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RESUMO

Com o avango tecnologico mundial, torna-se imprescindivel a busca por fontes de energia
sustentaveis de modo a suprir a demanda energética e a exploragdo desenfreada dos recursos
naturais. Nesse contexto, surgem as microalgas como alternativas para a producdo de
biocombustiveis devido a sua alta taxa de crescimento celular, producdo de biomassa, de
sobreviverem em ambientes extremos € de promoverem biorremediacdo e o sequestro de CO».
Dentre as espécies de microalgas existentes, a Dunaliella tertiolecta BUTCHER se destaca
devido a sua elevada produtividade lipidica e de biomassa. Com o intuito de definir as condi¢des
que melhor favorecem seu desenvolvimento e uma maior producdo de biomassa, ¢ importante
analisar os parametros que influenciam no seu crescimento. No presente estudo, foram
realizados cultivos da D. tertiolecta em meio sintético F/2 com pH variando de 5,5 a 9,5,
fornecimento de luz variando de 6h a 24h e proporcao de efluente de reator tipo UASB no meio
de cultura variando de 25 a 100%. Verificou-se que a condicdo mais favoravel para o cultivo
da respectiva microalga visando a producdo de biocombustiveis foi em pH 7,28 e 12h de luz,
que resultaram em maiores produtividades, com 0,107833 gL'.d!, além de apresentar
resultados satisfatorios de velocidade especifica maxima e tempo de gerag@o e por serem mais
viaveis economicamente. Em relacdo aos cultivos com efluente de reator UASB, a microalga
desenvolveu-se melhor no cultivo cuja proporgao de efluente de reator tipo UASB no meio de
cultura foi de 25%, apresentando melhores resultados cinéticos e a maior remocao de DQO
(40,23%), revelando que, quanto maior era a propor¢ao do efluente no meio de cultura, menos
cla se desenvolvia. Além disso, foram realizadas analises estatisticas de Matriz de Correlagao
e Analise em Componentes Principais (ACP), percebendo-se que os parametros apresentaram
correlagdes considerdveis, indicando a importancia de se ter um bom planejamento

experimental de modo a otimizar seu desenvolvimento.

Palavras-chave: Microalgas; Biocombustivel; Biorremediagao.



ABSTRACT

With the global technological advancement, it is essential the search for sustainable energy
sources in order to supply the energy demand and the unbridled exploitation of natural
resources. In this context, microalgae appear as an alternative for the production of biofuels due
of its high rate of cell growth, production of biomass, to survive in extreme environments and
to promote biorremediation and CO; sequestration. Among the existing species of microalgae,
the Dunaliella tertiolecta BUTCHER stands out due to its high lipid and biomass productivity.
In order to define the conditions that best favor its development and greater production of
biomass, it is important to analyze the parameters that influence its growth. In this study,
cultures of D. terciolecta were made in synthetic F/2 medium at pH ranging from 5.5 to 9.5,
supply of light ranging from 6h to 24h and proportion of UASB reactor effluent in the culture
medium varying from 25 to 100%. It was verified the most favorable conditions for the
cultivation of its microalgae for the production of biofuels was at pH 7.28 and 12h of light,
which resulted in the highest yields, with 0.107833 g.L'l.d"!, besides satisfactory results of
specific maximum speed and generation time and to be more economically viable. In relation
to the cultures with UASB reactor effluent, the microalgae developed in better crop whose
proportion of UASB reactor effluent in the culture medium was 25%, showing better kinetic
results and higher DQO removal (40.23%), revealing the larger was the proportion of the
effluent in the culture medium, the less it developed. In addition, statistical analyzes of Matrix
of Correlation and Principal Component Analysis (PCA) were performed, realizing the
parameters showed significant correlations, indicating the importance of having a good

experimental planning in order to optimize its development.

Keywords: Microalgaes; Biofuel; Bioremediation.
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1 INTRODUCAO

Energia ¢ um fator de extrema importancia no planejamento estratégico, tatico e
operacional das nagdes. Questdes ligadas a politica de desenvolvimento econdmico,
operacionalizacdo da sociedade e seguranca nacional sdo decididas também com base na
capacidade energética de cada pais (DE ARAUJO, 2013).

Contudo, a maior parte da energia consumida no mundo ¢ derivada dos combustiveis
fosseis, como o petroleo e o carvao mineral. Essa situagdo coloca grande parte dos paises do
mundo em situagdo de vulnerabilidade estratégica, pelo fato de os combustiveis fosseis nao
serem renovaveis e estarem fadados ao esgotamento e a oscilacdo dos precos nos mercados
internacionais. Além disso, promovem a emissdao de gases poluentes como o CO», 6xidos de
nitrogénio e hidrocarbonetos, que provocam desequilibrios ambientais e alteragdes climaticas
(DE ARAUJO, 2013; LOPES, 2017).

Desse modo, ante os problemas apontados acima, claramente contrarios a dimensao
social e ambiental da sustentabilidade, a busca por fontes energéticas alternativas renovaveis,
biodegradaveis, de produgdes limpas e atoxicas, que apresentem custo competitivo com as
atuais fontes de energia e que ocasionem 0s menores impactos possiveis a0 meio ambiente se
acelerou no final do século XX, de modo a contemplar o tripé da sustentabilidade (DE

ARAUJO, 2013).

O cultivo de microalgas aparece como uma opgdo em potencial para obtengao de
biomassa visando a produgao de biocombustiveis, devido a sua alta produtividade por unidade
de érea, uso de terras ndo araveis e sequestro de CO2, além da capacidade de sobreviver em
ambientes extremos, adaptando o seu metabolismo de acordo com a alteracdao das condicdes
ambientais (CHIRANJEEVI; MOHAN, 2016). Além disso, também existem estudos
utilizando-se algas para tratar dguas residuarias domésticas. Este processo de tratamento
avangado tem inumeros beneficios diferenciais em relagdo a outros processos de tratamento de

esgoto, produgdo de combustivel e cultivo de algas. (SUNDSTROM et. al, 2015).

Todavia, segundo a Otica de Pereira et al. (2012), além do perfil de crescimento de
microalgas variar de espécie para espécie e até mesmo na mesma espécie, as possibilidades de
uso desses microrganismos dependem das condi¢des do cultivo, visto que ndo ¢ facil encontrar
biomassa disponivel em quantidade suficiente no ambiente natural a ser utilizada. Desse modo,
sabendo-se que o crescimento das microalgas deriva de reagdes bioquimicas e bioldgicas,

diversos fatores podem influenciar no desenvolvimento das microalgas, onde sdo
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principalmente reportados em estudos sobre luz, pH e disponibilidade de nutrientes
(GUILLARD, 1975).

Nesta perspectiva, este trabalho buscou avaliar o potencial da microalga de espécie
Dunaliella tertiolecta BUTCHER em meio sintético salino (F/2) e sob adi¢cdo de efluente
doméstico tratado sob variagdes na exposi¢ao luminosa e no pH do meio de cultura, por meio
da cinética de crescimento (curva de crescimento, velocidade especifica maxima de crescimento

e tempo de geracdo), produtividade em biomassa e capacidade de biorremediagdo através da
remocao de DQO.
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2  OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Cultivar a microalga Dunaliella tertiolecta em meio sintético F/2 em diferentes
condi¢des de luminosidade, pH e propor¢des de efluente doméstico tratado em reator do tipo

UASB com a finalidade de avaliar a biorremediagao e potencialidade de produgao de lipidios.

2.2 Objetivos especificos

e Cultivar as cepas de D. fertiolecta em meio de cultura tradicional sob condi¢des
autotroficas;

e Cultivar cepas de D. tertiolecta ao cultivo mixotrofico através do efluente de reator do
tipo UASB em meios de culturas tradicionais;

e Avaliar o desenvolvimento da microalga D. tertiolecta através das curvas e cinética de
crescimento e da produtividade em biomassa frente ao meio de cultivo utilizado;

e Avaliar o potencial do efluente do reator tipo UASB como suplemento ao meio F/2 para
otimizar a producgdo da microalga em estudo;

e Avaliar o potencial de biorremediagao através da remogao de DQO para os cultivos com
adicdo de efluente de reator tipo UASB;

e Recalizar analise estatistica para verificar o grau de correlacdo entre os parametros
avaliados e realizar uma analise multivariada dos dados por meio do método da Analise

em Componentes Principais (ACP).
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Biocombustiveis

Os biocombustiveis surgem como uma alternativa viavel para producdo de energia
sustentavel, visto que sdo originados de matéria-prima renovavel, principalmente de origem
vegetal, que captam o CO; da atmosfera para a fotossintese o transformando em carboidratos,

triglicerideos e outras substancias organicas (MOTA; MONTEIRO, 2013).

Segundo Gomes e Sampaio (2017), ¢ comum aludir-se a biocombustivel de “primeira
geracdo” como aquele que ¢ produzido a partir de matéria-prima alimentar (via que se pretende
abandonar), como, por exemplo, cana-de-agucar, trigo, batata, beterraba, milho e/ou 6leo
vegetais como o girassol e soja. Por esta razdo, ha uma preocupagdo na produgdo de
biocombustiveis originados por tais tipos de biomassa, por competirem com a producdo
alimenticia, causarem desmatamento da vegetacdo local, exigirem alta demanda de areas
agricultaveis e de dgua e poderem influenciar na economia, elevando o preco dos alimentos.

Tais biocombustiveis podem ser o biodiesel, biogas, bioetanol e syngas.

Os biocombustiveis de segunda geragdo sao etanois considerados avangados originados
a partir da lignocelulose possuindo duas rotas de conversao, sendo uma biologica - via hidrolise
enzimatica e a outra rota por tratamento termoquimico (GRASEL et al., 2017). A matéria-prima
para essa geragao corresponde a residuos agricolas, como bagago de cana-de-acucar, madeiras,
serragens, palhas e cascas, residuo industrial, como licor de industrias de papel, residuo
municipal e algumas gramineas. Sua produgdo pode ser maior que os de primeira geragao,
devido a maior oferta e por possuir maior potencial de ndo emissao de gases estufa em relagao

aos de primeira.

Quanto aos biocombustiveis de terceira geracao, estes sao produzidos por residuos pos-
consumo, incluindo gordura e acidos graxos de seres vivos, basicamente produzidos por algas.
Estas eram a principio classificadas como biomassa de segunda gerag@o, porém, apds perceber
que o rendimento utilizando algas era significativamente maior mesmo em menor quantidade

de recursos, criou-se um grupo exclusivo (BARATA, 2016).

3.2 Microalgas

As microalgas sao microrganismos de habitat aquatico, podendo ser de agua doce ou

marinha. Na natureza sdo grandes responsaveis pelo balango global da fotossintese, € no mar
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representam a base da cadeia alimentar como produtores primarios, sendo assim fundamentais
no equilibrio dos ecossistemas costeiros e oceanicos (LOURENCO, 2006). Sao seres muito
diversificados, mas, como caracteristicas gerais, sao unicelulares, algumas sdo formadoras de
colonias, fotoautotroficas e, por apresentarem pigmentos fotossintetizantes, sdo coloridas
(OLAIZOLA, 2003).

Atualmente, muita atencdo estd sendo atraida para a cultura de massa efetiva de
microalgas para aplicagdes comerciais, levando ao surgimento de uma éarea de pesquisa
conhecida como "biotecnologia de microalgas" (CHEN et al., 2011). A tecnologia de
microalgas ¢ altamente promissora devido a diversidade de aplicagdes da biomassa em areas
relevantes, tais como produ¢ado de proteina unicelular, lipidios, carotenoides, clorofila, enzimas,
ésteres, antibioticos, hidrocarbonetos e vitaminas (RICHMOND, 2004); produgao de bioetanol,
biodiesel (CHISTI, 2007; CHENG et al., 2011), biogas (MUSSGNUG et al., 2010); tratamento
de efluentes domésticos e industriais (SCHMITZ; MAGRO; COLLA, 2012); entre outros.

O interesse pelas microalgas para producao de biodiesel se intensificou com as primeiras
crises do petroleo em 1970. Elas surgem como uma nova rota de produgao de biocombustiveis:
sendo seres clorofilados que convertem o CO> atmosférico em uma gama de metabolitos e
produtos que incluem proteinas, polissacarideos, hidrocarbonetos e lipideos (NASCIMENTO
et al., 2016), se fazem viaveis principalmente devido a sua estrutura simples, facilidade de
cultivo, quantidade fornecida de lipidios (6leos) e facil manipula¢dao dos seus pardmetros de

cultivo.

Dentre os organismos fotossintetizantes, elas possuem o mais rapido crescimento

celular, e, para produzir uma tonelada de biomassa, consomem cerca de duas toneladas de CO»

(MALLICK et al., 2012).

Lipidios ¢ acidos graxos sdo constituintes das células vegetais, atuando como
componentes de membrana, produtos de armazenamento, metabolitos e fontes de energia. O
teor médio de lipidios varia entre 1 e 40% e, sob determinadas condigdes de cultivo, pode atingir
85% do peso seco da biomassa microalgal (RICHMOND, 2004). Assim, quanto maior a
produtividade em biomassa, maior sera a quantidade de lipidios, importante para a producdo de

biocombustiveis.

Microalgas podem oferecer varios tipos de biocombustiveis renovaveis. Estes incluem
o metano ou biogds produzido pela digestdo anaerobica da biomassa, o biodiesel derivado de

0leo de microalgas, biohidrogénio produzido pela lignina celulosica por meio da fermentagao,
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bioetanol e biobutanol obtido do aglicar da biomassa por meio de fermentagdo
(BOROWITZKA, 1988; AMARO; GUEDES; MALCATA, 2011).

Com relagdo ao rendimento de 6leo por hectare, das diversas matérias-primas que
podem ser utilizadas para a producdo do biocombustivel, as microalgas se sobressaem exibindo
cerca de 80% a mais de rendimento quando comparadas a soja, canola e o milho (CHISTI,
2007). Além disso, chegam a tolerar condi¢des marginais que normalmente seriam improprias
para o cultivo de plantas convencionais; possuem elevadas taxas de crescimento, chegando a
duplicar sua biomassa em 24 horas (CHISTI, 2007; SOUZA, 2008); e requerem muito menos
agua que as plantas terrestres, pois, para produzir um litro de 6leo as microalgas requerem

apenas 1,5L contra 10.000L das plantas (AMARO; GUEDES; MALCATA, 2011).

Por serem microrganismos muito heterogéneos, possuem composicdo bioquimica
bastante diversificada para cada espécie. A composigao celular também ¢ afetada por fatores
ambientais como luz e temperatura e pela forma como sdo cultivadas (CARDOSO; VIEIRA;

MARQUES, 2011).

3.2.1 Microalga Dunaliella teriolecta BUTCHER

As microalgas estdo presentes em todos os ecossistemas existentes na terra,
representando uma grande variedade de espécies que vivem em condigdes externas. Segundo
Neofotis et al. (2016), estima-se que existam entre 70.000 a um milhdo de espécies, embora

apenas 44.000 destas foram analisadas.

Dentre as microalgas, destaca-se a de espécie Dunaliella tertiolecta BUTCHER,
microalga marinha unicelular e fotossintética capaz de produzir simultaneamente grandes
quantidades de carotenoides e lipidios em determinadas condi¢des de estresse ambiental, como
luminosidade e concentragao salina do meio de cultivo (DA FRE; RECH; MARCILIO, 2014).
Caracteriza-se por produzir altas concentragdes de amido e glicogénio, possuindo assimilagao
eficiente de celulose, que sdo fatores essenciais para produgdo de biocombustiveis. Além disso,
seu cultivo € simples, pois ndo se fixam em superficies e sdo tolerantes a altas concentragdes

de sais, o que possibilita o seu cultivo em grande escala ao ar livre (ELENKOV et al., 1996).

Estudos realizados por Takagi, Karseno e Yoshida (2006), analisando o efeito do stress
salino no crescimento ¢ no acumulo de lipidios nas células da microalga D. tertiolecta,
verificou-se que o aumento da concentracdo inicial de NaCl de 0,5M (semelhante a

concentragao de NaCl da dgua do mar) para 1M nao diminuiu a densidade celular. Porém, testes
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realizados anteriormente com concentragdes iniciais de NaCl de 1,5 ¢ 2,0 M inibiram

significativamente o crescimento celular.

3.3 Curva de crescimento microbiano

Visando avaliar o desenvolvimento de cada cultivo microalgal, € necessario que se faca

o estudo da curva de crescimento, cujo modelo ¢ apresentado na Figura 1.

Figura 1 — Curva de crescimento microbiano representada em ordenadas lineares (A) e
semilogaritimas (B)

Leg X

X

Fonte: Adaptado de BORZANI et al. (2001)

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

na Figura 1 sdo:

e Fase 1: Conhecida como fase “lag”, essa fase se segue imediatamente ap6s a inoculagdo
do microrganismo no meio de cultivo. E um periodo de adaptagio em que as células
irdo sintetizar as enzimas necessarias para degradar os componentes presentes no meio.
Nessa fase ndo ha crescimento celular;

e Fase 2: Fase de transigdo, em que 0s microrganismos comegam a se reproduzir;

e Fase 3: Fase exponencial, também conhecida como fase “log”. A velocidade de
especifica de crescimento € proporcional a concentracdo de células, constante e maxima;

e Fase 4: Fase de crescimento linear, existe um decaimento na velocidade especifica de
crescimento devido a limitagdes no transporte de nutrientes;

e Fase 5: Fase de desaceleragdo. Diminuicdo do crescimento devido esgotamento dos

nutrientes e devido ao acimulo de metabolitos inibidores;
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e Fase 6: Fase estaciondria, a concentracao de células atinge o ponto maximo e existe um
equilibrio entre a taxa de crescimento e de morte do microrganismo;
e Fase 7: Fase de declinio, caracterizada pela diminuicdo da biomassa, o niimero de

células que morrem € maior que o nimero de células que sao geradas.

3.4 Métodos de separacio da biomassa

A recuperagdo da biomassa do meio de cultivo representa um dos maiores obstaculos
para a produgdo de biocombustiveis de terceira geracao. As principais técnicas de separac¢do da
biomassa empregadas atualmente sdo: filtracdo, floculagdo, flotacdo e centrifugacio

(UDUMAN et al., 2010).

A separagdo por meio da filtracdo consiste em passar o meio de cultivo contendo as
células em um filtro, membrana porosa ou tela de malha. E ideal para o tratamento de pequenos
volumes, pois as células das microalgas tendem a entupir rapidamente o meio filtrante e o

processo perde muita eficiéncia (FERNANDES, 2013).

A floculagdo ¢ um processo que remove a capacidade das células se manterem em
suspensdo. E um processo bastante adequado na separagio de biomassa em sistemas de grande
porte, pode ser realizado espontaneamente ou induzido através de alteracdes do pH do meio por
adicdo de agentes floculantes. Os agentes floculantes mais utilizados sdo bases e acidos, fortes,

sais inorganicos e cal (NaOH, HCI, Al>(SO4)3, Fe2(SO4)3, FeCls, e CaO) (LOURENCO, 2006).

A flotagao ¢ um processo de separacao que se caracteriza pela introdugdo de bolhas de
ar no meio aquoso de forma que as bolhas adsorvam as particulas presentes no meio ¢ as arraste
para a superficie do liquido. De acordo com o tamanho das bolhas produzidas no processo de
flotacdo a metodologia pode ser dividida em flotagdo por ar dissolvido (FAD), flotacao por ar
disperso e flotagao eletrolitica (CHEN et al., 2011). No processo de FAD as bolhas sao criadas
por despressurizacao de um fluxo de dgua saturado com ar (UDUMAN et al., 2010), na flotacao
por ar disperso a produgao das bolhas ¢ feita pela combinacdo de um sistema de inje¢do de ar
com um agitador mecénico de alta velocidade (RUBIO, SOUZA & SMITH, 2002) ¢ na flotagao
eletrolitica microbolhas de gases sdo produzidas por eletrolise da dgua com a utilizacdo de
eletrodos de sacrificio (ALFAFARA et al., 2002).

A centrifugacdo ¢ um processo de separacdao que utiliza alta rotagdo para impor as
células uma forca que as faz deslocar para o fundo do recipiente. Pode ser utilizada para

pequenos volumes como as centrifugas de bancada ou em escalas industriais, porém com
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elevado gasto energético. A eficiéncia na centrifugacdo depende dos didmetros das células, do
tempo de residéncia, e da profundidade do liquido (GRIMA et al., 2003; HEASMAN et al.,
2000).

3.5 Condicionantes ao cultivo de microalgas
3.5.1 Agitacdo e aeracdo nos cultivos

O processo de agitacdo do meio de cultivo microalgal ¢ um pardmetro essencial, pois
permite a homogeneizacdo das células, melhora a transferéncia dos gases, impede a
estratificacdo térmica e auxilia na distribuicdo homogénea dos nutrientes. A agitacdo da cultura,
em meio liquido, mantém as células em suspensdo, 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-oxidacdo através da
eliminacdo do oxigénio supersaturado no meio (RICHMOND, 2004).

Fast e Boyd (1992) afirmam que aeracdo mecanica se faz necessaria, principalmente,
nas seguintes condi¢des: durante a noite, devido a alta taxa de respiracdo das microalgas;
quando as microalgas estao com alguma limitacdo de desenvolvimento (enfermas ou velhas), o
que origina uma menor producdo de oxigénio; durante a falta ou caréncia de luz, pois com
pouca radiacdo (solar ou artificial), diminui substancialmente a produgao de oxigénio que pode

inibir o processo de fotossintese.

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

PEQUENO, 2010).

3.5.2 Luminosidade

Por serem seres fotossintetizantes, a luz ¢ um importante fator no cultivo de microalgas.
A fotossintese ¢ uma reagdo redox catalisada pela energia luminosa que transforma gas
carbonico e agua em glicidios e gas oxigénio. Derner et al. (2006) ressaltam que a quantidade
de luz recebida pelas células em cultivo estd diretamente relacionada a fixagdo do carbono pelas
microalgas (visto que muitas enzimas sdo ativadas pela luz) e, assim, influenciard na taxa de

crescimento das culturas.
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No cultivo de microalgas, a demanda por luz aumenta com o passar do tempo. Dessa
forma, uma correta suplementacdo de luz ¢ necessdria para um crescimento adequado das
microalgas (BARSANT; GUALTIERI, 2006). Com o aumento da intensidade luminosa, a
fotossintese torna-se mais eficiente, até atingir o valor de saturagdo. Sob prolongada saturacao
luminosa, em especial nos dias de verdo, as taxas fotossintéticas tém tendéncia a diminuir,
devido a um fendmeno conhecido como fotoinibi¢do (BOUTERFAS; BELKOURA; DAUTA,
2006; TAIZ; ZEIGER, 2006).

Outro fator limitante do crescimento em culturas densas ¢ a fotolimitagdo, que consiste
no sombreamento provocado pelas proprias células a medida que hé o crescimento, impedindo

que parte da cultura receba luz (FABREGAS et al., 2001).

De modo geral, muitos sistemas de cultivo de microalgas sdo planejados para utilizar a
luz natural (crescimento autotrofico). A principal vantagem deste método ¢ o decréscimo no
custo de produgdo, no entanto, inconvenientes como a variagao do fotoperiodo, da intensidade
luminosa e, também, variacdes ambientais fazem com que os cultivos que utilizam luz natural

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

Com relagao ao tempo de exposi¢ao luminosa por dia, estudos realizados por Li (2005)
com a microalga Botryococcus braunii, por exemplo, ndo mostraram diferenca significativa
entre cultivos com 12 e 24h de luz diarias, porém, fotoperiodos de 4h e 8h ndo sustentaram o
crescimento das microalgas. Contudo, vale ressaltar que, dependendo da espécie de microalga
que esta sendo trabalhada, pode-se ter respostas diferentes para a mesma qualidade, intensidade
de luz e fotoperiodo (HENRARD, 2009).

353 pH

O controle do pH ¢ essencial para que os componentes do meio de cultura possam ser
efetivamente absorvidos, afetando diretamente a disponibilidade de varios elementos quimicos.
O pH ¢ fundamentalmente influenciado pelas proporgdes entre as formas de carbono dissolvidas
no meio de cultivo, interferindo na disponibilidade de CO: que afeta diretamente no
crescimento das microalgas (LOURENCO, 2006). A variagdo de pH no cultivo de microalgas
ocorre devido ao consumo de substratos, solubiliza¢do e consumo do CO» ¢ a degradagdo de
metabolicos originados (GRIMA et al., 1999).

A injecdo de CO», por exemplo, ajuda a controlar o pH: uma maneira de regular as

variagdes de pH ¢ a aeragao dos cultivos, com bombeamento de ar atmosférico (0,03% de CO»)
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ou com ar enriquecido de CO», em concentragado ideal para a espécie cultivada (LOURENCO,
2000).

De modo geral, o melhor pH para o cultivo de diversas algas varia de neutro a alcalino;

para microalgas verdes o pH 6timo esté na faixa de 4,0 e 8,5 (MALIS-ARAD et al., 1980).

3.5.4 Meio de cultura suplementado com efluente doméstico

Nos tultimos anos, diversas pesquisas tém focado no desenvolvimento de métodos de
cultivo de microalgas eficientes que diminuam os custos de producdo. A utilizacdo de dguas
residudrias surge como meio alternativo, agregando o conceito de reuso da agua e producdo de
biomassa com valor de mercado aos sistemas de tratamento de efluentes (PITTMAN et al.,

2011).

O tratamento de esgoto sanitario em paises tropicais baseia-se em métodos biologicos
como as lagoas aeradas, os reatores anaerobicos e as lagoas de estabilizacdo, devido a eficiéncia
e relativa simplicidade desses sistemas (MENDONCA, 2000). O Brasil ¢ o pais que mais
investe em reatores anaerobios; ele comecou a explorar essa tecnologia na década de 80, em
centros de pesquisa e universidades (LEO; MATSUMOTO, 2001). O Reator Anaerdbio de
Fluxo Ascendente de Manta de Lodo (UASB) exibe a vantagem de remover grande parte da
matéria organica do esgoto (cerca de 55 a 75%) com custos de implantagdo e operacdo
relativamente baixos; contudo, ndo ¢ eficiente na remocao de nutrientes ¢ patdgenos. Assim, ¢
importante que se realize um pos-tratamento no efluente do reator UASB com a finalidade de

completar a remogao desses materiais remanescentes (CHERNICHARO et al., 2001).

A biorremediacdo ¢ uma tecnologia que consiste na utilizacdo do metabolismo de
microrganismos para eliminagdo ou redugdo, a niveis aceitaveis, de poluentes presentes no
ambiente (COLLA et al, 2008). Esta biotecnologia vem sendo utilizada ha varios anos em
outros paises e, em alguns casos, apresenta menor custo e maior eficiéncia na remogao de
contaminantes do que técnicas fisicas e quimicas, sendo atualmente utilizada em escala
comercial no tratamento de diversos residuos e na remediacdo de areas contaminadas

(JACQUES et al, 2007; BAMFORTH, SINGLETON, 2005).

De acordo com Silva (2014), a importancia de introduzir o cultivo de microalgas no
tratamento de aguas residudrias ¢ que esses organismos necessitam de nutrientes como
nitrogénio e fosforo (substincias responsaveis pela eutrofizagdo) para seu crescimento; ao

crescerem, as microalgas consomem esses nutrientes, promovendo, assim, o tratamento desse
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efluente, facilitando o seu descarte adequado. Além disso, elas também tém capacidade de
remover contaminantes organicos, metais pesados e patogenos de efluentes (MUNOZ;
GUIEYSSE, 2006).

Rossi (2013) analisou o comportamento das microalgas de género Scenedesmus e
Desmodesmus em meios mixotroficos com o efluente liquido doméstico de reator UASB. Os
cultivos em meio sintético e no efluente de reator UASB foram otimizados a partir de sua
metodologia sem decréscimo do contetdo lipidico das microalgas. Houve também a elevacgao
das produtividades de biomassa das duas cepas e por consequéncia, aumento da producdo de
lipideos, aumentando assim a potencialidade das microalgas para a producdo de

biocombustiveis.

Assim sendo, a produtividade elevada da biomassa de microalgas a partir de aguas
residudrias sugere que este método de cultivo € viavel para geragao de biocombustivel, avaliado
como uma das muitas abordagens utilizadas para produg@o de energia sustentavel e renovavel

(PITTMAN; DEAN; OSUNDEKO, 2011).

3.6 Analise estatistica

A estatistica ¢ uma ciéncia que se dedica a coleta, andlise e interpretagdo de dados. Seu
objetivo ¢ apresentar informacdes sobre dados em andlise para que se tenha maior compreensao
dos fatos que os mesmos representam. E uma parte da matematica aplicada que fornece métodos
para coleta, organizagdo, descrigdo, analise e interpretacdo de dados e para a utilizagdo dos
mesmos na tomada de decisdes (CRESPO, 2002).

A estatistica descritiva ¢ o ramo da estatistica que consiste na coleta, organizagao,
descri¢ao dos dados, célculo e interpretagdo de coeficientes. Levando-se em consideragdo que
normalmente a quantidade de dados estudados ¢ geralmente grande, ¢ dificil captar
intuitivamente as informagdes que os dados contém. Portanto, ¢ necessario, que as informagoes
sejam reduzidas até o ponto em que se possa interpretd-las mais claramente. A estatistica
descritiva preocupa-se em resumir essas informagdes através do uso de certas medidas-sintese,
que tornem possivel a interpretacdo de resultados. No sentido mais amplo, suas fungdes sdo
(FERREIRA, 2001): coleta de dados; organizagdo e classificacdo destes dados; apresentacao
através de gréficos e tabelas; e calculo de coeficientes (estatisticos), que permitem descrever

resumidamente os fendmenos.
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3.6.1 Correlacoes

O termo correlagdo refere-se a qualquer elemento de uma ampla classe de relagdes
estatisticas envolvendo dependéncia. As correlagdes sdo definidas como uma medida da relagao
entre duas ou mais variaveis. O tipo de coeficiente de correlagdao mais utilizado € o coeficiente

de correlagdo de Pearson (r), também chamado de linear ou produto-momento de correlaco.

Em geral, ¢ adotado um intervalo de valores entre -1,0 e 1,0 para o coeficiente r. Quanto
mais proximo 1,0, considerando-se seu valor em modulo, maior € a correlagdo entre os fatores.
Quando o sinal se apresenta negativo, indica que uma variavel diminui com o aumento da outra,
Jé o sinal positivo representa que uma cresce quando a outra também o faz (NASSER JUNIOR,
2009). Segundo Hinkle, Wiersma e Jurs (2003), correlagdes entre 0 e 0,30 sdo consideradas
muito fracas; entre 0,30 e 0,50 fracas; entre 0,50 e 0,7 moderadas; entre 0,7 € 0,9 fortes; € entre

0,9 e 1 muito fortes.

Para o estudo da interdependéncia entre os pardmetros analisados, utilizou-se a Matriz
de Correlacdo, que consiste em uma matriz bidimensional composta por graficos
correlacionando as variaveis entre si, sendo util para visualizar de forma imediata as potenciais

correlacdes entre duas variaveis, entre todas as variaveis envolvidas (MINITAB, 2000).

3.6.2 Analise em Componentes Principais

A Analise em Componentes Principais (ACP) ¢ um método que tem por finalidade
basica a analise dos dados usados visando sua redugao, eliminagao de sobreposi¢des ¢ a escolha
das formas mais representativas de dados a partir de combinagdes lineares das varidveis
originais.

Reis (2001) descreve a ACP como um método estatistico multivariado que permite
transformar um conjunto de varidveis iniciais correlacionadas entre si, num outro conjunto de
variaveis ndo correlacionadas (ortogonais), as chamadas componentes principais, que resultam

de combinagdes lineares do conjunto inicial.

O objetivo principal da ACP ¢ a obtengdo de um pequeno numero de combinagdes
lineares (componentes principais) de um conjunto de variaveis, que retenham o maximo
possivel da informagdo contida nas varidveis originais. O processamento da andlise de
componentes principais pode ter partida na matriz de variancias e covariancias ou na matriz de

correlagao.
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4 METODOLOGIA
4.1 Local de realizacao do estudo

Os experimentos foram executados no Laboratorio de Referéncia em Tecnologias de
Aguas (LARTECA), vinculado ao Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental (DESA)
do Centro de Ciéncias e Tecnologia (CCT) do Campus I da Universidade Estadual da Paraiba
(UEPB), localizado na cidade de Campina Grande, Paraiba.

4.2 Microalga Dunaliella tertiolecta BUTCHER

Foram realizados estudos com a microalga de espécie Dunaliella tertiolecta
BUTCHER, cuja cepas foram fornecidas pelo Laboratorio de Tecnologia de Bioativos
(LABTECBIO) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), localizado na cidade

de Recife, Pernambuco. A Figura 2 representa a fotomicrografia da D. tertiolecta.

Figura 2 — Fotomicrografia da microalga D. fertiolecta

4.3 Meio de cultura e aclimatacao dos cultivos

As culturas eram mantidas em meio F/2, meio salino desenvolvido por Guillard (1975).
Para os estudos com efluentes, o meio F/2 foi suplementado com efluente de reator tipo UASB,
coletado da Estacdo Experimental de Tratamento Bioldgico de Esgotos Sanitarios da
Universidade Estadual da Paraiba (EXTRABES/UEPB), localizada na cidade de Campina
Grande, Paraiba, com pH em torno de 7-7,5 ¢ DQO média de 345 mg O/L.
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A aclimatagao dos cultivos foi estabelecida de modo a estabelecer um ambiente propicio
para a otimizacdo do crescimento da D. fertiolecta. As culturas foram desenvolvidas em
Erlenmeyres de 500 mL, utilizados como fotobiorreatores e mantidos a temperatura de 26+2°C,
com agitacdo de ar comprimido para garantir a homogeneizacdo do meio, e a iluminagdo de
4.000 lux, proveniente de lampadas fluorescentes de 40W. A Figura 3 ilustra as condi¢des de

aclimatacdo adotadas para o desenvolvimento microalgal.

Figura 3 — Aclimatagdo dos cultivos da D. fertiolecta

4.4 Desenho experimental

A microalga D. fertiolecta foi cultivada em meio F/2 sob diferentes condigdes de
luminosidade, pH e meio de cultura, em que buscou-se analisar a influéncia de tais fatores no
desenvolvimento da espécie em estudo. Os experimentos foram realizados em triplicata e, para
ser possivel comparar os dados de modo a verificar a diferenca no desenvolvimento entre eles,
todos iniciaram com uma densidade celular proxima (entre 1,28 e 1,64x10° células.mL!), sendo

monitorados durante um periodo de 9 dias desde a inoculagao.

As condigoes utilizadas nos cultivos de D. fertiolecta para este estudo foram as
seguintes: os valores de luminosidade diaria foram 6, 12, 18 e 24 horas; os valores de pH foram:
5,5; 6,5; 7,28; 8,5 ¢ 9,5; as proporgdes do efluente de reator tipo UASB no meio de cultura
foram 25, 50, 75 € 100%.

Inicialmente, desenvolveram-se cultivos de D. tertiolecta em meio F/2 sem alterag¢ao do
pH do meio F/2 (7,28) visando analisar a influéncia da luminosidade didria, com o auxilio de
um relogio controlador de luz, que desligava as lampadas automaticamente no periodo

programado.
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Em seguida, apds adotado o periodo mais adequado de luminosidade diaria, foram
realizados cultivos ambos sob esta exposi¢do, porém variando-se o pH do meio de cultura. Este
era regulado da seguinte forma: para aumentar o pH utilizava-se uma solugdo de NaOH 0,1N;
e, para diminuir, uma solugdo de H>SO4 0,1N. O pH era sempre regulado antes da adi¢ao das
microalgas, devido ao fato de que variagdes drasticas de pH podem causar o rompimento da
membrana celular, inibir a atividade enzimatica ou dos transportadores membranares de
proteinas (SINOGAS; ALHO; BRITO, 2004).

Por fim, os efluentes provenientes do reator tipo UASB foram adicionados em diferentes
propor¢des ao meio de cultura, sob as melhores condigdes de luz e pH decorrentes das duas
etapas anteriores. Antes do inodculo, o efluente era filtrado em papel filtro qualitativo com
porosidade de 14um, gramatura de 80g/m? e espessura de 205um no intuito de reter solidos
suspensos, € armazenado sob refrigeragdo. Além da avaliacdo cinética e da produtividade em
biomassa, realizadas nas duas etapas anteriores, nesta etapa foi realizada também o potencial
de biorremediacdo da microalga, medido em termos de remogao de DQO. A Tabela 1 resume

as fases de desenvolvimento da pesquisa:

Tabela 1 — Fases de desenvolvimento do estudo

Etapas Exposicao diaria a pH do meio de Suplementacio de efluente
P luminosidade (h) cultura de reator tipo UASB
6h
a 12h Inalterado o
1% fase 18h (7.28) 0%
24h
55
6,5
2 fase Im(‘llt;gd" 7,28 0%
8,5
9,5
25%
a Inalterado 50%
3* fase (12h) Inalterado 75%
100%

4.5 Avaliacao da cinética microalgal

Com o auxilio da microscopia optica (aumento de 400x), foi possivel determinar o
crescimento microalgal avaliando a densidade celular em fung¢ao do tempo de cultivo em cada
uma das unidades experimentais. As amostras eram retiradas ao inicio dos cultivos e depois a
cada 24 horas, para contagem de células em camara de Neubauer, determinando, desse modo,

a densidade celular expressa em niimero de células por mililitro de cultivo (células.mL).
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A contagem de células era realizada em triplicata e a densidade celular correspondia a
meédia geométrica das trés contagens. O tempo de cultivo foi expresso pela quantidade de dias
decorridos desde o inicio da inoculacdo (periodo de adaptagdo — fase lag) até o alcance méximo
da densidade celular (fase estaciondria). Os graficos de dispersdo foram plotados com objetivo
de representar as curvas de crescimento da D. tertiolecta, em que o eixo das abscissas

corresponde ao tempo de cultivo e o eixo das ordenadas a densidade celular.

4.5.1 Velocidade especifica maxima de crescimento

J4

A velocidade de crescimento ¢ diretamente proporcional a concentragdo de
microrganismos em um dado instante. A fracdo pela qual a populacao cresce na unidade de
tempo ¢ dada por pix, que representa a velocidade especifica de crescimento (h!). Na fase
exponencial (log), a velocidade especifica de crescimento € constante e maxima, sendo ix igual

a Umax- A velocidade de crescimento foi calculada da seguinte forma:

dX
dat = Hmax X Equagao (01)

Em que:

e X ¢ a concentragdo de células;

e t¢ o tempo de cultivo.

Integrando-se a Equacdo (01), tem-se:

X dx t
—= .[ Wnax- At Equacgao (02)

Xi X t;
InX — InX; = s (E—1¢;) Equacgao (03)
InX = Wpar (t —t;) + InX; Equagio (04)

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

reta, com coeficiente angular igual a velocidade especifica maxima de crescimento fimax.

4.5.2 Tempo de geracdo

A fase exponencial também € caracterizada pelo tempo de geracao (tg), tempo necessario
para dobrar o valor da concentragdo celular inicial (X =2X;). O tempo de geracao foi calculado

conforme as Equacdes de 05 a 07.
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In2X; = wpar- (t—t;) + InX; Equagao (05)
2X; ~
lnT = Wmax- by Equacgao (06)
i
In2 0,693 .
ty = = Equacgao (07)
Mmax Hmax

4.6 Determinacio da produtividade em biomassa microalgal

As andlises de produtividade da biomassa foram realizadas em triplicata no inicio e fim
dos cultivos. A separacdo da biomassa foi feita através da centrifugag@o. O processo € ilustrado
na Figura 4A: primeiramente parte do cultivo (I) ¢ colocado em um Béquer de volume reduzido
(IT) para assegurar um manuseio seguro ¢ sem perdas de biomassa. Posteriormente o cultivo €
transferido para Tubos Falcon de 50 mL, as quais sdo levadas a uma centrifuga de bancada e
submetidas a uma rotacao de 4.000 rpm durante 8 min; ao final do processo, a biomassa (IV)
estd em sua totalidade no fundo das Tubos Falcon (III) e assim ¢ separada do sobrenadante (IV).
Apos a retirada do sobrenadante, a biomassa depositada foi centrifugada novamente utilizando
uma solucao de HCI, pH 5-5,5, visando remover a salinidade resultante do meio com o intuito

de ndo interferir na determinacdo da produtividade.

Posteriormente, a biomassa foi transferida para capsulas de evaporagao de porcelana
previamente pesadas e secas em estufa a 105°C. As capsulas com biomassa foram colocadas na
estufa a 60°C para secar até atingir peso constante. A Figura 4B ilustra o processo. Verificado
o término da secagem, as mesmas foram acondicionadas no dessecador durante 15 minutos e

depois pesadas em balanca analitica.

Figura 4 — Processo de separacao de biomassa (A); Representacao das capsulas na estufa (B)
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Por fim, a produtividade (g.L"!.dia™!) foi determinada por meio da Equacio (08), em que
a biomassa seca inicial corresponde a quantidade de biomassa no inicio do cultivo e a biomassa

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

biomassa_secasinq — biomassa_secan;ciql

Produtividade = Equacgao (08)

tempo_de_culturayin, — tempo_de_cultura;p;ciq

4.7 Determinacio do potencial de biorremediacio através da remog¢ao de DQO

Para ndo haver interferéncia no calculo da DQO devido a presenca das células
microalgais, as analises foram realizadas apos centrifugacdo, no que se utilizava apenas o
sobrenadante para a medicdao da DQO. Esta foi obtida através do método da refluxagao fechada,
de acordo com o Standard Methods for the examination of water and wastewater (APHA,
1998). As analises foram realizadas em triplicata no inicio e fim de cada um dos cultivos com
adi¢do do efluente. Assim, foi possivel comparar os valores de DQO inicial e final, sendo
possivel analisar a eficiéncia na remo¢do de DQO promovida pela microalga através da
Equagao (09).

DQOinicial - DQOfinal
D QOinicial

% remocgao = x 100 Equacgao (09)
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4.8 Analise dos dados

Através dos dados obtidos nas etapas descritas anteriormente, foi realizado um estudo
estatistico a fim de corroborar com a escolha da melhor condig¢@o de luminosidade, pH e adi¢ao
de efluente. Durante a realizacao deste trabalho, fez-se o estudo da Matriz de Correlacdo com
o0 objetivo de verificar o nivel de relagdo entre as variaveis analisadas. Além deste, foi efetuado
um estudo estatistico multivariado dos dados por meio da Anélise em Componentes Principais
(ACP), a fim de analisar a formac¢ao dos grupos de variabilidades equivalentes. Para a realizagao

dessas analises, utilizou-se do programa Microsoft Excel 2016
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Cultivo de D. tertiolecta sob variacoes de luminosidade

A Figura SErro! Fonte de referéncia ndo encontrada. apresenta as curvas de

crescimento da microalga D. tertiolecta em meio F/2 sob variagdes de luminosidade.

Figura 5 — Curvas de crescimento da microalga D. tertiolecta em meio F/2 sob variagdes de

luminosidade
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Ao analisar a Erro! Fonte de referéncia nio encontrada., tem-se que a densidade ¢
clular maxima aumenta a medida que aumenta a luminosidade diaria, em que a maior
encontrada foi a do cultivo exposto a 24h didrias de iluminagdo, alcangando 3,67x10°
células.mL! no sexto dia de cultivo, ou seja, passado-se 120 horas desde a inoculagdo. Os
cultivos de 12 e 24h foram os que apresentaram as maiores fases log; contudo, o nlimero de

c€lulas do de 24h, diferentemente do de 12h, comegou a decair a partir do sétimo dia de cultivo.

Para uma melhor analise da influéncia da incidéncia luminosa sobre a D. fertiolecta, a
Tabela 2 apresenta os resultados cinéticos e de produtividade dos cultivos com 6, 12, 18 e 24h
de iluminagdo diarias.

Tabela 2 — Parametros cinéticos e produtividade em biomassa dos cultivos de D. tertiolecta

em meio F/2 sob variagdes de luminosidade
Velocidade R? da curva de

Horas de luz (h)  especifica maxima l;izn];?) ((i;) crescimento lf;z(l:;lal;tsi:i? aﬁﬁ 31_111)
de crescimento (h™) gerag microbiano gL
6 0,0153 45,30 0,9991 0,0505
12 0,0189 36,67 0,9812 0,10783

18 0,0292 23,74 0,9994 0,01775
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24 0,0278 24,93 0,9835 0,02142

Os valores proximos de 1,0 do coeficiente de determinacao (R?), expressos na Tabela 2,
indicam que houve um ajuste amostral satisfatorio ao modelo de estudo utilizado. Observa-se
que quanto maior a disponibilidade de luz, maior serd a densidade celular; entretanto, o cultivo
de 18h foi o que apresentou a maior velocidade especifica maxima de crescimento e,
consequentemente, o menor tempo de geragdo, o que significa que o cultivo necessita de apenas
23,74h (menos de 1 dia) para dobrar a densidade inicial. Contudo, o cultivo de 12h foi o que
apresentou maior produtividade; produtividade esta que estd proxima da literatura, que ¢ de
0,12 g.L-l.dia! (GOUVEIA; OLIVEIRA, 2009).

Os estudos de Chiranjeevi ¢ Mohan (2016) revelaram uma maior produtividade de
biomassa de microalgas em geral na presenca de luz que na auséncia, 0 que nao ocorreu no
presente estudo, mostrando a importancia de se realizar estudos de influéncia da luminosidade:
o fato de serem seres fotossintetizantes nao implica dizer que elas sempre irdo se desenvolver

em maiores exposi¢des de luminosidade.

Assim sendo, o tempo de fornecimento de luz de 12h didria foi suficiente para as
necessidades microalgais e por apresentar maior produtividade. Além disso, em larga escala,
pretende-se simular as condi¢des externas do meio ambiente, fato da indicacdo do tempo de

luminosidade de 12h para o cultivo de D. tertiolecta.

Com o intuito de verificar o nivel de relagdo entre os parametros avaliados, descritos na
Tabela 2, foi realizado o estudo da matriz de correlagdo (Tabela 3). Verifica-se que houve
correlagdo muito forte da luminosidade didria com a velocidade especifica maxima de
crescimento e com o tempo de geracao; por outro lado, a produtividade apresentou correlacao

moderada com as outras trés variaveis.

Tabela 3 — Matriz de correlacdo para a D. tertiolecta em meio F/2 sob variagdes de
luminosidade

Velocidade especifica
maxima de crescimento

Luminosidade Tempo de geragdo  Produtividade

Luminosidade 1
Velocidade especifica

p . 0,9118 1
maxima de crescimento
Tempo de geracéo -0,9325 -0,9907 1
Produtividade -0,5499 -0,6845 0,5834 1

Em relacdo a ACP (Figura 6), observa-se que a projecao de variagdo dos dados nos dois
eixos principais, explicam aproximadamente 97,64% (Fator 1 + Fator 2) da variabilidade do

processo, ou seja, tem-se uma boa correlagdo entre os dados. Verifica-se ainda a formagao de
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um grupo correlacionando mais intimamente: velocidade especifica maxima de crescimento

com luminosidade diaria.

Figura 6 — Analise em Componentes Principais para a D. fertiolecta em meio F/2 sob
variacoes de luminosidade
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5.2 Cultivo de D. tertiolecta sob variacoes no pH do meio de cultura

Em posse da melhor condi¢ao de luminosidade para o cultivo de D. tertiolecta, deu-se
continuidade aos estudos realizando cultivos com 12h de iluminagao diérias alterando o pH do
meio de cultura, bem como mantendo o seu pH natural (7,28). As curvas de crescimento estao
representadas na Figura 7.

Figura 7 — Curvas de crescimento da microalga D. tertiolecta em meio F/2 sob variagoes de
pH do meio de cultura
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Ao analisar a Figura 7, tem-se que o cultivo em pH 6,5 foi o que alcangou a maior
densidade celular maxima, com 2,95x10° células.mL"!, e o cultivado em pH 9,5 o que teve a
menor densidade maxima (4,29x10° células.mL!). Os cultivos em pH 6,5, 7,28 e 8.5
apresentaram as maiores fases log; o de pH 6,5, em especial, precisaria ser monitorado por mais

dias para verificar sua fase de declinio.

Contudo, o cultivo em pH 9,5 apresentou dificuldades em seu desenvolvimento,
entrando na fase de declinio a partir do sexto dia de cultivo e apresentando baixos valores de
densidade celular em compara¢do com os demais cultivos. Os experimentos realizados por
Malis-Arad et al. (1980) também chegaram no mesmo resultado: os valores de pH iguais ou
superiores a 9,5 induziram a precipitagdo das células de Chlorella vulgaris no cultivo, por meio

da agregacao celular, reduzindo a produc@o de biomassa e aumentando o diametro celular.

Para uma melhor analise da influéncia do pH sobre a D. tertiolecta, a Tabela 4 apresenta

os dados cinéticos e de produtividade em biomassa dos cultivos em pH 5,5; 6,5; 7,28; 8,5 ¢ 9,5.

Tabela 4 — Parametros cinéticos e produtividade em biomassa dos cultivos de D. fertiolecta
em meio F/2 sob variagdes de pH do meio de cultura

- - z
pH do meio Veloc1d'a d_e et Tempo de R*da curva de Produtividade em
de cultura LS geracio (h) crescimento biomassa (g.L'.d")
crescimento (h™) microbiano
5,5 0,022 31,51 0,9919 0,018
6,5 0,0217 31,94 0,9579 0,03483
728 0,0189 36,67 0,9812 0,10783
8,5 0,0166 41,76 0,9964 0,019
9,5 0,011 63,01 0,9192 0,01775

Os valores proximos de 1,0 do coeficiente de determinagdo (R?), expressos na Tabela 4,
indicam que houve um ajuste amostral satisfatorio ao modelo de estudo utilizado. O cultivo de
pH 5,5 foi o que apresentou maior velocidade especifica e, consequentemente, menor tempo de
geracdo. No entanto, ele ndo apresentou produtividade satisfatoria quando comparado com o
cultivo de pH 7,28, que foi cerca de seis vezes maior. Verificou-se também que em pH maiores

que 8,5, a microalga ndo se desenvolveu tdo quanto os outros cultivos.

Fazendo uma analogia com os estudos realizados por Ying, Zimmerman e Gilmour
(2014) sobre a influéncia do pH no crescimento de Dunaliella salina, eles detectaram que os
diferentes niveis de pH apresentaram uma "tendéncia de pardbola" com um valor ideal

alcangado em torno de pH 7.

Assim, observando-se que o cultivo base (pH 7,28 - inalterado) proporcionou a melhor

produtividade em biomassa e por apresentar cinética proxima aos cultivos sob pH mais baixo
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(que foram os que apresentaram melhor crescimento), selecionou-se essa condicdo quimica
para otimizar a produgdo de biocombustiveis, aliado também ao fato de ndo necessitar de

reagentes quimicos para ocasionar variagdo no pH.

Para verificar o nivel de relagdo entre os pardmetros avaliados, foi realizado o estudo da
matriz de correlacdo (Tabela 5). Verifica-se que houve correlagdo muito forte da velocidade
especifica maxima de crescimento com o pH do meio de cultura e com o tempo de geragao;
correlagdo forte entre tempo de geracdo e o pH do meio de cultura; por outro lado, a
produtividade apresentou correlacdo muito fraca (ou nenhuma correlagdo) com as outras trés
variaveis.

Tabela 5 — Matriz de correlacdo para a D. tertiolecta em meio F/2 sob variagdes de pH do
meio de cultura

pH do meio de Velocidade especifica

cultura maxima de crescimento lepo de gomgfo  Pietimmiiad

pH do meio de cultura 1
\{elpmdade espe:ciﬁca 10,0543 1
maxima de crescimento
Tempo de geracao 0,8955 -0,9824 1
Produtividade -0,1273 0,1983 -0,2688 1

No que diz respeito a ACP (Figura 8), observa-se que a projecao de varia¢ao dos dados
nos dois eixos principais, explicam aproximadamente 97,49% (Fator 1 + Fator 2) da
variabilidade do processo, ou seja, tem-se uma boa correlagao entre os dados. Verifica-se ainda

a formag@o de um grupo correlacionando mais intimamente: pH d

o meio de cultura com o tempo de geracao. E, assim como os experimentos sob variagao
de luminosidade, a produtividade ndo se correlaciona fortemente com os demais parametros,

como ja discutido no estudo da matriz de correlacao.

Figura 8 — Analise em Componentes Principais para D. fertiolecta em meio F/2 sob variagoes
de pH do meio de cultura
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5.3 Cultivo de D. tertiolecta com suplementacio de efluente de reator tipo UASB

A Figura 9 apresenta as curvas de crescimento da D. fertiolecta em meio F/2
suplementado com efluente de reator tipo UASB. Pode-se observar que o cultivo suplementado
com 25% de efluente de reator UASB (75% de meio F/2) foi o que obteve melhor
desenvolvimento celular, alcangando, no penultimo dia de cultivo, densidade maxima de
3,41x10° células.mL"!, ou seja, cerca de 27 vezes superior a concentracdo inicial de 1,28x10°
células.mL?! e cerca de 2 vezes superior a densidade maxima obtida pelo cultivo sem
suplementagdo de efluente de reator tipo UASB (1,75x10° células.mL!). O cultivo
suplementado com 50% de efluente apresentou longa fase de adaptagdo ao meio e ainda
precisaria ser monitorado por mais dias para verificar sua fase de declinio. Nos teores de 75 e
100% de efluente de reator tipo UASB a microalga sofreu decaimento celular ao longo do

tempo de analise.

Figura 9 — Curvas de crescimento da microalga D. fertiolecta em meio F/2 sob variagdes na
suplementagao de efluente de reator tipo UASB
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Para uma melhor andlise da influéncia da suplementacdo do efluente de reator tipo
UASB sobre a D. tertiolecta, a Tabela 6 apresenta os dados cinéticos e de produtividade em
biomassa, além dos resultados de remogdo de DQO visando analisar o potencial de
biorremediacao, dos cultivos com 0, 25, 50, 75 e 100% de proporcao do efluente no meio de
cultura.

Tabela 6 — Parametros cinéticos, produtividade em biomassa e remog¢ao de DQO dos cultivos
de D. tertiolecta em meio F/2 sob variagdes na suplementagao de efluente de reator tipo

UASB
Proporcao de Velocidade R*da curvade Produtividade .,
efluente de reator  especifica maxima T"“‘B" de crescimento em biomassa Remog:a((.) de
tipo UASB no meio de crescimento (h!) 5" 2¢4° L microbiano (g.L'l.dh) LGDIE0)
0 0,0189 36,7 0,9812 0,10783 -
25 0,0194 35,73 0,9994 0,03408 40,23
50 0,0061 113,63 0,9699 0,01208 36,33
75 0,0057 121,6 0,8351 0,01217 19,35
100 0,0048 144,41 0,9841 0,00317 25,35

Os valores proximos de 1,0 do coeficiente de determinagdao (R?), de modo geral,
expressos na Erro! Fonte de referéncia nao encontrada., indicam que houve um ajuste a
mostral satisfatorio ao modelo de estudo utilizado. Verifica-se, na maior parte dos casos, que a
D. tertiolecta reduziu seu desenvolvimento (densidade) celular & medida em que se aumentou
a concentracdo do efluente no meio de cultura, através do decaimento da velocidade especifica,
bem como o aumento do tempo de geragao e redug@o da produtividade em biomassa. Somado
a isto, além de apresentar os melhores resultados cinéticos, o cultivo de 25% de suplementagao
de efluente também foi o que obteve a melhor remogao de DQO. Isso possa se justificar devido

ao fato de a microalga ser de espécie salina e apresentar dificuldades em desenvolver-se em
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meios cuja salinidade ¢ mais reduzida e devido a presenca de microrganismos presentes no

efluente.

Comparando com os estudos realizados por Lucio (2014), o efluente doméstico
apresentou-se como meio alternativo para a Chlorella vulgaris, por haver um aumento
significativo na densidade celular comparado ao meio sintético, devido a maior disponibilidade
de nutrientes. A Chlorella vulgaris apresentou ganho de biomassa maior que o meio sintético e
assimilaram 100% do ortofosfato, nitrato, nitrito ¢ amonia melhorando as caracteristicas
quimicas para o posterior reuso ou descarte do efluente. Em relagdo ao potencial
biorremediador, Silva (2014) utilizou esgoto sanitario biodigerido para cultivar a microalga
Scenedesmus sp. em reatores tipo airlif, e atingiu uma remocao de DQO de 36%, valor proximo

aos alcangados nesse estudo.

Para verificar o nivel de relagdo entre os parametros avaliados, descritos na Tabela 5,
foi realizado o estudo da matriz de correlagdo (Tabela 7). Verifica-se que a remocdo de DQO
apresentou correlagdo moderada com os demais pardmetros; a produtividade se correlacionou
de forma muito forte com os outros parametros (exceto remocao de DQO), ou seja, as
correlagdes ocorreram de forma ainda mais acentuada se comparadas com as etapas anteriores.
Além disso, ocorreu correlagdo muito forte entre o tempo de geragdo com a propor¢do do
efluente e com a velocidade especifica maxima; e correlagao forte entre velocidade especifica
maxima e propor¢ao do efluente no meio de cultura.

Tabela 7 — Matriz de correlacdo para a D. tertiolecta em meio F/2 sob variagdes na
suplementagdo de efluente de reator tipo UASB

Proporcéo de efluente Velocidade Tempo de  Remocio
de reator tipo UASB  especifica maxima er: 30 de D (g o Produtividade
no meio de cultura de crescimento gerag
Propor¢do de efluente
de reator tipo UASB 1
no meio de cultura
Velocidade especifica
maxima de -0,8205 1
crescimento
Tempo de geracao 0,9127 -0,9798 1
Remog¢iao de DQO -0,8343 0,7339 -0,7626 1
Produtividade -0,9085 0,9681 -0,9959 0,7094 1

Em relagdo a ACP (Figura 10), observa-se que a projecdo de variacdo dos dados nos
dois eixos principais, explicam aproximadamente 97,09% (Fator 1 + Fator 2) da variabilidade
do processo, ou seja, tem-se uma boa correlagdo entre os dados. Observa-se ainda a formagao
de dois grupos correlacionando mais intimamente: tempo de geragdo com propor¢ao do efluente

no meio de cultura e produtividade com velocidade especifica maxima. Assim, ao contrario do
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que ocorreu nas duas etapas anteriores, a produtividade se correlacionou de forma mais intima

com os demais parametros; fato ja discutido na matriz de correlacdo, em que a produtividade,

de modo geral, vai decaindo com o aumento da suplementagao do efluente do reator tipo UASB.

Figura 10 — Analise em Componentes Principais para D. fertiolecta em meio F/2 sob
variagdes na suplementacio de efluente de reator tipo UASB
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6 CONCLUSAO

Através do estudo dos cultivos da microalga D. tertiolecta visando a produgdo de

biocombustiveis, pdde-se concluir que:

O tempo de iluminacdo se apresentou como determinante fator para o desenvolvimento
da microalga, e o tempo de 12h foi o mais apropriado pelo fato de ter apresentado maior
produtividade e por evitar custos com iluminagdo artificial em larga escala se
comparados com as demais exposi¢des luminosas;

A alteragdo do pH do meio F/2 sob a faixa 5,5-9,5 mostrou que, em pH a partir de 9,5,
a D. tertiolecta ndo obteve €xito em comparacdo com os demais e, o cultivo sem
alteracdo do pH natural do meio de cultura (7,28) foi indicado o mais apropriado, por
ter apresentado maior produtividade, somado ao fato de diminuir os custos com
utilizacdo de produtos quimicos para realizar a altera¢ao do pH;

A proporcao de efluente de reator tipo UASB no meio de cultura mais favoravel para a
microalga em estudo foi de 25% e verificou-se de modo geral que quanto menor a
proporc¢ao do meio salino no meio de cultura, menores serdo as chances de se obter o
desenvolvimento otimo da microalga a fim de otimizagdo para produgdo de
biocombustiveis e para o potencial biorremediador;

Com a auxilio das andlises estatisticas, verificou-se que a maioria dos parametros
apresentaram forte correlagdo. Além disso, através da ACP, observou-se a formagao de
grupos relacionados mais intimamente, mostrando a importancia de se ter um bom

planejamento experimental a fim de otimizar o desenvolvimento microalgal.

Com o intuito de aperfeicoar este trabalho e torna-lo com ambic¢des mais amplas, novos

estudos devem ser realizados com a D. fertiolecta, merecendo destaque: potencial de

biorremediacdo na presenca de metais pesados e outros poluentes no meio de cultura; tempo de

cultivo ideal para possibilitar o maior consumo de nutrientes; quantidade e caracterizagdo dos

lipidios gerados; qualidade da biomassa produzida; e viabilidade econdmica, avaliando os

custos de implementacdo desta tecnologia. Além disso, ¢ indispensavel a realizagcdo de

pesquisas com relacdo a outras espécies de microalgas, visto que ainda sdo pouco exploradas,

mas apresentam grande potencial para a produgado de energia renovavel.
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