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“A menos que modifiquemos a nossa maneira de pensar, ndao seremos
capazes de resolver os problemas causados pela forma como nos
acostumamos a ver o mundo”.

(Albert Einstein)



VIEIRA, Tamires de Queiroz. Uso de residuos liguidos no cultivo de microalgas
com potencial para producdo de biocombustiveis. Campina Grande, UEPB,
2013, 61 p. (Monografia para Graduacdo em Engenharia Sanitaria e Ambiental).

RESUMO

O mundo vive hoje uma dupla crise mundial devido ao uso excessivo de
combustiveis fosseis e seus efeitos danosos ao meio ambiente. Com isso, é
imprescindivel e urgente obter uma fonte energética renovavel, e as microalgas é a
opcdo mais atrativa, pois da um destino adequado para as aguas residudrias,
atuando como uma excelente fonte para a producdo de biocombustiveis. No
entanto, as microalgas para seu desenvolvimento necessitam de nutrientes
adequados, provenientes da preparacdo de um meio sintético, ou de outros meios
modificados, como o0 uso de aguas residuarias domésticas. Este trabalho estudou o
comportamento celular da microalga Chlorella sp em cultivos mixotréficos, através
da adicdo de residuos liquidos ao meio de cultura Bold’s Basal Medium, visando o
suprimento da cadeia produtiva de bicombustiveis, através do uso das microalgas.A
primeira etapa do trabalho consistiu na adicdo de glicerina ao meio em diferentes
proporcdes (2%, 4% e 10%), verificou-se que os resultados ndo foram satisfatorios para
o desenvolvimento da célula, inviabilizando o uso do residuo em questéo para o cultivo
de Chlorella sp visando a obtencéo de lipidios ou outros insumos proveniente da célula
em estudo.A segunda etapa realizada consistiu na suplementacdo da vinhaga ao meio
em diferentes proporcdes (10%, 15%, 20% e 25%), esse estudo obteve resultados
satisfatériosporque a vinhaca apresentava caracteristicas para o desenvolvimento da
microalga em estudo e houve também condi¢cdes de obter o cultivo mixotréfico com
a vinhaca devido a presenca de sua carga organica e alta producao celular. A
proporcao de vinhaca que obteve melhor crescimento foi com a suplementacéo de
10%, onde se verificou uma excelente adaptacédo das células a nova composicao do
meio de cultivo. Com a adic&o de vinhacga a porcentagens maiores que 10% ao meio
de cultivo, verificou-se uma dificuldade no crescimento das células, devido ao
excesso de material suspenso presente na vinhaca. Logo, para os resultados
obtidos para a segunda etapa, pode-se dizer que é uma técnica viavel, pois dard um
destino adequado para o residuo liquido oriundo das industrias sucroalcooleiras por
meio do cultivo de microalgas com potencialidade de producdo biocombustiveis,
gerando desta forma uma nova fonte de producéo de bioetanol e biodiesel.

PALAVRAS-CHAVE:Biocombustiveis; Microalga; Vinhaca; Glicerina.



VIEIRA, Tamires de Queiroz. Use of liquid waste in the cultivation of microalgae
with  potential for  biofuel production. Campina Grande, UEPB,
2013, 61 p. (Monograph for Graduate Environmental and Sanitary Engineering).

ABSTRACT

The World today lives a doble global slump owing to the excessive use of fossil fuel
and their harmfull effects to the environment. Thereat, is essential and urgent obtain
a renowable source, and the microalgae are the option more attractive, because it
gives a suitable destination for the waters biofuels. However, microalgae
needofproper nutrients for your own developmentfrompreparation of asynthetic
mediumor other medium modifiedlike the useofdomestic wastewater. This work
studied the cellular behavior of the microalgae Chlorella sp mixotréficos crops,
throught the addiction of liquid waste to the culture medium Bold's Basal Medium,
aiming the supply for chain productive of biofuel, throught the use of microalgae. The
first work stage of the work consistedin adding of glycerin to the medium in differents
proportions (2%, 4% e 10%), was checked that the results weren't satisfactory for the
cell's development, invalidating use of the waste in question for cultive of Chlorella sp
aiming the obtaining lipids or others insumes from the in study cell. The second step
performed consisted in supplementation of vinasse to the medium in different
proportions (10%, 15%, 20% e 25%), this study obtained satisfactory results because the
vinasse presents characteristics for the development of the microalgae in study and there
was also conditions to obtain the mixotréfico culture with vinasse owing to the presence
of your organic load and high production cell. The proportion of vinasse that obtained
best growth was with supplementation of 10%, where was checked an excellent
adaptation of the cells for the new composition of the culture medium. With the addition of
vinasse of the percentages higher 10% to the culture medium, was checked a difficulty in
cells growth, due to excess of the suspended material present in the vinasse. Therefore,
for the results obtained for the second step, one can say that it is a viable technique
because it will give a suitable destination for waste liquid derived from sugar and alcohol
industries through cultivation of microalgae with potential for biofuel production, thus
generating new source of bioethanol and biodiesel.

KEYWORDS: Biofuels; Microalgae; Vinasse; Glycerin.
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1 INTRODUCAO

O mundo com o0 uso excessivo dos combustiveis fésseis pelas industrias e
principalmente pelo setor de transporte faz com que se viva uma dupla crise mundial
que € a escassez das fontes de combustiveis fosseis e a degradacdo ambiental.

Desta forma, seja pelos efeitos negativos causados ao meio ambiente ou
esgotamento das reservas de combustiveis fésseis, é imprescindivel e urgente a
procura de fontes energéticas alternativas renovaveis, biodegradaveis, de producéo
limpa e ndo toxicas e que sejam de custo competitivo com as atuais fontes de
energia existente. Dentro desse prisma, destacam-se o0s biocombustiveis, como
fontes de energia renovaveis e biodegradaveis, onde possuem inimeras vantagens
ambientais, como a reducdo das emissfes de poluentes, principalmente os gases de
efeito estufa responsaveis pelo superaquecimento global.

Atualmente o pais que vem se destacando mundialmente na producédo de
energia limpa e renovavel é o Brasil que possui em sua matriz energética 45% de
energia renovavel, enquanto no mundo este valor ndo ultrapassa a 14% (BRASIL,
2010).

E importante ressaltar que, os estados de Alagoas, Pernambuco e Paraiba
representam 73% da producéo de etanol da regido Norte- Nordeste, sendo o estado da
Paraiba o segundo maior produtor do Nordeste, que representa 24% do PIB anual da
agricultura do Estado. No entanto, existe uma limitacdo de crescimento no setor dentro
do estado da Paraiba em razdo da area fisica ndo permitir uma extensao em virtude dos
seguintes fatores: dificuldade topogréfica, clima, periodos prolongados de seca e baixa
fertilidade do solo (PAIXAO e FONSECA, 2011).

O biocombustivel que vem se destacando no cenario mundial atualmente é
representado em sua maioria pelos derivados de culturas terrestres, tais como: soja,
milho, cana-de-agucar. No entanto, vem a cada dia sendo pressionado pelo mercado
de alimentos devido a enorme area de terras agricultaveis necessarias para sua
producdo, além de contribuir também com a escassez de agua potavel e para a
destruicdo das florestas no mundo.

No entanto, dentro da realidade e da necessidade que o mundo vive em obter
uma fonte de energia renovavel,a opcao de obter biodiesel por meio das microalgas

torna-se a opcado mais atrativa na medida em que se aliam algumas situacoes
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probleméticas oriundas das necessidades atuais, como destino adequado para as
adguas residuais, ocupacdo de areas improprias para cultivo e producdo de
alimentos.

Além do mais, o biodiesel e bioetanol ndo € a uUnica fonte de energia
renovavel derivados das microalgas outras fontes energéticas podem ser obtidas
como: o metano ou bhiogas produzido pela digestdo anaerdbica da biomassa,
biohidrogénio produzido pela lignina celulésica através da fermentacao
(BOROWITZAKA, 1999; MALCATA, 2011).

A microalga em estudo, a Chlorellasp, tem uma imensa importancia
econdmica, ndo sé na producdo para aplicacdo na alimentacdo humana. Mas,
também na geracdo de bioenergia, tornando-se uma alternativa como fonte de
energia renovavel (PHUKAN et al., 2011).

O cultivo autotréfico é o mais utilizado no cultivo de microalgas,
principalmente quando a producdo é em larga escala. Mas, varias espécies podem
tanto ser cultivadas em processos autotroficos, heterotréficos e mixotroéficos.

Uma das fontes de carbono mais adequada para producédo de biodiesel por
meio mixotrofico é o glicerol.O glicerol pode ser obtido como subproduto da reacéo
de transesterificacdo para obtencdo do biodiesel. O acumulo de lipidios € maior
quando utiliza o glicerol que as outras fontes de carbono como a glicose por
exemplo.

Em varias unidades sucroalcooleiras, a vinhaca esta sendo largamente
utilizada como fertilizante. No entanto, esse uso, ndo deve ser indiscriminado, pois
pode impactar o meio ambiente, causando efeitos como a salinizacdo do solo e a
poluicdo de aquiferos (PRADO, 2007).

Assim sendo, com o intuito de avaliar a potenciabilidadeda producdo de
biocombustivel através das microalgas, este trabalho estudou a otimizacao do cultivo da
microalga Chlorella spjuntamente com o uso de aguas residuérias, dando assim um uso
adequado dos rejeitos e evitando assim possiveis processos de contaminacgéo do solo e
dos corpos daguas, bem como fornecer uma nova fonte de geragdo de
biocombustiveis liquidos incrementando a geracdo de energia nas industrias de
biocombustiveis de primeira geracdo e segunda geracdo, em especial na regiao
Nordeste que ja possui sua matriz industrial consolidada na producéo de etanol, com a
forte opcéo de tornar as industrias sucroalcooleira uma unidade de biorrefinaria devido

ao processamento de varias biomassas na geracdo de energia com possibilidades de
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alcancar as metas de producdo e consumo de biocombustiveis, em funcdo das
limitacbes das fontes atualmente empregadas para geracdo de etanol de primeira

geracgao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Minimizar os impactos ambientais através do uso dos residuos liquidos, como

a glicerina e vinhaca, no cultivo da microalga Chlorella sp em fotobioreatores

visando a viabilidade da producédo de biocombustiveis.

2.2 Objetivos especificos

Adaptar e cultivar a cepa Chlorella sp em meio de cultura tradicional,
avaliando o seu desenvolvimento através da curva de crescimento;

Selecionar e adaptar as cepas de Chlorella sp ao cultivo mixotréfico através
do uso da glicerina, em meio de cultura tradicional e em diferentes
proporcdes, para identificar as condicbes de maior desenvolvimento celular
através das curvas de crescimento celular;

Avaliar o crescimento através da elaboracdo de curvas de crescimento da
microalga Chlorellasp em meio cultura suplementado com o residuos da
industria sucroalcooleira (vinhaca);

Identificar quais os residuos liquidos em estudo podem ter viabilidade para a
producéo de biodiesel e bioetanol.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Desafio energético mundial

Os combustiveis fosseis s@o constituidos pelo carvéo, petréleo e o gas natural
que foram originados devido a decomposicdo de milhdes de centenas de anos da
biomassa morta soterrada. Esses combustiveis aumentaram sua real exploracdo com a
revolucdo industrial. Assim, neste periodo os combustiveis fésseis tiveram um papel
fundamental no desenvolvimento e no crescimento econémico uma vez que as
exigéncias e as nhecessidades humanas em termos de satisfacdo basica e de
fornecimento de bens de servico dependiam fortemente dos combustiveis fésseis.
Inicialmente a fonte mais explorada era o carvao e em seguida o uso da madeira foi aos
poucos substituindo e tornando o combustivel mais comumente utilizado.

No entanto, com o advento do motor de combustdo interna iniciou-se um enorme
crescimento na utilizacdo de combustiveis liquidos derivados do petréleo que se tornou a
maior fonte de energia utilizada até hoje. A melhoria das condi¢es de vida permitiu um
grande avanco da civilizacdo isso ocorreu em cima de um crescimento exponencial de
consumo energético. No ano de 2000 a populacdo consumiu cinco vezes mais
combustiveis que em 1950 e 13 vezes mais que 1900 (TAVARES, 2009).

Assim, todo o crescimento econémico ocorrido nos ultimos dois séculos foi devido
principalmente a exploracdo do petrdleo como combustivel. No entanto, o nivel de vida
da humanidade consistiu sem dulvida um crescimento sem planejamento e de forma
insustentavel, ondese questionou se este mundo moderno desenvolvido pode manter
esse consumo e se as consequéncias ambientais desastrosas terdo solucdes. Assim,
hoje o mundo enfrenta um duplo problema: a crise energética e a degradacdo ambiental
provocada pelos produtos oriundos da combustéo dos combustiveis fésseis.

Dentre os problemas ambientais trazidos pelo o uso intensivo dos combustiveis
fésseis merecem destaque o aquecimento global e alteragdes climaticas, a poluicdo (do
ar, da agua e da terra) e os efeitos adversos para a saude humana. Mas, os principais
danos ambientais sdo causados pelo uso final dos combustiveis nos processos de
aquecimento, na producéo de eletricidade e na geracao de for¢ca motriz das instalacdes
industriais e dos transportes (VEZIROGLU e SAHIN, 2008).

O uso intensivo dos combustiveis fosseis leva a emissao de diversos gases (COx,
SOy, NOy, CH) e compostos poluentes (fuligem, cinzas, alcatrdo e outros compostos

organicos) que causam efeito catastrofico a salde humana, nos animais, nas florestas
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entre outros.

A concentracdo atmosférica de CO, vem aumentando a um ritmo acelerado apés
a revolucdo industrial. As atividades humanas estdo produzindo mais carbono que o
proprio ecossistema pode absorver. Dessa forma, a concentracéo atmosférica de CO,
passou de 280ppm na era pré- industrial para o valor de 380ppm que ocorre atualmente
(AGARWAL, 2007; HANSEN et al., 2010).

O CO, emitido durante a queima dos combustiveis fosseis € o0 principal
responsavel pelo efeito estufa que contribui para absorcéo e aprisionamento dos raios
infravermelhos na atmosfera levando ao aumento da temperatura da terra, e assim
acabam provocando o degelo das calotas polares, o0 aumento do nivel dos oceanos e as
alteracdes climaticas que causam as inundacdes, longas secas, furacdes entre outros
desastres ambientais.

Assim, a eminente escassez das reservas dos combustiveis fosseis e o0s
problemas ambientais causados por estas fontes de energia que impedem de preservar
o0 meio ambiente para o desenvolvimento das geracdes futuras, forca urgentemente o
desenvolvimento e o0 uso de fontes de alternativas de energias renovaveis, dentro desse
prisma tem-se a energia solar, edlica, hidroelétrica, geotérmica, hidrogénio e
biocombustiveis, para manter o desenvolvimento global.

Dessa forma, deve-se priorizar o desenvolvimento das energias renovaveis para
gue se tenham condicdes de substituir as energias foésseis oriundas de fontes fosseis
nos quatro principais setores como: producdo da eletricidade, aquecimento, transportes
e abastecimento energético nas zonas rurais, contudo, a substituicdo total n&o
acontecera enquanto houver energia fossil a precos relativamente acessiveis, isso
impede que ocorram maiores investimentos nas fontes de energias renovaveis. No
entanto, apesar de todas as dificuldades, o mundo vem aumentando a capacidade de
consumo de energias renovaveis, que apresenta um amento por ano de 15-30% ao ano
desde 2000. Entre esses aumentos destacam-se 0 crescimento na producao de energia
fotovoltaica (60%), edlica (28%) e dos biocombustiveis (40%) (TAVARES, 2009).

De todas as alternativas renovaveis, o hidrogénio e os biocombustiveis sdo as
gue apresentam maiores potenciais de substituir os combustiveis fosseis e atender aos
desafios do desenvolvimento moderno, buscando a seguranga energética com a
mitigacdo e reducdo dos gases nocivos ao meio ambiente com a promoc¢ao do
desenvolvimento de forma sustentavel, garantindo assim o bem estar das futuras
geracdes (GIELEN e UNANDER, 2005; HUBER et al., 2006).
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O hidrogénio produzido de fontes renovaveis para fins energéticos é considerado
uma tecnologia limpa por ndo produzir gases com efeitos adversos ao meio ambiente e
0 mesmo possui uma eficiéncia energética extremamente alta. No entanto, existem
alguns empecilhos ao desenvolvimento da producdo de hidrogénio como combustivel,
que consiste na infraestrutura complexa necessaria para geragéo de hidrogénio, além da
davida sobre armazenagem e os elevados custos de producdo. Desta forma, para
atender a demanda crescente por combustiveis assegurando o crescimento e garantindo
a viabilidade econémica e ambiental diante desta crise de combustiveis fosseis a
solucdo séo os biocombustiveis.

Os biocombustiveis sdo combustiveis que sdo produzidos a partir de fontes
naturais, a biomassa. A biomassa que pode ser convertida por meio de processos
mecanicos, termoguimicos e biolodgicos dando origem a varios tipos de biocombustiveis
como, por exemplo, etanol, metanol, biodiesel, metano e hidrogénio.

Dentro deste prisma, a biomassa torna-se a mais promissora das fontes
renovaveis de energia ha medida em que esta disponivel naturalmente, podendo ser
produzida em grandes quantidades e atender em todos 0s setores que possuem
demanda energética. Ressaltando ainda que, que a biomassa é um recurso inteiramente
renovavel e que permite o desenvolvimento de novas oportunidades como a
diversificacdo das fontes de abastecimento de combustivel e a reducéo da dependéncia
dos combustiveis fosseis (TAVARES, 2009).

Para atender a demanda energética principalmente dos meios de transportes
tém-se os biocombustiveis bioetanol e o biodiesel que substituem respectivamente a
gasolina e o diesel. Estes sdo considerados biocombustiveis de primeira geracdo. Sao

produzidos a partir de culturas terrestres que competem com a producéo de alimentos.

3.1.1 Biocombustiveis de primeira geragéao

Os biocombustiveis de primeira geracdo dominam atualmente o mercado dos
biocombustiveis com uma producéo anual de 50.000 milhdes de litro (NAIK et. al., 2010).
Estes s&o principalmente derivados de culturas alimentares ricas em sacarose
(beterraba e cana-de-agucar), amido (batata, milho e trigo) e/ou 6leos vegetais (girassol,
soja e colza), utiliza-se de tecnologias simples que ja sdo dominadas e implementadas
nas industrias por meio dos processos de hidrélise/fermentacdo e

prensagem/transesterificacdo (PAULO, 2011).
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A producdo de biocombustivel de primeira geracdo € marcada por fortes
preocupacdes. A preocupacdo mais comum é que a medida que aumenta a demanda
juntamente com a capacidade de producédo, aumenta a competicdo com a agricultura por
terras araveis para a plantacéo de culturas para fins alimentares. Esta pressao pode ter
consequéncias ao nivel do preco dos bens alimentares e comprometer a biodiversidade
e, huma situacdo mais extrema, pode ocorrer até a escassez de alimentos (NAIK, et al.,
2010).

Assim, para se tornarem uma alternativa viavel, os biocombustiveis devem
garantir ganho energético, beneficios ambientais (sequestracdo de CO, e reducéo de
emissdes), competividade econdémica com potencialidade para producdo em grandes

guantidades, mas sem comprometer a producédo de bens alimentares (HILL et al., 2009).

3.1.2 Biocombustiveis de segunda geracéao

A segunda geracdo de biocombustiveis difere da primeira, na medida em que
propde outras fontes de matéria-prima, que consiste de um tipo de biomassa que néo
compete com a producdo de alimentos, séo basicamente residuos lignocelulésicos dos
tipos vegetal que correspondem a mais de 50% da biomassa produzida mundialmente,
sendo por isso uma alternativa de baixo custo que, ndo concorrendo com a producao de
alimentos, com potencial para producdo de biocombustiveis, com menor emissao de
gases de efeito estufa (ESCOBAR, et al., 2009).

A bioconversao de biomassa lignocelulésica em acUcares fermentaveis para
producdo de bioetanol de segunda geracdo ou etanol lignocelulésico tem sido
considerado como uma alternativa promissora para incrementar a producdo de etanol
necesséria para atender & demanda mundial. O processo emprega matéria-prima natural
que pode ser encontrada no bagaco da cana-de-acucar, madeiras, serragens, palhas,
cascas que sdo geralmente desperdicadas ou utilizadas de maneira pouco nobre
(BUCKERIDGE, SANTOS, SOUZA, 2010). No entanto, o aproveitamento destes rejeitos
pode elevar consideravelmente a producao de bioetanol, sem aumentar a area plantada
e sem comprometer a producéo de alimentos.

No processo de obtencdo de etanol lignocelulésico, o objetivo € desconstruir a
parede celular para usar os polissacarideos como fonte de agucares fermentaveis. A
biomassa lignocelulosica apresenta na sua constituicdo celulose (40-50%), hemicelulose

(25-35%) e lignina (15-20%). Assim, a estrutura da parede celular da biomassa é
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bastante complexa e durante a desconstrucdo, é necessario preservar intactos os
monossacarideos que serdo usados para fermentacdo (BUCKERIDGE, SANTOS,
SOUZA, 2010). Isso torna o processo de bioconversdo delicado, necessitando que o
processo seja dividido em basicamente trés etapas: 1- pré-tratamento, que ira
desagrupar o complexo carboidrato-lignina rompendo a estrutura celulésica que €
altamente ordenada; 2- hidrélise: que consiste na quebra das moléculas de cadeias
longas em acucares fermentaveis por meio de enzimas ou acidos; 3- a fermentacao que
ira converter os acucares em etanol.

Apesar de todos esses processos funcionais sejam necessarios, séo dificeis de
padronizacdo e de baixa eficiéncia em especial a etapa de pré-tratamento, isto
promovem ainda elevados custos, o que faz com que a producdo de bioetanol de
segunda geracao ainda ndo esteja implementada em escala industrial (HARUN et al.,
2010).

3.1.3 Biocombustiveis de terceira geracao

Na tentativa de buscar alternativas para obter energia mais “limpa” a custos
competitivos, um forte entusiasmo tem surgido em torno do potencial oferecido pelas
algas como fonte de energia.

As microalgas surgem atualmente, como a Unica matéria-prima sustentavel capaz
de assegurar a producdo de biocombustiveis de acordo Chisti (2007). A producéo de
biocombustiveis a partir de microalgas ter& um menor impacto ambiental, ndo
competindo por espaco com as culturas alimentares ao contrario dos biocombustiveis
produzidos a partir de outras matérias primas (MIRANDA, 2011).

Microalgas podem oferecer varios tipos de biocombustiveis renovaveis. Estes
incluem o metano ou biogas produzido pela digestdo anaerdbica da biomassa, o
biodiesel derivado de 06leo de microalgas, biohidrogénio produzido pela lignina
celulésica por meio da fermentacdo, bioetanol e biobutanol obtido do acucar da
biomassa por meio de fermentagdo (BOROWITZKA, 1999; MALCATA, 2011). A ideia
da utilizacdo de microalgas como fonte de combustivel ndo € nova, mas agora esta
sendo levada a sério por causa do aumento do preco do petréleo e, mais
significativamente, a preocupacdo emergente sobre o aquecimento global que esta
associado com a queima de combustiveis fosseis. Pesquisas recentes tém

demonstrado que a biomassa de microalgas parece ser a fonte promissora de
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biodiesel renovavel que é capaz de satisfazer a demanda global por combustiveis
para uso em transportes. As microalgas como fonte de producao de biodiesel tém a
vantagem de ndo comprometer a producdo de alimentos, forragens e outros
produtos derivados de culturas.

A biotecnologia das microalgas tem se desenvolvido devido as diferentes
aplicacbes comerciais, por ser organismos fotossintéticos que produzem a clorofila
pode ser usada para fins alimenticios e cosméticos. Elas também sao utilizadas
pelas industrias farmacéuticas, pois, algumas espécies de microalgas produzem os
compostos bioativos como os antioxidantes, antibioticos e toxinas. Por outro lado, as
microalgas sédo produzidas para uso como nutrientes suplementar para consumo
humano, devido sua biomassa conter teores elevados de proteinas, vitaminas e
polissacarideos. Algumas espécies de microalgas contém niveis elevados de lipidios
que podem ser extraidos para producao de biodiesel. Assim, em cerca de 30 anos, a
industria da biotecnologia de microalgas vem se intensificando significativamente
(HARUN et al., 2010; LOURENCO, 2006; SHELEF; SOEDER, 1980).

O cultivo de microalgas apresenta uma caracteristica importante em relacao
as outras espécies vegetais que é a de possuirem elevadas taxas de crescimento e
em meios de culturas relativamente simples, duplicando sua biomassa em 24 horas
(CHISTI, 2007a; SOUZA, 2008). Um componente fundamental para o seu
crescimento consiste em um eficiente sistema de fotossintese, o que requer
iluminacdo, fator vantajoso no Brasil principalmente na regido Nordeste que
apresenta alta insolacao durante a maior parte do ano.

As vantagens do cultivo de microalgas em relacéo as plantas superiores como
fonte de producédo de biocombustiveis sdo numerosas, tais como:

1. As microalgas podem sintetizar e acumular grandes quantidades de lipidios
neutros e 6leo [20-50% de peso seco e crescer a taxas elevadas (por
exemplo 1-3 duplicac¢des / dia).

2. A producdo de 6leo por area de culturas de microalgas pode exceder
consideravelmente o rendimento das melhores oleaginosas.

3. As microalgas podem ser cultivadas em agua salgada / salobra / salgada
costeiras em terras ndo araveis, e nao competir por recursos com a
agricultura convencional.

4. Microalgas toleraram terras marginais (por exemplo, arido deserto, e terras

semiaridas) que nao séo apropriadas para a agricultura convencional.



23

5. Microalgas podem utilizar nitrogénio e fosforo a partir de uma variedade de
fontes de aguas residuais (por exemplo, escoamento agricola, operacdes
concentradas de alimentacdo animais e efluentes industriais € municipais),
oferecendo o beneficio adicional de biorremediacdo de aguas residuarias.

6. As microalgas promovem o sequestro de CO,, gases emitidos por usinas
termoelétricas por meio do uso de combustivel fossil e outras fontes,
reduzindo assim as emissdes de gases de efeito estufa maior. 1 kg de
biomassa de algas exige cerca de 1,8 kg de CO, (RODOLFI, 2009).

7. Microalgas produzem diversas substancias de alto valor agregados, por
exemplo, biopolimeros, proteinas, polissacarideos, pigmentos de alimentos
para animais e fertilizantes e seu cultivo ndo precisa de herbicidas e
pesticidas.

8. As microalgas crescem em recipientes apropriados (fotobioreatores) durante
todo o ano, com maior produtividade de biomassa anual com base na area.

9. As microalgas requerem muito menos agua que as plantas terrestres, pois,
para produzir 1L de 6leo as microalgas requerem apenas 1,5L contra 10.000L
das plantas, (MALCATA, 2011).

A comparacado de algumas fontes de 6leo vegetal é indicada na TabelaOlque
apresenta, as microalgas como sendo a Unica fonte de biodiesel, que tem potencial

para substituir completamente o combustivel fossil.

Tabela 01 - Comparacao das algas com diferentes culturas na producéo de
biocombustivel

Tipos Galbes de 6leo por hectare por ano
Algas < 5000 — 20.000 >
Palma 635
Coco 287
Canola 127
Amedoim 113
Milho 39

Fonte: Khan et al. (2009)

Rodolfi et al. (2009), verificou que o teor de 6leo em microalgas pode exceder
80% do peso da biomassa seca e que os niveis de 6leo de 20-50% sao bastante

comuns (Tabela 02).
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Tabela 02- Contetdo em 6leo de algumas microalgas

Microalga Conteludo de 6leo(% peso seco)
Chlorella sp. 28-32
Phaeodactylum tricornutum 20-30
Schizochytrium sp. C_50-71D
Tetraselmis sueica 15-23

Fonte: Rodolfi et al. (2009)

A producdo de biocombustiveis a partir de microalgas baseia-se primeiramente
na producdo de biomassa com elevadas produtividades. No caso do uso para a
producdo de biodiesel, necessita-se ainda que a biomassa apresente elevados
percentuais de lipidios.

As dificuldades relacionadas a uma eficiente producéo de biodiesel a partir de
microalgas consistem em encontrar uma cepa com capacidade de produzir altos
teores de lipidios e uma taxa de crescimento elevada em um sistema de cultivo de
baixo custo (como por exemplo, fotobioreator) que seja 0 mais apropriado para a
cepa utilizada. Além disso, um método de extracdo do 6leo economicamente viavel
deve ser desenvolvido (ALGACULTURE, 2008).

Analisando a Tabela 03 verifica-se que as microalgas que apresentam maior
produtividade lipidica juntamente com a maior produtividade de biomassa
(crescimento) € a Chlorella sp, Chlorella vulgaris e Chlorella sorokiniana. Sendo
assim, estas espécies podem ser bastante promissoras para producdo de

biocombustivel.

Tabela 03 - Produtividade de biomassa e lipidica de diversas espécies de
microalgas

Espécies de microalgas

Produtividade de
Biomassa(g.L

Conteudo lipidico
(%biomassa)

Produtividade
lipidica (mg.L™".dia™)

' dia™)
Skeletonoma sp. 0,09 31,8 27,3
Chlorella sp. /0,23 18,7 /421 N\
Chlorella sorokiniana (023 ) 19,3 ([ 447 )
Chlorella vulgaris 0,17 19,2 N\ 326 “
Chlorocoocum sp 0,28 19,3 53,7

Fonte: Rodolfi et al. (2009)

Determinadas espécies de microalgas tem habilidade de produzir altos niveis de
carboidratos as vezes superiores a producao de lipidios. Essas espécies sdo ideais para
producdo de bioetanol por meio da extracdo dos carboidratos que sdo fermentados
produzindo o etanol, estudos mostram que podem atingir uma producédo entre 46.760-



25

140.290 L/ha somente a partir das microalgas (VAN HANH et. al, 2012).

Harun et al, (2010) verificaram que as microalgas secas apos a extracdo de
lipidios tem uma producéo de etanol de 60% versus aqueles que permanecem intactos
como células secas, isto indica que as microalgas podem sem utilizadas tanto para
producdo de bioetanol como biodiesel podendo assim viabilizar economicamente a
producdo de biocombustiveis liquidos a partir das microalgas (VAN HANH at al, 2012).

Bioetanol das algas tem um potencial significativo de ser produzido devido a baixa
ou nula concentracéo de lignina e hemicelulose que estdo sempre presentes nas plantas
superiores. Sabe-se que 0s agucares presentes nas algas sao mais faceis de serem
fermentados. No entanto, a utilizagéo dos agucares das algas para producao bioetanol
sera viavel economicamente se 0s custos de separacdo da biomassa forem baixos, bem
como o pré-tratamento deve ser acessivel e eficiente durante a hidrolise dos monémeros

dos acUcares constituintes nas algas (VAN HANH at al, 2012).

3.2 Microalgas

As microalgas representam 0s microrganismos fotossintéticos
procaridticos(cianobactérias) antigamente chamadas de algas azul-esverdeadas, e
eucarioticos (algas verdadeiras). Sao geralmente unicelulares, gram-negativos, coloridos
devido a presenca dos pigmentos fotossintéticos, e vivem, em sua maioria, em
ambientes aquaticos (OLAIZOLA, 2003; TOMASELLI, 1997). Sua importancia na
natureza refere-se principalmente a elevada participacdo no balanco global da
fotossintese, contribuindo com grande parcela da producdo priméria do planeta. No mar,
cerca de 90% da fotossintese € realizada pelas diversas microalgas que constituem o
fitoplancton (LOURENCO, 2006). Surgiram a mais de 3 milhdes de anos e formaram a
atual atmosfera, e desde entédo regulam a biosfera doplaneta retirando CO, e produzindo

0, (ROMANO et al., 2000)

3.2.1 Historico

A cultura com algas teve inicio em 1919, com a introdugédo de Chlorella sp
verificando-se que certas algas podiam duplicar-se com muita velocidade e que sua

matéria seca podia conter 50% de proteina crua (BORZANI et al., 2001).0s
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primeiros testes de producdo em grande escala foram realizados na Alemanha em
1942, mas o grande interesse no assunto instalou-se apenas nos anos 50 e
progrediu rapidamente. Durante a segunda guerra mundial a Chlorella sp também foi
investigada por pesquisadores alemaes devido ao potencial em duplicar sua
biomassa algumas vezes por dia em laboratério com iluminacdo adequada, sendo
gue a mesma proporcionaria uma estocagem de fontes de alimentos, principalmente
de proteinas (BORGHETTI; BORGHETTI J.R; ROSA FILHO,2004).

O cultivo de microalgas com producdo em larga escala foi iniciada em 1960
no Japao por Nikon Chlorella com a cultura de Chlorella sp. Em 1970 a Arthrospira
platensis foi cultivada em larga escala no Lake Texcoco, México e em 1977 na
Tailandia. Por volta de 1980, 46 industrias produziam cerca de uma tonelada de
Chlorella por més na Asia. As microalgas tém um interesse comercial muito grande
em razdo dos seus bioprodutos com potencial nutricional de alto valor comercial,
como por exemplo, a astaxantina pigmento produzido por determinadas espécies de
microalgas utilizadas como antioxidante e como corantes de alimentos que custa em
torno de US$3milhdes por tonelada (WILLAMS; LAURENS, 2010)

Nos ultimos 30 anos a biotecnologia microalgal tem se desenvolvido e
diversificado significativamente, por ser organismos fotossintéticos que produzem a
clorofila, ela pode ser usada para fins alimenticios e cosméticos. Séo utilizadas pelas
industrias farmacéuticas, pois, algumas espécies de microalgas produzem o0s
compostos bioativos como os antioxidantes, antibiéticos e toxinas. Por outro lado, as
microalgas sédo produzidas para uso como nutrientes suplementar para consumo
humano, devido sua biomassa conter teores elevados de proteinas, vitaminas e
polissacarideos. Algumas espécies de microalgas contém niveis elevados de lipidios
gue podem ser extraidos para producao de biodiesel.

No Brasil, pesquisas com microalgas sdo relativamente recentes e tém
enfocado, principalmente, o aspecto de crescimento sob diversas condicbes, como
meios decultivo, e outros parametros como nutrientes, temperatura, salinidade e luz
(COSTA, et al., 2001; SIPAUBA et al., 1999; OLIVEIRA, 1995; DERNER, 1995).

O wvalor nutricional das microalgas depende, principalmente, da sua
composicao bioquimica. Embora exista uma grande diferenca nas composic¢des das
microalgas em funcéo da classe e a espécie que se estéa trabalhando, as proteinas
representam o maior constituinte organico, seguido usualmente de carboidratos e

entdo pelos lipidios (COUTTEAU, 1996). Quando cultivadas em meios adequados,
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certas espécies de microalgas podem duplicar a sua biomassa diariamente,
produzindo matéria seca com teor protéico superior a 50% e alcancando
produtividades de 30-50 g.m-2.d-1 em peso seco (GOLDMAN, 1980). A manipulacéo
das condicbes ambientais e os diferentes estagios de crescimento podem alterar a

composicao bioquimica das microalgas (BROWN et al., 1989)

3.2.2Chlorella sp

A Chlorella € uma microalga unicelular microscopica, eucariotica, esférica e
com diametro variando entre 5-10 um, encontrada em tanques e lagos, com alta
capacidade de realizar fotossintese (COSTA et al.,, 2006). Para Morais (2006), a
Chlorella sp. pertence a divisdo Chlorophyta e ordem Chorococcales.

A microalga Chlorella possui 53% de proteinas, 23% de carboidratos, 9% de
lipidios e 5% de minerais (HENRIKSON, 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 € a luz solar (VONSHAK, 1997). Chlorella também é rica em vitaminas do
complexo B, principalmente a B12, vital na formacdo e regeneragdo das células
sanguineas que juntamente com o ferro fazem desta microalga um produto indicado
no tratamento e prevencao de anemia.

A Chlorella sp. é 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
gue seus nutrientes sejam amplamente absorvidos pelo metabolismo (HENRIKSON,
1994 apudMORAIS, 2006). Os valores nutricionais da Chlorella sp. podem
apresentar variacoes dependendo do modo de cultivo, quantidade de energia solar,
estacdo climatica e outros fatores.

3.2.3 Principais fatores relacionados ao cultivo de microalgas

A composi¢ao bioquimica da biomassa das microalgas ndo é determinada
somente pela funcdo da natureza de cada espécie algal. Ela depende de

determinados fatores, como a intensidade de luz, temperatura, pH, nutrientes e
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agitacao (MIAO; WU, 2004).

Pesquisas relacionadas a interacdo entre intensidade luminosa, temperatura,
agitacao e concentracdo de nutrientes podem contribuir para a otimiza¢do do cultivo
de microalgas, pois o crescimento desse micro-organismo deriva de diversas
reacdes bioquimicas e biologicas. Quando se trata de meio de cultura sintético, o
alto custo dos nutrientes pode ser um fator limitante para a produgéo. Entretanto, no
caso de cultivos em meios de cultura alternativos, os fatores limitantes para a
producdo de biomassa restringem-se a luz, temperatura e agitacdo da cultura
(DUARTE, 2001).

A fotossintese realizada pelas microalgas consiste no fato dela ser afetada
pela limitacdo de nutrientes (KOLBER; ZENH; FALKOWSKI, 1988; GREENE;
GEIDER; FALKOWSKI, 1991). Assim, é possivel afirmar que a velocidade de
crescimento e a produtividade estdo diretamente relacionadas as exigéncias
nutricionais, ao pH, a agitacdo, a temperatura e a luz (intensidade e duracdo da
irradiacdo luminosa) (JOHN; FLYNN, 2000; CARLOZZI; SACCHI, 2001; BABEL,;
KAYOMBO et al., 2002; TUKAJ et al., 2003).

3.2.3.1 Luminosidade dos cultivos

A luz é fundamental para o crescimento microalgal, em especial as microalgas
fotoautotréficas. A quantidade de energia luminosa recebida pelas células ira
repercutir na quantidade de carbono fixado, atuando assim como a principal fonte de
energia no processo de producdo de biomassa e na taxa de crescimento das
culturas microalgais (LACAZ-RUIZ, 1996; DERNER, 2006). A luminosidade induz a
atividade enzimatica, influenciando a sintese de proteina (RUYTERS, 1984; UMINO,
1991).

A quantidade de oxigénio no meio esta diretamente relacionada a atividade
fotossintética (LEE; LOW, 1993). Pesquisadores demonstraram que a atividade
fotossintética da Chlorella spé tao eficiente quanto as das plantas.

Determinados organismos mantidos em temperaturas fisiologicas podem ser
protegidos por alguns pigmentos, como o0s carotendides. No entanto, mesmo
contendo carotendides, algumas células, quando submetidas a foto-oxidacdo e a

baixas temperaturas, ndo sobrevivem. Indicando que algumas enzimas reguladoras
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estdo envolvidas nesse mecanismo de protecdo das células (ABELIOVICH;
SCHILO, 1972).

Apesar disto, observa-se que, sob alta intensidade de luz, ocorre uma
protecdo da clorofila a em relagcdo a foto-oxidacdo, por meio dos carotendides.
Entretanto, quando a intensidade da luz é menor, eles passam a agir como
pigmentos acessorios, ou seja, captam a energia luminosa e a transferem para
moléculas de clorofila (OLAIZOLA, 2003; DUERR, 1990).

Células que ndo possuem carotendides apresentaram sensibilidade a foto-
oxidagdo, assim os niveis de pigmentos intracelulares estdo envolvidos na absor¢éo
da irradiacédo de luz (ABELIOVICH; SHILO, 1972; FOX, 1983).

Kotzabasis et al. (1999) cultivaram Chlorella sp. usando camara de iluminagéo
continua com 13000 Ilux fertilizada com 0,25 g.L-! de meio e diferentes
concentracbes de metanol (de 0,05 a 5%) como fonte de carbono para otimizar o
cultivo desta microalga. A funcdo do metanol como fonte alternativa de carbono para
o cultivo de microalgas causou impacto positivo na qualidade de producdo de
biomassa e no meio ambiente.

Muitos sistemas de cultivo de microalgas s&o planejados para utilizar a luz
natural. A principal vantagem deste método € o decréscimo no custo de producao,
no entanto, inconvenientes como a variagao do fotoperiodo, da intensidade luminosa
e, também, variacbes ambientais fazem com que os cultivos que utilizam luz natural

nao sejam estaveis (POLI et al., 2004).

3.2.3.2 Temperatura

A temperatura afeta a composicdo, as taxas metabodlicas e o crescimento
celular das microalgas. No entanto, a resposta a temperatura de crescimento varia
de espécie para espécie, sem nenhuma relacdo generalizada para todas as
espécies (RAVEN,1990).

Quando as células de Chlorella sp s&o cultivadas em temperatura entre 25 e
35°C, o teor de proteina diminui e o de carboidratos aumenta (OGBONNA; TANAKA,
1996).
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3.2.3.3 Agitacao e aeracao nos cultivos

O processo de agitacdo do meio de cultivo microalgal € um parametro
essencial, pois permite a homogeneizacado das células, melhora a transferéncia dos
gases, impede a estratificagcdo térmica, auxilia na distribuicAo homogénea dos
nutrientes. A agitacdo da cultura, em meio liquido, mantém as células em
suspensao, evitando que algumas células fiquem depositadas no fundo, enquanto
outras que permanecem na superficie recebam luz em excesso (BECKER,;
VENKATARMAN, 1981). Além disso, a agitacdo evita a foto-oxidagcdo por meio da
eliminacao do oxigénio supersaturado no meio (RICHMONDet al, 1990).

A aeracao é um processo mecanico, por meio do qual se aumenta o nivel de
oxigénio dissolvido em um meio de cultivo. Fast e Boyd (1992) afirmam que aeracao
mecanica se faz necessarias, principalmente, nas seguintes condi¢cdes: durante a
noite, devido a alta taxa de respiracdo das microalgas; quando as microalgas estéo
com alguma limitacdo de desenvolvimento (enfermas ou velhas), o que origina uma
menor producdo de oxigénio e um alto risco de morte repentina de toda a biomassa;
durante a falta ou caréncia de luz, pois com pouca radiacdo (solar ou artificial),
diminui substancialmente a producédo de oxigénio que pode inibir o processo de
fotossintese.

Assim, a agitacdo da cultura torna-se muito importante, pois pode otimizar
todos os fatores essenciais relacionados a producdo de biomassa de microalgas
(SOARES, 2010; PEQUENO, 2010).

3.2.3.4 Condicodes de pH

O controle do pH é essencial para que os componentes do meio de cultura
possam ser efetivamente absorvidos, afetando diretamente a disponibilidade de
varios elementos quimicos. O pH é fundamentalmente influenciado pelas proporcdes
entre as formas de carbono dissolvidas no meio de cultivo, interferindo na
disponibilidade de CO, que afeta diretamente no crescimento das microalgas
(LOURENGCO, 2006). A variagdo de pH no cultivo de microalgas ocorre devido ao
consumo de substratos, solubilizagdo e consumo do diéxido de carbono, e a
degradacéo de metabolicos produzidos (GRIMA et al., 1999)

O melhor pH para o cultivo de diversas algas varia de neutro a alcalino. Para
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microalgas verdes o pH 6timo esta na faixa de 4,0 a 8,5. Ja valores de pH iguais ou
superiores a 9,5 induzem a precipitacdo das células de Chlorella vulgaris no cultivo,
por meio da agregacao celular, reduzindo a producdo de biomassa e aumentando o
diametro celular (MALIS-ARAD et al., 1980).

3.2.4 Meios de cultura e fontes nutricionais

O investimento em reagentes quimicos para elaboracdo do meio de cultura é
um dos maiores problemas no cultivo de microalgas (SIPAUBA-TAVARES, 1995).
Segundo Cozza (1999), o custo estimado do substrato para o cultivo de micro-
organismos, costuma representar de 40 a 60% do custo total. Dentre os meios de
culturas alternativos utilizados para a producdo de biomassa de Chlorella sp,
destacam-se: esgoto doméstico (PIPES; GOTAAS, 1960), efluentes de biodigestores
(RODULFO; MARMOL; EMRALINO, 1980), lodo digerido (WONG; LAY, 1980),
despejos industriais purificados (JUSSIAK; DUSZOTA; MYCIELSKI, 1984), vinhaca
de cana-de-acucar (OLIVEIRA, 1988), aguas residuais da producdo de azeite de
oliva (SANCHEZ et al., 2001) e residuos da suinocultura (RODRIGUES, 2000;
TRAVIESOet al.,2006).

No cultivo de Chlorella sp, para cada 100 partes de peso de carbono, em
geral sdo necessarios: N-15%; P-5%; Mg-2,5%; K-1,8%; S-1,6%. O carbono
inorganico € fundamental para o processo de fotossintese, sendo a fonte
relacionada ao pH, ou seja, em pH abaixo de 5,0 apenas o CO, é consumido pela
microalga, entre 7 e 9 o bicarbonato passa a ser importante e, acima de 9,5 o
destaque passa a ser para o carbonato. O diéxido de carbono é a fonte de carbono
normalmente utilizada, porém, acima de 10% ocorre uma inibicdo do crescimento

algal.

3.2.4.1 Preparo de meio para cultivo

As condigbes de cultivo influenciam na composicao das algas, sendo importante
seu estudo a fim de que sejam obtidos os produtos para os quais o cultivotem finalidade
em quantidades maximas. O crescimento de Chlorella sp é estimulado em meio

suplementado e para o preparo e manutencdo do inoculo, € mais recomendado a
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utilizagdodo meio MBM - Meio Bristol's Modificado (WATANABE, 1960), um domeio

padrdo para o cultivo desta Chlorophyta.

3.2.5 Tipos de cultivo

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

a) Heterotrofico: o fornecimento de carbono € realizado pela introducdo 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, atmosférico (CO, inorganico);

c) Autotréfico: a unica fonte de carbono disponibilizada € o CO; inorganico.
Neste caso, o carbono inorganico pode estar na forma de CO,, acido
carbonico (H,CO3), bicarbonato (HCO3') ou carbonato (CO37). A maioria das
espécies das microalgas séo fotoautotrofica, ou seja, por meio da fotossintese

obtém-se energia da luz para fixar o carbono a partir do CO».

O cultivo autotréfico € o mais utilizado no cultivo de microalgas,
principalmente quando a producédo é em larga escala. Mas, varias espécies podem
tanto ser cultivadas em processos autotroficos como em heterotréficos. As
microalgas podem assimilar diversos compostos organicos no cultivo heterotréfico
(como: glicose, glicerol, acetato, frutose, lactose e outros), evitando a forte
dependéncia da luz e aumentando a produtividade da biomassa. A Chlorella
protothecoides obteve um aumento de 40% no conteudo de lipidio quando passou
do cultivo autotrofico para o heterotrofico. Assim, o cultivo heterotréfico promove um
rapido crescimento e um maior acumulo de lipidios também pode ser obtido. Este
processo heterotréfico pode ser efetuado em aguas residuarias que contém as
fontes de carbono orgéanico reduzindo os custos com nutrientes para producdo em
grande escala (MALCATA, 2011). De acordo com Huang et al. (2010), o cultivo
heterotréfico apresenta varias vantagens frente ao cultivo autotréfico, que pode ser a
independéncia da luz, melhor controle do cultivo, diminuicdo do custo na separacao
devido ao aumento da densidade celular.

O processo heterotréfico promove um alto grau de crescimento, isso favorece
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uma redugcdo nos custos para realizar a separacdo da biomassa em razdo do
aumento da densidade celular no meio do cultivo (BRENNAM; OWENDE, 2010). No
entanto, o cultivo heterotréfico tem algumas limitagdes: o numero de espécies de
microalgas que se desenvolvem em meio heterotrofico é bastante limitado; aumento
dos custos com adicao de substrato organico; mais probabilidade de contaminacéo e
competicdo com outros micro-organismos; inibigdo do crescimento com excesso de
substrato organico (BASHAN et al., 2011).

Uma das fontes de carbono mais adequada para producéo de biodiesel por
meio heterotrofico € o glicerol. O glicerol pode ser obtido como subproduto da
reacdo de transesterificacdo para obtencdo do biodiesel. O acumulo de lipidios é
maior quando utiliza o glicerol que as outras fontes de carbono como a glicose por
exemplo.

Assim, percebe que € muito promissor e pode deixar a producdo de
microalgas para geracao de biodiesel competitiva com as outras fontes de biodiesel
renovavel ou ndo quando se efetua o cultivo com a presenca de uma fonte de

carbono.

3.2.6 Crescimento das microalgas

Em condi¢cbes climaticas adequadas e nutrientes suficientes, as microalgas
podem crescer rapidamente. Comumente elas se duplicam dentro de 24h ou menos
durante a fase de crescimento exponencial elas podem complementar um ciclo de
vida dentro de 2 a 4 horas, como mostra a Figura 01, de acordo com as seguintes
fases:

a) Fase de adaptacdo: ocorre apos a inoculacdo das células, neste periodo nédo
ocorre crescimento, apenas adaptacao ao meio.

b) Fase exponencial: caracterizada pelo crescimento logaritmico, nesta fase as
células se duplicam em intervalos de tempo regulares e a velocidade crescimento
atinge ponto maximo;

c) Fase de diminuicdo do crescimento relativo: nesta fase acontece uma reducao na
taxa de crescimento celular, devido a reducdo de nutrientes e da intensidade

luminosa devido ao aumento da densidade celular no meio de cultivo;
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d) Fase estacionaria: caracterizada pela manutencéo da densidade celular, a taxa
de crescimento esta na mesma propor¢cédo que a taxa de mortalidade, ela pode
ser caracterizada por pequenos incrementos celular e decréscimos da biomassa
algal,

e) Fase de declinio: a fase de morte celular que ocorre em razdo do esgotamento de
nutrientes e ao autossombreamento, impossibilitando o0 crescimento e
favorecendo a morte celular (DERNER et al., 2006; PEQUENO, 2010).

Figura 01 - Representacao esquematica de taxa de crescimento de algas em cultura
(linha solida) e a concentracdo de nutrientes (linha tracejada) em funcédo de um
periodo de tempo.

Taxa de Crescimento
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Tempo

Fonte: Mata et al. (2010)
3.2.7 Sistema de producao de microalgas

As microalgas podem ser cultivadas em um grande namero de sistemas. Para
pequenas escalas ou de laboratério, o cultivo pode ser feito em pequenos
fotobioreatores com iluminacdo interna, ou tanques de agua. Para o cultivo de
escalas maiores as microalgas podem crescer tanto em sistemas de culturas
abertos, nos chamados tanques de recirculagdao (Raceway), quanto em sistemas
fechados, nos fotobioreatores.

As lagoas abertas tém uma variedade de formas e tamanhos, mas o projeto
mais comumente utilizado € a lagoa da pista. E um circuito fechado retangular com o

canal de recirculacdo. Eles costumam operar em aguas com profundidade de 15-20
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cm. Os canais Raceway sao construidos em concreto ou terra compactada, pode ser
de diferentes comprimentos e diametros e, geralmente, forrado com plastico
branco. Os sistemas de cultivo aberto normalmente sédo mais faceis de construir tem
funcionamento mais simples e sdo duraveis. Contudo, os tanques usam mais
energia elétrica para homogeneizar os nutrientes e evitar a sedimentacdo das
células, favorecendo que as mesmas recebam maior incidéncia solar necessaria
para seu crescimento.

A producado de biomassa em tanques abertos € feita em continuo processo de
propagacédo (SALINAS et al., 1986). O ideal é que os tanques sejam rasos com até
30 cm de profundidade, feitos de plastico, concreto ou fibra de vidro.

Percebe-se que os custos de implantacdo e operacdo sdo bem menores
guando comparados com os fotobioreatores. Apesar de seu baixo custo, as lagoas
Raceway tém uma baixa produtividade comparada com os fotobioreatores. A
principal desvantagem dos sistemas abertos é que por seremabertosa atmosfera,
elas perdem agua por evaporacdo a uma taxa similar a terra e as culturas, além da
perda de CO, para atmosfera, a flutuacdo da temperatura durante o dia ou mesmo
nos periodos sazonal e também s&o suscetiveis a contaminacdo por espécies
indesejaveis (CHISTI, 2007a; HARUN et al., 2010).

Na pratica, lagoas abertas sdo normalmente reportadas a ser dominada por 2
a 6 espécies com uma gama de processos evolutivos, tem a vantagem de ter rapido
crescimento, tolerancia a altos niveis de oxigénio dissolvido (SCHENKet al., 2008).
Como desvantagem tem a questdo da contaminacdo por outras espécies, como
bactérias e outras microalgas e o fator da diluicdo provocado pelas chuvas e a
evaporacao, que pode favorecer a contaminacdo, exigindo desta forma técnicas
rapidas de restabelecer o meio de cultura.

Nos tanque abertos, com intuito de reduzir mais os custos de producéo das
microalgas, faz-se a reciclagem continua do meio de cultura que também pode
favorecer a contaminacéo decorrente do acumulo de matéria organica causado pela
morte e decomposicdo das algas produzidas, além de alguns metabdlitos produzidos
durante o desenvolvimento das microalgas que podem representar alguma toxidade.

Fotobioreatores sao tipos diferentes de tanques, ou sistemas fechados, nos
quais as microalgas sado cultivadas em uma série de tubos transparentes,
responsavel por coletar a luz solar para realizagdo da fotossintese (CHISTI, 2007b).

Nos fotobioreatores por manter o controle melhor de varios parametros, evita a
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contaminacdo sendo possivel ter apenas o cultivo de uma Unica espécie, por
periodos prolongados de culturas continuas, em razdo desse maior controle
operacional permite que os fotobioreatores tenham uma alta produtividade de
células e € um dos mais satisfatérios sistemas para culturas ao ar livre, sendo a
maioria construida com tubos de vidro ou plastico. Os tubos formam o sistema
coletor de luz solar, no interior dos quais uma solucao de microalgas é circulada. Os
tubos sédo orientados de forma a maximizar a captacdo de luz solar, no sentindo
norte-sul, e ttm 0,10m ou menos de diametro, sendo esse diametro limitado para
que a luz penetre profundamente na cultura, assegurando uma elevada
produtividade do fotobioreator. Além disso, os tubos estédo dispostos verticalmente a
fim de aumentar a area para capturar a luz (CHISTI, 2007b)

Dependendo do tipo de fotobioreatores eles apresentam varias vantagens
frente as lagoas abertas como: oferecer melhor controle nas condi¢bes do cultivo e
dos parametros que interferem no crescimento (pH, temperatura, mistura, CO; e Oy);
previne a evaporacdo; menor perda de CO,; maior concentracdo de células; alta
produtividade volumétrica; menor impacto ambiental, evita a contaminacdo ou
minimiza a invaséo de micro-organismos (MATA, 2010).

Por outro lado, os fotobioreatores tém sérias desvantagens como:
superaquecimento; incrustacdes bioldgicas; acumulo de oxigénio; dificuldade em
mudanca de escala; alto custo de construcéo e operacédo (MATA, 2010).

Cultivos de Chlorella sp., Spirulina sp. e Dunaliella sp., sdo viaveis em
sistemas abertos por crescerem em ambientes altamente seletivos, tornando
possivel permanecerem relativamente livres de contaminacdo por outras algas e
protozoarios. Assim, Chlorella sp. cresce bem em meios contendo um meio rico em
nutrientes - principalmente nitratos, Spirulina sp. requer alto pH e elevadas
concentracbes de bicarbonato e Dunaliella salina cresce em elevada salinidade
(COLLA et al., 2002).

3.2.8 Uso de microalgas no tratamento de aguas residuarias

A importancia de introduzir o cultivo de microalgas no tratamento de aguas
residuarias € que as microalgas na sua nutricdo necessitam de compostos organicos
assim favorece o tratamento das aguas com a reducédo dos compostos de nitrogénio

e fosforos. Logo, a remocgédo desses nutrientes nas aguas residuarias, evita-se a
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eutrofizacdo dos corpos aquaticos (MATA et al.,2010).

As aguas residuarias agroindustriais geralmente sdo ricas em nitrogénio,
fésforo e carbono orgénico, o que pode sugerir como meio para o0 cultivo das
microalgas. Dentro os varios géneros de microalgas, Chlorella e Scenedesmus tém
sido as mais frequentemente estudas na remocgdo de nutrientes de aguas
residuarias (BONINI, 2012).

A primeira mencéo do uso de cultivo de microalgas para tratamento de aguas
residuarias e a colheita do lodo algal para producéo de biogas por meio da digestéao
anaerobica foi feito por Oswald e Gotaas (1957).

Aslan e Kapdan (2006), utilizando a Chlorella vulgaris para remocéao de
nitrogénio e fosforo obteve uma eficiéncia de remocédo de 72% para nitrogénio e
28% para fésforo (de 3 a 8mg.L™* NH* e 1,5-3,5 mg.L™* PO,?). Outras culturas de
microalgas vém sendo utilizadas para remocdo de nutrientes além da Chlorella sp,
como espécies de Scenedesmus sp e Spirulina sp. Outras espécies estdo em
estudos para avaliar a eficiéncia de remocdao principalmente de nitrogénio e fésforo
como Nannochloris, Botryococcus brauinii e Promidium bohneri (OLGUIN et al.,
2003; DUMAS et al., 1998; LALIBERTE et al., 1997).

Kim et. al., (2010), avaliando a capacidade de Chlorella vulgaris em remover
nitrogénio, na forma do ion aménio, de um efluente de uma planta de tratamento em
Cincinnati, Ohio, USA, verificaram remocdes de até metade da concentracdo de
nitrogénio em 48 horas.

Feng et. al., (2011), analisando a producdo de lipidios por Chlorella
vulgarisem &gua residuaria sintética verificaram que, ao mesmo tempo em que foi
possivel obter produtividade lipidica de 147mg (L.d)™, houve uma reducdo de 86%
da demanda quimica de oxigénio, 97% de N-NH;" e 96% de fosfato total, obtendo
melhores resultados durante a fase exponencial, com alta densidade celular das

microalgas em estudos.

3.2.8.1 Uso de microalgas no tratamento da vinhaca

O Brasil € o maior produtor mundial de etanol de cana-de-agucar, chegando a
produzir na safra de 2011/2012 um volume de 22, 9 bilhdes de litros (CONAB, 2012).
No processo de producéo de etanol podem ser utilizados mostos de melaco, caldo

ou misto. O mosto € submetido a fermentacdo por meio de leveduras que
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comumente utiliza-se o género Saccharomyces,obtendo —se o vinho. Em seguida é
feito a separacdo da levedura e o vinho é encaminhado ao processo destilagdo para
obtencdo de etanol. Durante a operacdo da destilacdo, a corrente de fundo da
coluna recebe o nome de vinhaca.

Uma das consequéncias da alta producdo do &lcool é a producao de grande
volume de vinhaca, residuo liquido altamente poluente devido & presenca de alta
demanda bioquimica de oxigénio, chegando a consumir de 12.000 a 20.000mg de
oxigénio por litros de substancias biodegradaveis. Além da alta carga organica, a
vinhaca € rica em potéssio, calcio, magnésio e sédio, com a presenca em maior
concentragdo do potassio. Quantitativamente a vinhaca também merece
preocupacdo devida sua alta producdo na geracdo de etanol, uma vez que é
produzida na propor¢cdo de 10 — 14 litros para cada litro de etanol produzido, pelos
processos convencionais de fermentagao utilizados no Brasil (UNICA, 2011).

Apos proibicdo do despejo de vinhaga diretamente nos cursos d’ agua
(decreto Lei 3030/1967), este residuo passou a ser aplicadas nas denominadas
“areas de sacrificio”, locais proximos as destilarias que se tornavam praticamente
inutilizaveis para a agricultura, principalmente pelo efeito de salinidade do solo
(BONINI, 2012).

A aplicacdo de vinhaga no solo fornece uma série de beneficios de natureza
quimica, fisica e biolégica, como aumento da disponibilidade de alguns elementos,
aumento da capacidade de troca catibnica, pH e teor de matéria organica,
propiciando melhoria no estado de agregacéo no solo e aumentando a capacidade
de infiltracdo de agua. No entanto, deve-se ser bastante criterioso no uso da vinhaca
como fertirrigacdo, pois, seu uso em excesso ou por tempo prolongado pode
provocar efeitos nocivos a solo principalmente devido ao aumento excessivo do
potassio e sédio no solo e queda na produtividade da cultura (BEBE et. al., 20009,
BONINI, 2012).

Alguns estudos apresentaram viabilidade no uso da vinhaca para o cultivo de
microalgas, como foi o caso da pesquisa realizada por Oliveira e Caceres (1986) que
utilizaram a vinhaga diluida como meio de cultura para o desenvolvimento de oito
espécies de microalgas. O estudo consistia em comparar por 30 dias o crescimento
das microalgas em meio contendo apenas a vinhaca e em meio sintético, dentre as
espécies analisadas estavam a Chlorella vulgaris e Scenedesmus bijugatus que

apresentaram melhor desenvolvimento celular na solugdo de vinhaga do que no
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meio sintético. Para as demais espécies o desenvolvimento em solucao de vinhaca
foi semelhante ou levemente inferior quando comparado com o crescimento em
meio sintético.

Oliveira (1988) dando continuidade aos estudos efetuou uma avaliagcdo dos
parametros para adequar o uso da vinhaga no cultivo heterotrofico ou mixotrofico da
Chlorella vulgaris, mantendo as condicées ideais (1g.L™ de vinhaca, 800uM de uréia,
10°células. mL™ e pH 7) o autor verificou crescimento mixotréfico equivalente ao
cultivo fotossintético, além do acumulo de carboidratos pelas células em condicbes
heterotroficas.

Assim sendo, o cultivo de microalgas, especialmente em residuos liquidos
ricos em nutrientes, constitui uma possibilidade promissora de obtencdo de
compostos com potencialidade para geracdo de energia, a0 mesmo tempo em que

favorece uma forma de combate a poluicdo dos recursos hidricos.

3.2.8.2 Uso de microalgas no tratamento da glicerina

O crescimento da producao de biodiesel no Brasil promove um aumento no
volume de glicerina disponivel no mercado, pois a cada 1000 toneladas de biodiesel
produzidas, se geram 100 toneladas de glicerina. Esse residuo traz consigo
impurezas oriundas do processo de producdo que dificultam os tratamentos
necessarios para purificacdo, tornando-os muitas vezes economicamente inviaveis,
podendo assim causar sérios prejuizos caso liberado no meio ambiente.

A glicerina bruta ndo pode ser utilizada por industrias que requerem um
composto mais puro como, por exemplo, a alimenticia, a farmacéutica e a de
cosmeéticos, e novos usos para ele devem ser viabilizados.

Por serem extremamente comuns e abundantes na natureza, muitas
pesquisas vem sendo desenvolvidas a fim de descobrir novas aplicacdes para a
glicerina, visto que o mercado tradicional desse subproduto (industria de
medicamentos, cosméticos e alimenticios) encontra dificuldade em absorver todo o
excedente oriundo da sintese do biodiesel. Uma solucdo esta no uso de estratégias
biotecnoldgicas para o reaproveitamento da glicerina com objetivo de gerar produtos
de maior valor agregado (RIVALDI et al., 2008).

Varios microrganismos sao capazes de utilizar o glicerol como fonte de

carbono. Por isso, um dos destinos possiveis para o material resultante da industria
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do biodiesel € seu uso na composicdo de meios de cultura para crescimento de
microrganismos em processos biotecnolégicos que levem a producédo de moléculas
de interesse econdmico. Varios compostos quimicos de relevancia comercial como,
etanol, pigmentos, biosurfactante, biopolimeros podem ser produzidos por

microorganismos crescidos em glicerol bruto.
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4 METODOLOGIA

4.1 Microalga

Para este estudo foi utilizado cepas da espécie de microalga Chlorella sp
existentes no Laboratério de Saneamento da UEPB, que foram fornecidas pelo
Laboratorio de Biotecnologia Alimentar da Universidade Federal de Santa Catarina e
pelo Laboratorio de Biologia Marinha da Universidade Federal Fluminense. A Figura

2 mostra a fitomicrografia das cepas de Chlorella sp utilizadas em todo o estudo.

Figura 2 — Fotomicrografia da microalga Chlorella sp em ampliacdo de 400x.
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Fonte:OLIVEIRA (1995)

4.2 Preparo de vidrarias

Todo o material utilizado para o cultivo da Chlorella sp foi lavado previamente
com agua e sabdo, em seguida enxaguado com agua destilada, seco em estufa e
autoclavado a 121°C por 15 minutos. Os frascos utilizados nos cultivos foram
vedados com algodédo, recobertos com papel para a esterilizacdo e novamente
levados a estufa para secagem completa. ApO6s a esterilizacdo dos frascos ja

preparados iniciou-se o indculo com a Chlorellasp.

4.3 Meio de cultura

O crescimento daChlorellasp é estimulado em meio suplementado, portanto

para o cultivo e manutencao do indculo, foi utilizado o meio sintético Bold’s Basal
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Medium(BBM), recomendado pelo Centro de Cultura de Algas e Protozoarios de
Cambridge (CCAP).

A partir das culturas mantidas em meio sélido em tubos de ensaios, foram
desenvolvidas novas culturas em Bold’s Basal Medium(BBM). Os repiques das
culturas algais foram feitos e apds obter um volume de500mL de cultivo na fase
exponencial, foi realizado um novo inéculo para cultivar a glicerina e BBM ou

vinhaca e BBM, em diferentes proporc¢des, dividindo o experimento em duas etapas.

4.4 Residuos liquidos como meio de cultivo

Foi utilizada para o primeiro estudo a glicerina comercial, com o intuito de
simular o residuo liquido oriundo da reacao de transesterificacdo para obtencdo de
biodiesel, ja o residuo liquido coletado para o segundo estudo, foi derivado do
processo de destilagdo fracionada do caldo da cana-de-agUcar fermentado para a
producdo do etanol, os quais foram disponibilizados pela Usina Sdo Joéo, situada
em Santa Rita - PB.

Devido a necessidade de grandes volumes de vinhaca para realizacdo dos
ensaios e a dificuldade de suaobten¢&o no periodo entre safra, optou-se por fazer
seu acondicionamento em um frasco plastico de 2,5 litros, os quais foram estocados

na geladeira, onde permaneceu por todo o tempo do experimento.

4.5 Aclimatacao dos cultivos

A primeira etapa do experimento consistiu adicionando a glicerina no meio de
cultura BBM, em uma proporcado de 2%. Apés os resultados preliminares com o
primeiro experimento, adaptou-se a microalga em um meio contendo 4% e 10%
deste residuo durante um tempo de cultivo de 3 dias.

Na segunda fase laboratorial, iniciou-se o cultivo mixotréfico com a adigédo da
vinhaca em proporcdes de 10%, 15%, 20% e 25% de forma a permitir uma sélida
aclimatacao.

Uma vez que a microalga em estudo foi tirada do seu habitat natural e
submetida a uma condicdo de estresse (cultivo), houve a necessidade de
umaaclimatacdo ascondi¢cdes em laboratorio.Por se tratar de cultivos mixotroéficos, as

condicdes fisicas mantidas nas duas fases foram: temperatura de 26°C+ 2, agitagédo
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por meio de aeracéo constante realizada por injecdo de ar comprimido e iluminagao
proveniente de lampadas fluorescentes de 40W. A Figura 3 mostra as condi¢fes de

aclimatacao adotadas.

Figura 3 — Aclimatacgédo dos cultivos

As diferentes concentracbes de glicerina e vinhaca foram adotadas
objetivando verificar em qual destas o crescimento algal teria melhor resultado como
alternativa para um eventual tratamento e destinacdo destes residuos e também

como fonte de matéria organica para o crescimento da Chlorellasp.

4.6 Estudos do Crescimento Celular da Chlorella sp

O crescimento microalgal foi estimado pelo emprego de determinados

parametros, como a densidade celular e o tempo de cultivo.

4.6.1 Determinacédo da densidade celular

Foram utilizados varios Erlenmeyers contendo o BBM, Chlorella sp e o
residuo liquido em diferentes proporcées. Logo, foram coletados aliquotas das
amostras, onde foram colocados em tubos de ensaio e levados para leitura na
camara de Neubauer, usando-seo microscopio.

A densidade celular da biomassa cultivada em laboratério € determinada

diariamente através da microscopia 6ptica com aumento de 400x por contagem de
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células em camara de Neubauer e expressa em numero de células por mililitro de
cultivo (células.mL™)de acordo com o protocolo de Vega e Voltolina (2007).

Esse procedimento foi repetido apds 24 horas da inoculacéo e, para uma
melhor compreenséo do crescimento da Chlorella sp, a contagem diariamente das
células foi realizada em triplicata para cada amostra.

Com isso, foram elaborados graficos que representam 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.

4.6.2 Tempo de cultivo

O tempo de cultivo foi definido como o nimero 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. O tempo de cultivo foi expresso

em dias.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Este estudo centrou-se no aproveitamento de residuos liquidos de elevado
impacto ambiental, oriundos da obtencdo de biocombustiveis, para o
desenvolvimento da microalgaChlorella sp com potencial para producéo de bioetanol
e biodiesel cultivadas em fotobioreatores em escala laboratorial. Foi analisado o
comportamento do crescimento da microalga por meio de dois tipos de residuos
liquidos, o primeiro estudo foi com a suplementacéo da glicerina comercial ao meio
de cultura,a fim de simular o residuo liquido oriundo da reacdo de transesterificacéo
para obtencéo de biodiesel, e o segundo estudo baseou-se no cultivo com adi¢éo da
vinhaca proveniente da producéo de etanol.

O crescimento das microalgas Chlorella sp foi determinado pelo incremento
diario da densidade celular em fun¢éo das diferentes formula¢cdes do meio de cultura
modificado com adicdo da vinhaca em diferentes propor¢cbes. Para cada
experimento foram plotados quatro curvas, pois diariamente se realizava a contagem
de células em triplicada, a quarta curva corresponde as médias geométricas dos trés
resultados obtidos diariamente com a contagem de células para cada amostra.

No estudo apresentado na Figura 4 foi realizado o cultivo sem adi¢éo de residuos,
apenas foi utilizado para o desenvolvimento das microalgas o meio de cultura
BBMutilizandoErlenmeyers de 1000mL como fotobioreatores, mantendo as
aclimatacdes ideais conforme descrito no procedimento experimental.

Observando o comportamento temporaldo crescimento da Chlorella sp durante
um cultivo com duracgéo de 16 dias como ilustrado na Figura 4, foi verificado que o cultivo
iniciou-se a fase estacionaria quando atingiu a populacédo 10’ cel. mL™ que correspondeu
a um tempo de cultivo de 8 dias, j& que o niumero de células ndo apresentou elevado
acréscimo a partir desse ponto, chegando ao fim do cultivo com um nimero maximo de

células de 5,9x10"cel.mL™.
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Figura 4 — Curva de Crescimento da Chlorella sp em cultivo BBM sem adi¢éo de
residuos liquidos
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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
maxima celular no oitavo dia cultivo de 2,5 x10’cel.mL™, analisando a Figura 04
observa-se que no oitavo dia do experimento foi obtido o nimero de células de 2,0
x10’cel.mL™ equivalente ao obtido por Santos et al,(2010). Porém, estes autores
alcancaram resultados melhores quando trabalharam com fotoperiodo integral
atingindo o niumero maximo de células no nono dia de cultivo com um valor de 9,43
x10” cel.mL™. Valor este superior a todos os valores que foram obtidos durante o
presente estudo. Porém, a justificativa para néo utilizar o fotoperiodo integral neste

trabalho se deve ao fato que tinha que simular as mesmas condi¢cdes ambientais do
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campo, uma vez que o intuito era efetuar o cultivo a céu aberto, impossibilitando
assim impor um fotoperiodo integral.

Os préximos estudos mostram o crescimento do cultivo com adicdo de
glicerina ao meio de cultura promovendo dessa forma um cultivo mixotrofico devido
adicdo de uma fonte organica visando dar um destino adequado aos residuos
liguidos, bem como favorecer as rea¢des metabdlicas que favorecem o acumulo de
lipidios, pois, de acordo com os estudos de Miao e Wu (2006) que estudaram a
Chlorella photothecoides e verificaram que o contetdo de lipidios pode ultrapassar a
55% quando se realiza o cultivo heterotroéfico, isso significa um aumento de 4 vezes
mais que no cultivo autotréfico que atinge apenas 15% de lipidios em condicbes
similares. Assim conclui-se que a adicdo de uma fonte organica pode ndo soé
aumentar a producéo da biomassa como também o acumulo de lipidios nas células.

Brennam e Owende (2010) compararam o0 cultivo autotréfico em
fotobioreatores fechados com o cultivo mixotréfico, as taxas de crescimento sdo
maiores que o cultivo em lagoas abertas. No entanto, sGo menores que o cultivo
heterotrofico.

Chojnacka e Noworyta (2004), comparando o crescimento da Spirulinasp, em
meios de cultivos autotroficos, mixotrofico e heterotréficos, encontraram que no
cultivo mixotréfico reduz a foto-inibicdo e obtém melhores taxas de crescimento tanto
com relacdo ao cultivo autotréfico como heterotroéfico.

A Figura 5 apresenta o cultivo com adicdo de 2% de glicerina ao meio de cultura
basico 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 numero maximo de células obtido foi de 2,7x10° cel.mL™, conforme pode
ser verificado na Figura 5, o que mostra que a espécie em estudo ndo apresentou
crescimento satisfatério para viabilizar a producdo de biodiesel, pois, é necessario
que ocorra uma alta taxa de crescimento acompanhada com o aumento do conteudo

de lipidios.
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Figura 5 - Curva de Crescimento da Chlorella sp em cultivo BBM com adicdo 2% de
glicerina.
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A Figura 6 apresenta o cultivo da Chlorella sp com adicdo de 4%, as células
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 6, pois, o cultivo foi iniciado com uma concentracéo celular de 4,2 x10° cel.mL’
! finalizando com um ndmero de células de 9,5 x10° cel.mL™ , isto comprova os
resultados obtidos no estudo com adicao de 2% de glicerina que foi a dificuldade de
crescimento da célula com adi¢é@o da glicerina.
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Figura 6 - Curva de Crescimento da Chlorella sp em cultivo BBM com adicdo 4% de

glicerina.
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A Figura 7 apresenta o estudo com adi¢ao de 10% de glicerina ao cultivo com
BBM, onde foi verificado nesse estudo que as células ndo passaram da fase lag, ndo
conseguindo obter crescimento como verificado na Figura 7, o cultivo praticamente
nao teve incremento de células, pois, foi iniciado com o numero de células de
3,1x10° cel.mL e finalizou com 3,4 x10° cel.mL™.

Desta forma, conclui-se que o cultivo com adicdo de glicerina para a espécie de
Chlorella em estudo ndo apresentou resultados satisfatorios para o desenvolvimento da
célula, inviabilizando o uso do residuo em questéo para o cultivo de Chlorella sp visando

a obtencéo de lipidios ou outros insumos proveniente da célula em estudo.



50

Figura 7 - Curva de Crescimento da Chlorella sp em cultivo BBM com adicdo 10%

de glicerina.
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O segundo estudo realizado foi através da adicdo do residuo liquido, a
vinhaca. Vale ressaltar, que o Estado da Paraiba atualmente é o terceiro produtor do
Nordeste de etanol a partir da cana-de-acucar, gerando dessa forma uma elevada
producdo de vinhaca e por ser um efluente com alto poder poluente, seu poder
poluidor é cerca de cem vezes maior que o do esgoto doméstico, devido alta
concentracdo de matéria organica, possuindo uma demanda quimica de oxigénio de
40.000 a 70.000mg/L, baixo pH, elevada corrosividade, é considerada altamente
nociva a fauna, flora, microfauna e microflora das dguas doces, além de afugentar a
fauna marinha quevem as costas brasileiras para procriacdo (Freire & Cortez, 2000).
Por estes motivos, procurou-se desenvolver as microalgas utilizando a vinhaga como
suplementacdo ao meio de cultura.

A Figura 8 apresenta a curva de crescimento da Chlorella sp com adi¢céo de
10% de vinhaca ao meio de cultura basico, verificando uma excelente adaptacéo

das células a nova composi¢cdo do meio de cultivo, além de uma o6tima taxa de
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crescimento, atingindo um numero maximo de células de 2,57 x 10" cel.mL™em um

tempo de cultivo de 5 dias.

Figura 8 — Curva de crescimento da Chlorella sp com adi¢céo de 10% de vinhaca.
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Na Figura 9, para o acréscimo de 15% de vinhaca ao meio de cultura,
verificou-se que a cepa em estudo ndo apresentou um Otimo desenvolvimento
celular, pois houve um declinio do nimero de células apés o terceiro dia de cultivo.
No entanto, verifica-se que no segundo dia de cultivo obteve-se um nimero elevado
de células atingindo 1,85 x 10”cel.mL™.

O réapido declinio das células pode ter ocorrido devido principalmente a
elevada presenca de solidos em suspensdes na vinhaca que foi suplementada neste
estudo, o que favoreceu a formacdo de grumos promovendo a aderéncia e
sedimentacdo das microalgas, apesar da agitacdo. Além do mais, esta resposta
pode estar também associada a compostos complexos de dificil assimilacdo pela

alga, presentes na vinhagca como compostos fendlicos.

Figura 9 — Curva de crescimento da Chlorella sp com adicéo de 15% de vinhaca.
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Para o estudo apresentado na Figura 10, com o0 acréscimo de 20% de
vinhaca, tem-se uma dificuldade na adaptacéo celular e um crescimento lento das
microalgas em estudo, com um declinio no numero de células no quinto dia de
contagem, obtendo um numero maximo de células com 4 dias de cultivo de 6,95 x

10° cel.mL™.

Figura 10 — Curva de crescimento da Chlorella sp com adi¢céo de 20% de vinhaca.
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adicdo de 25% de vinhaca ao meio de cultura em Erlenmeyer de 1000mL, observa-
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se que o nimero maximo de células atingidas foi de 2,08 x 10’cel.mL™ e que a partir
do segundo dia de cultivo foi atingido a populacdo de 10’cel.mL™, obtendo uma
rapida fase log, ja a partir do quinto dia houve um declinio no nimero de células,
chegando a uma populacéo de 1,20 x 10”cel.mL™.

Figura 11 — Curva de crescimento da Chlorella sp com adi¢cédo de 25% de vinhaca.
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Desta forma, conclui-se que a vinhaca apresenta caracteristicas pafa o]
desenvolvimento das microalgas em estudo e que houve condicbes de obter o
cultivo mixotrofico com a vinhaca devido a presenca de sua carga organica e alta
producédo celular. No entanto, foi verificado neste estudo que a fase exponencial é
obtida muito rapidamente e isto pode ser devido a presenca de compostos que
inibem o crescimento da mesma, assim sugere-se para trabalhos posteriores que
seja feito um pré-tratamento na vinhaca, principalmente no que consiste na remocao
dos sélidos em suspensao que favorecem o encrudescimento da célula, evitando
gue a mesma mantenha uma adequada nutricdo, pois as substancias em suspensao

evitam que as microalgas mantenham em contato com os nutrientes, impedindo do
cultivo.

6 CONCLUSOES
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Através dos resultados obtidos durante o estudo, pO6de-se constatar que
microalga Chlorella sp apresenta um 6timo crescimento celular quando utiliza-se o
efluente da industria sucroalcooleira (vinhaca) como fonte de nutriente. Trata-se,
portanto, de uma técnica viavel, pois dard um destino adequado para esse residuo
liqguido gerado no processo de obtengcdo do etanol e fornecer uma nova fonte de
biocombustivel.

A proporcdo de vinhaca que obteve melhor crescimento foi com a
suplementacdo de 10%, onde se verificou uma excelente adaptacdo das células a
nova composi¢cdo do meio de cultivo. Verificou-se também que o excesso de
material em suspensdo presente na vinhaca pode ter prejudicado no crescimento
celular quando utilizou propor¢cées maiores de 10% ao meio de cultivo, ressaltando
assim a importancia de efetuar um pré-tratamento da vinhaca, para que nao dificulte
o crescimento das células ao ser adicionado o residuo liqguido como meio de cultura.

Com o uso da vinhaca obteve-se elevadas taxas de crescimento que
corrobora para a producdo de biodiesel, pois, para a viabilidade de geracdo de
biocombustiveis, deve-se ter associado alta taxa de crescimento acompanhadas
com concentracdes elevadas de lipidios ou carboidratos.

Desta forma, conclui-se que o desenvolvimento em cultivo mixotréfico das
microalgas através da suplementacdo do meio de cultura com os residuos oriundos
das industrias sucroalcooleiras torna-se viavel, podendo com isso favorecer a
producdo de outra fonte energia renovavel, incrementando assim o potencial de
geracao de energia nas proprias usinas de etanol.

O cultivo mixotréfico por meio da adicao de glicerina como meio de cultura da
Chlorella sp ndo apresentou crescimento favoravel mesmo em baixas proporcdes
inviabilizando o desenvolvimento celular e consequentemente a producdo de

biodiesel a partir das microalgas.
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