimentais da microalga em meio BBM com adicao de
5% do efluente do Filtro anaerébio. Na adaptacdo do cultivo 0 mesmo se manteve
estacionado durante os quatro primeiros dias, ao final do cultivo apresentou uma média de
densidade celular maxima de 1,15x107 cel.mL?, partindo de uma populagio de 4,99x10°

cel.mL?,

Figura 31. Dados experimentais da Chlorella sp cultivada em BBM com adic¢éo de 5% de efluente do Filtro
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A Figura 32, representa os dados experimentais da Chlorella sp em BBM com adic¢do de
10% de efluente do Filtro Anaerdbio. O cultivo teve seu inicio com uma densidade
populacional de 1,10x10° cel.mL™ e apresentou no quinto dia uma populagio de 3,13x10’

cel.mL-1. Verificou no cultivo um crescimento crescente e continuo.



Figura 32. Dados experimentais da Chlorella sp cultivada em BBM com adicéo de 10% de efluente Filtro
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Os Dados experimentais da Chlorella sp em meio de cultivo BBM com adicao de 20%

de residuo é ilustrado na Figura 33. O cultivo se iniciou com uma densidade populacional

média de 8,25x10°cel.mL? e no quinto dia apresentou uma populagdo de 2,11 x10’cel.mL™.

Verificou-se no cultivo crescente adaptacao.

Figura 33. Dados experimentais da Chlorella sp cultivada em BBM com adicdo de 20% de efluente Filtro
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A Figura 34, ilustra os dados experimentais da Chlorella sp em BBM com adicdo de

30% de efluente do Filtro Anaerobio. O cultivo teve seu inicio com uma densidade

populacional de 3,60x10° cel.mL™ e apresentou no quinto dia uma populagdo de 1,41x10’

cel.mL-1.
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Figura 34. Dados experimentais da Chlorella sp cultivada em BBM com adicao de 30% de efluente Filtro
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A Figura 35 ilustra os dados experimentais da microalga em meio BBM com adicao de
40% do efluente do Filtro anaer6bio. Na adaptacdo do cultivo 0 mesmo se manteve
estacionado durante os dois primeiros dias, apresentando uma alta taxa de crescimento nos
dias seguintes, ao final do cultivo apresentou uma média de densidade celular maxima de

2,52x107 cel.mL™, partindo de uma populacéo de 8,69x10° cel.mL™.

Figura 35. Dados experimentais da Chlorella sp cultivada em BBM com adicdo de 40% de efluente do Filtro
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A Figura 36, ilustra os dados experimentais da Chlorella sp em BBM com adicdo de
60% de efluente do Filtro Anaerobio. O cultivo teve seu inicio com uma densidade
populacional de 1,10x10° cel.mL™ e apresentou no quinto dia uma populagio de 2,43x10’

cel.mL?,
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Figura 36. Dados experimentais da Chlorella sp cultivada em BBM com adicéo de 60% de efluente Filtro

Anaerobio
3,50E+07
3,00E+07 u
E 2,50E+07 ¥
2,00E+07
E‘ et e u 412 cont
3 1,50E+07 = M 22 cont
S 2
1,00E+07 32 cont
5,00E+06 X média
® -]
0,00£+00
0 1 2 3 4 5
Tempo (dias)

A Figura 37, ilustra os dados experimentais da Chlorella sp em BBM com adi¢do de
80% de efluente do Filtro Anaer6bio. O cultivo teve seu inicio com uma densidade
populacional de 3,58x105 cel.mL-1 e apresentou no quinto dia uma populacgdo de 2,84x10’

cel.mL-1.

Figura 37. Dados experimentais da Chlorella sp cultivada em BBM com adicéo de 80% de
efluente Filtro Anaerdbio
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Os dados experimentais da microalga em estudo, cultivada em BBM com adi¢éo de
100% de efluente ao meio de nutrientes, € ilustrada na Figura 38, abaixo. O cultivo partiu de
uma populagdo 3,83x10° cel.mL? até atingir uma densidade populacional média de 2,22x10’

cel.mL. O grafico apresenta um crescimento continuo e com uma alta taxa de crescimento.
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Figura 38. Dados experimentais da Chlorella sp cultivada em BBM com adi¢do de 100% de efluente do Filtro
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Os dados experimentais da microalga em estudo, cultivada apenas com o efluente do

Filtro Anaerobio, é ilustrada na Figura 39, abaixo. O cultivo partiu de uma populacédo

7,54x10° cel.mL? até atingir uma densidade populacional média de 1,80x10 cel.mL? no

quarto dia, consumindo totalmente os nutrientes.

Figura 39. Dados experimentais da Chlorella sp cultivada com 100% de efluente do Filtro Anaerdbio
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O BBM fornece nitrogénio e fésforo na forma de NaNOs e KoHPO4 no efluente do

Filtro Anaerdbio esses estdo quantificados da seguinte forma: N.T.Kjeldahl - 37,61 mg
NTK.L?, N.Amoniacal - 35,12 mg N-NH4+.L* e Fsforo Total — 4,32 mg P.L!, Ortofosfato

3,86 mg P-PO4-.L 1,
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A adicdo do Efluente do Filtro Anaerébio forneceu matéria orgénica e
suplementacdo nutritiva ao meio. Isso fez com que a microalga pudesse se desenvolver mais o

que se verifica pelo aumento na densidade populacional das mesmas.

5.4.1 Modelo matematico do crescimento da Chlorella com adicédo de efluente de
Filtro Anaerdbio

A Equacédo 5 representa 0 modelo matematico reduzido e codificado proposto para
analisar a maxima concentracdo de biomassa em fungdo dos pardmetros tempo e concentracéo
de vinhaca.

z=10,27 +18,63x - 0,58y + 0,55xy (5)
O grafico de superficie resposta, ilustrado na Figura 40, foi gerado a partir da Equacao
3. Os termos da equacao representam a concentracdo da biomassa, no eixo z, o tempo em X, e

a concentracdo de efluente do Filtro Anaerobio no eixoy.

Figura 40. Superficie de resposta para 0 modelo de concentracdo de biomassa
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Atraveés da andlise do gréfico, apresentado na Figura 40, observa-se que hd uma fase
de adaptacdo e ao final do quinto dia cultivo da Chlorella em BBM adicionando 100% do

efluente apresentou uma maior densidade celular, 3,21x10" cel.mL™.
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5.4.2 Andlise estatistica do crescimento da Chlorella sp com adic@o de efluente de

Filtro Anaerébio

O crescimento da microalga em meio de cultura BBM suplementado com a adicao de
efluente de Filtro Anaerdbio ao cultivo em BBM, nas proporcées de 5% e 100%, foi avaliado

estatisticamente através do grafico de Pareto.

Figura 41. Diagrama de Pareto da maxima concentragdo de biomassa utilizando o efluente de Filtro Anaerébio
em BBM
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De acordo com o diagrama de Pareto, ilustrado na Figura 41, as variaveis estudadas
sdo estatisticamente significativa apresentando confiabilidade de 95%, o tempo de cultivo, a
suplementacdo com o efluente e a interacdo entre os ambos contribuem positivamente com o

aumento da densidade celular.

5.5 Comparativo dos cultivos

Em relacdo ao cultivo com a glicerina, Figura 42, o melhor resultado foi obtido com a
suplementacéo de 4%. Nenhum estudo obteve o crescimento celular acima de 10° Cel.mL*
ndo apresentando um bom desenvolvimento, sendo assim esse subproduto da producdo de

biocombustivel necessita de uma solugcdo mais eficaz.



53

Figura 42. Comparativo entre os cultivos suplementados com a Glicerina
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Nos cultivos suplementados com a vinhaga, Figura 43, os melhores resultados foram
obtidos a partir das menores concentragdes obtendo assim um excelente crescimento celular
na grandeza de 108 Cel.mL%. N&o foi possivel utilizar altas concentragdes de vinhaca, pois a
espécie em estudo ndo se adaptou. Candido (2013) Cultivando a Chlorella vulgaris com
vinhaca apos filtracdo com diferentes materiais conseguiu um incremento na ordem de 10°
células em 15 dias na concentragdo de 25%, mas na concentragdo de 50% o crescimento foi

estacionario durante 20 dias.

Figura 43. Comparativo entre os cultivos suplementados com vinhaca
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Nos cultivos suplementados com a reutilizagdo dos cultivos com a vinhaga, Figura 44,
obteve em todos os estudos 6timo crescimento celular na ordem de 10” Cel.mL™%, provando
assim a alta concentracao de nutrientes e a eficiéncia de utilizar esse residuo pela segunda

vez, onerando custos energéticos, contudo diminuindo com meio sintético.
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Figura 44. Comparativo entre os cultivos suplementado com a reutilizac&o dos cultivos com vinhaga
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Utilizando a suplementacéo do efluente de UASB, Figura 45, nos cultivos conseguiu
6timo crescimento celular na ordem de 107 Cel.mL™, foi observado que na utilizagdo de 60%
apresentou maior eficiéncia pra producdo de biomassa, ndo desprezando as demais
concentragfes, que para cunho ambiental pode ser utilizado em sua totalidade sem
suplementacdo de meio sintético. Rossi (2013) cultivando a Desmodesmus e Scenedesmusem
ambas da classe das Chlorophyceae, em efluente de UASB obteve maiores concentracfes

celulares e maior velocidade de crescimento nas concentra¢fes de 50% do efluente.

Figura 45. Comparativo entre os cultivos suplementado com efluente de UASB
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Os cultivos suplementados com efluente do Filtro Anaerobio, Figura 46, apresentaram
6timo crescimento celular, destacando maior eficiéncia para producdo de biocombustivel as
concentracOes de 10 e 80%. Semelhante a utilizacdo do UASB esse pode ser utilizado em sua

totalidade sem adicdo do meio sintético com objetivo de tratamento para o efluente.
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Figura 46. Comparativo entre os cultivos suplementado com efluente de Filtro Anaerdbio.
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Dentre todos os experimentos estudados a suplementagdo com a vinhaga na
concentracdo de 10%, Figura 47, apresentou melhor rendimento, sendo essa a substitui¢éo
mais vidvel pra producdo de biocombustivel, além de ser um destino ambientalmente
favoravel.

Porém, o uso dos efluentes de UASB e Filtro Aerdbico ndo inviabiliza o cultivo de
microalgas, uma vez que com o mesmo descarta 0 uso de meio sintético sendo assim o menor
custo de cultivo em todos estudos realizados nesta pesquisa e obtendo um excelente
crescimento das microalgas em estudo. Dessa forma, podera ser uma alternativa para
incentivar o tratamento de esgoto na regido Nordeste, pois podera ser utilizado o tratamento
anaerobico utilizando seus efluentes para o cultivo de microalgas visando a geragdo de

energia renovavel, deste modo dando polimento necessario ao efluente.

Figura 47. Comparativo entre todos os cultivos estudados
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6- CONSIDERACOES GERAIS

Através do estudo para o desenvolvimento da microalga, Chlorella sp, por meio do
uso da vinhaca, rejeito liquido da industria sucroalcooleira, a glicerina residuo do biodiesel,
como também dos efluentes do tratamento do esgoto doméstico (UASB e Filtro Anaerdbio)

como suplementacdo nutricional, visando a obtencdo de biocombustiveis, pode-se concluir:

e O cultivo suplementado com a glicerina ndo contribuiu para o desenvolvimento da
microalga, ndo sendo vidvel para producdo de biocombustivel, esse necessitando de
outra solucdo para um destino mais adequado;

e Embora o cultivo com vinhaga apresentou excelente adaptacdo das ceélulas, sua
utilizacdo foi com baixas concentracfes, necessitando de outros estudos que
viabilizem a utilizacdo desse rejeito.

e O cultivo utilizando residuo liquido centrifugado oriundo do cultivo de cultivo (BBM)
como suplementagéo nutricional apresentou excelente crescimento celular alcangando
a densidade celular, mostrando que mesmo ap6s a supressao dos nutrientes por meio
das microalgas esse rejeito ndo pode ser langado no ambiente.

e O cultivo suplementado com efluente de UASB apresentou 6timo desenvolvimento
celular, mostrando que esse pode ser usado pra producdo de biocombustivel, bem
como pode ser utilizados as microalgas pra remocao dos nutrientes.

e O cultivo suplementado com efluente do Filtro Anaerdbio apresentou Otimo
desenvolvimento, e similar ao cultivo com UASB, esse é eficaz pra produgdo de

biocombustivel bem como remocdo de nutrientes do efluente.
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