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RESUMO

A biomassa de microalgas tem mostrado grande potencial para a producdo de
biodiesel, sendo os lipideos intracelulares a principal matéria-prima. A acumulacao
lipidica por parte das microalgas pode aumentar em fungdo das caracteristicas dos meios
de cultivo, podendo ser dguas doces, salobras, salinas ou residudrias. E sabido que, fatores
como a salinidade do meio e a concentragdo de nutrientes provocam mudancas
fisioldgicas, as quais podem potencializar a producdo de lipideos a partir da biomassa de
microalgas. O presente trabalho estudou a produgdo de biomassa, bem como os teores de
lipideos em espécies de microalgas isoladas da regido semidrida do nordeste do Brasil,
analisando o potencial para a producao de biodiesel nesta regido. Como meio de cultivo,
€ proposto o uso de dgua de pocos perfurados na regido, com caracteristicas salobras e,
como fonte de nutrientes a utilizacao de efluentes de fossas sépticas, com o objetivo de
reduzir os custos de producdo. Foram estudadas as espécies de microalgas Chlorella sp.,
Scenedesmus acuminatus, Monoraphidium contortum e Pediastrum tetras e cianobactéria
Nannochloropsis sp. em cultivos fechados, em meios salobros sintéticos € na mistura 4gua
de poco e efluente de fossa séptica. As espécies que apresentaram as melhores taxas de
crescimento, combinadas ao maior teor lipidico nos cultivos utilizando meios salobros
sintéticos, foram a microalga Scenedesmus acuminatus e a cianobactéria
Nannochloropsis sp., atingindo concentracdes lipidicas de 41,96% e 62,04% do peso seco
da biomassa, respectivamente. Nos cultivos que utilizaram 4gua de pogo salobra e
efluente de fossa séptica como fonte de nutrientes em diferentes proporcoes, as espécies
que apresentaram maior actimulo de lipidios foram Chlorella sp., com contetdo lipidico
de 81,20% e Nannochloropsis sp. com 73,68%. A partir dos resultados obtidos nos
cultivos fechados foi realizado o escalonamento da produ¢do de biomassa em escala
piloto, com cultivos abertos, onde nestes a Chlorella sp. atingiu percentuais de acimulo
de lipidios entre 24% e 51%. Além do potencial de produc¢do de biomassa foram
estudados os percentuais de remocao de nutrientes nos cultivos que utilizaram efluentes
de fossa séptica, onde se verificou diminuicdes significativas nos niveis de nitrogénio,
com percentuais de remocao superiores a 90%, além da reducdo de fosforo e DBOs. Além
da remocdo de nutrientes, foram constatadas expressivas diminui¢des no ndmero de
bactérias Escherichia coli nos meios, principal indicador de contaminacdo fecal nos
corpos de dgua. No que se refere ao processo de separacdo de biomassa, o trabalho
estudou a viabilidade do uso de microfiltracao por membranas ceramicas, produzidas para
esta pesquisa, com material de baixo custo, encontrado na regido semidrida nordestina,
visando também reduzir os custos de producdo de biomassa. Os testes e cultivos
realizados foram bastante satisfatérios ao mostrar a grande viabilidade de produgdo em
larga escala de microalgas na mistura de dguas subterraneas salobras e efluentes de fossa
séptica, visando a producao de biodiesel.

Palavras chave: Biotecnologia, Biocombustiveis, Biomassa, Aguas Salobras,
Membranas Ceramicas, Lipideos.



ABSTRACT

Microalgae biomass has shown great potential for the production of biodiesel,
with intracellular lipids being the main raw material. The lipid accumulation by the
microalgae may increase depending on the characteristics of the culture media, which
may be fresh, brackish, saline or wastewater. It is known that factors such as the salinity
of the medium and the concentration of nutrients cause physiological changes, which can
potentiate the production of lipids from microalgae biomass. The present work studied
the production of biomass, as well as the levels of lipids in microalgae species isolated
from the semiarid region of northeastern Brazil, analyzing the potential for the production
of biodiesel in this region. As a means of cultivation, it is proposed to use water from
wells drilled in the region, with brackish characteristics and, as a source of nutrients, the
use of effluents from septic tanks, in order to reduce production costs. The microalgae
species Chlorella sp., Scenedesmus acuminatus, Monoraphidium contortum and
Pediastrum tetras and cyanobacteria Nannochloropsis sp. in closed crops, in brackish
synthetic media and in the mixture of well water and effluent from a septic tank. The
species that showed the best growth rates, combined with the highest lipid content in
crops using synthetic brackish media, were the microalgae Scenedesmus acuminatus and
the cyanobacterium Nannochloropsis sp., Reaching lipid concentrations of 41.96% and
62.04% of dry weight of biomass, respectively. In crops that used brackish well water and
septic tank effluent as a source of nutrients in different proportions, the species that
showed the highest accumulation of lipids were Chlorella sp., with a lipid content of
81.20% and Nannochloropsis sp. with 73.68%. From the results obtained in closed crops,
the production of biomass was scaled on a pilot scale, with open crops, in which Chlorella
sp. reached percentages of lipid accumulation between 24% and 51%. In addition to the
biomass production potential, nutrient removal percentages were studied in crops that
used septic tank effluents, where significant decreases in nitrogen levels were observed,
with removal percentages greater than 90%, in addition to the reduction of phosphorus
and BOD:s. In addition to the removal of nutrients, significant decreases were found in the
number of Escherichia coli bacteria in the media, the main indicator of faecal
contamination in water bodies. With regard to the biomass separation process, the study
studied the feasibility of using microfiltration by ceramic membranes, produced for this
research, with low-cost material, found in the northeastern semi-arid region, also aiming
to reduce the costs of biomass production. The tests and cultivations performed were quite
satisfactory when showing the great feasibility of large-scale production of microalgae in
the mixture of brackish groundwater and septic tank effluents, aiming at the production
of biodiesel.

Keywords: Biotechnology, Biofuels, Biomass, Brackish Waters, Ceramic Membranes,
Lipids.
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1. INTRODUCAO

Desde meados do século XX € notdrio que um rdpido crescimento populacional
bem como avangos tecnoldgicos sdo fatores que contribuiram para o aumento da demanda
energética do planeta que, segundo estudos apontam, a tendéncia € que tal demanda
aumente em até 50% até 2030. Os combustiveis fosseis derivados do petréleo nao podem
compensar a demanda atual, ja que esta é 105 vezes mais rédpida do que a natureza pode
repor. E notério que a dependéncia excessiva aos combustiveis derivados do petréleo traz
grandes prejuizos ambientais a médio e longo prazo, podendo-se citar a diminui¢do das
reservas de combustiveis, além de mudancas climdticas ocasionadas pelo aumento da
emissao de gases como o CO> (SHUBA e KIFLE, 2018).

Os biocombustiveis tém se mostrado alternativas vidveis para solucionar a
dependéncia de combustiveis oriundos do petrdleo, podendo ser produzidos a partir de
matérias-primas como amido, 6leos vegetais, gorduras animais, residuos de biomassa e
biomassa de algas, que possuem a caracteristica da nao toxicidade ao meio, serem
biodegraddveis e produzirem energias renovaveis.

Baseado na matéria-prima utilizada para a sua producdo os biocombustiveis
podem ser de primeira geracdo, que sdo os produzidos a partir de culturas alimentares
cultivadas em terras agricolas, tais como o agicar, amido ou 6leo vegetal. Os de segunda
geracdo sdo produzidos a partir de diferentes tipos de biomassa derivadas de materiais
vegetais e animais. Por tltimo os biocombustiveis de terceira geracao sao os produzidos
a partir da biomassa de microalgas.

Os beneficios dos biocombustiveis de terceira geracdo sao varios, podendo-se
citar a diminui¢cdo da emissdo do CO, hidrocarbonetos e material particulado no
ambiente, com como a eliminagdo de compostos com enxofre (SOx), que trazem a
diminui¢do da emissao dos gases de efeito estufa. Além destes os que tem atraido bastante
atencao de pesquisas € a possibilidade de cultivo de microalgas sem a utilizagcao de terras
ardveis, ou seja, que poderiam ser utilizadas fins alimenticios, além de tais
microrganismos poderem ser produzidos em terras de baixa qualidade, que nao poderiam
cultivar outros tipos de produtos. Outro ponto a ser destacado sdo os produtos gerados a

partir da producdo de microalgas, que podem ser empregados nos mais variados ramos
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da industria, como por exemplo a alimenticia e farmacéutica, além da producdo de
biocombustiveis (POPP et al., 2014).

Os tipos de meios aqudticos utilizados para os cultivos de microalgas também
merecem atencdo, havendo a possibilidade de se produzir biomassa de microalgas em
dguas improprias para o consumo humano, tais como dguas residuais domésticas e dguas
com alta taxa de salinidade. O nordeste brasileiro, principalmente na regido do semidrido,
possui a caracteristica de altas taxas de luminosidade, devido a forte radiagado solar e altas
temperaturas, fatores estes que favorecem o cultivo e crescimento de microalgas.

E observado que, as altas temperaturas contribuem para um alto indice de aridez
na regido e baixa precipitagdo. Para se ter uma ideia ha regides localizadas mais no
interior do semidrido nordestino em que o indice pluviométrico ndo ultrapassa a faixa de
400 mm. Diante disso, a realidade que se presencia € a alta escassez de dgua, o que torna
inviavel a produgdo de microalgas com dguas doces na regido do semidrido, que poderiam
ser utilizadas para o consumo humano.

Observa-se que as dguas subterrdneas encontradas na regido do semidrido
possuem a caracteristica de terem altas concentracdes de sais e alto valor de sélidos totais
dissolvidos, fora dos padrdes de potabilidade estabelecidos, o que inviabiliza a utilizacdo
para o consumo humano sem um tratamento prévio.

Trabalhos recentes, como os de Pancha et al. (2015) e Jiang et al. (2011) mostram
a possibilidade de se produzir microalgas em meios salobros e salinos, sendo verificado
que tais meios provocam um estresse celular, o qual acarreta em uma maior acumulagdo
de lipideos dentro das células, o que impulsiona a producdo de biocombustiveis como o
biodiesel. Além disso, € possivel utilizar como fonte de nutrientes dguas residuais, o que
diminui consideravelmente os custos de producdo, fator este que dificulta muito a
producdo em larga escala de biomassa de microalgas para fins bioenergéticos.

Neste cendrio, o presente trabalho propde a producdo de biomassa de diferentes
espécies de microalgas na regido do semidrido nordestino, aproveitando as condicdes
climéticas favordveis para este fim, com a utilizacdo de dguas de pogos com carater
salobro e tendo como fonte de nutrientes efluentes de fossas sépticas, em diferentes
proporg¢des.

Além disso, o trabalho também visa o estudo da viabilidade da utilizacdo de

membranas cerdmicas no processo de separacdo da biomassa do meio de cultivo, tendo
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em vista que, 0S processos convencionais tais como, centrifugacdo, coagulagdo,
floculagdo, filtragdo, entre outros, sdo responsdveis por grande parte dos custos de
producdo, o que tem muitas vezes inviabilizado a produgdo de biomassa de microalgas
em larga escala para a producdo biodiesel.

Como contribuicdo a comunidade cientifica, o presente trabalho demonstrou o
potencial de producdo de biodiesel no clima semidrido tropical, tendo como fonte
exclusiva de nutrientes 4guas oriundas de fossas sépticas, visando a diminui¢do dos custos
de producao. Foram identificadas quais espécies, entre as estudadas, possuem os melhores
teores de lipideos versus producdo de biomassa seca esperada em um més de produgao
em escala piloto e larga escala, além de mostrar em qual faixa de salinidade e
concentracdo de nutrientes tais resultados sdo maximizados.

Além destas pode ser destacada a contribuicdo ambiental dada, na medida em que,
a partir do reuso dos efluentes de fossas sépticas, se observa a diminuicdo da carga
poluidora, bem como dos niveis de amonia e do nimero de bactérias Escherichia coli,
principal indicador de contaminacao fecal, colaborando na descontaminagdo dos corpos
d’agua.

Ressalta-se também a utilizagdo de membranas cerdmicas para o processo de
separacdo da biomassa, membranas estas produzidas com matéria-prima da regido
semidrida, a alumina e a argila, possuindo a vantagem do baixo custo de producao e baixo
consumo energético, além da possibilidade de reutilizagdo, ja que podem ser lavadas e
usadas intimeras vezes para a separacao de novos cultivos. Diante do exposto, o presente

trabalho possui os seguintes objetivos listados a seguir.

1.1 Objetivo Geral

Produc¢do de biomassa proveniente de microalgas e cianobactéria cultivadas em

dguas de pocos com cardter salobro e efluente bruto oriundo de fossas sépticas, nas

condic¢des do semidrido tropical, sendo avaliado o potencial para a produgao de biodiesel.
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1.2 Objetivos Especificos

1. Cultivo em fotobiorreatores em escala de bancada de espécies isoladas da
propria regido, sendo esses realizados primeiramente em meios sintéticos com
a adicdo do sal NaCl e depois em dguas subterrdneas de cardter salobro com a
adicao de diferentes propor¢des de nutrientes oriundos de fossas sépticas.

2. Cultivo aberto em ambiente nido controlado, em escala piloto, sendo estes
realizados em lagoas de alta taxa e tendo como meio de cultivo dgua salobra
de pogo e dgua de fossa séptica.

3. Analise de crescimento das espécies cultivadas em todas as etapas, através do
célculo de parametros cinéticos como velocidade maxima de crescimento e
tempo de geracdo;

4. Analise do teor de lipideos em biomassa seca das espécies cultivadas, tanto
nos cultivos fechados quanto nos abertos;

5. Identificac@o, a partir dos cultivos fechados, das espécies que apresentam
maior potencial para producio em escala piloto e larga escala, mostrando os
niveis de salinidade e concentracdo de nutrientes em que a porcentagem
lipidica e producdo de biomassa podem ser maximizados;

6. Determinacdo da capacidade de remocao de nitrogénio e fésforo, bem como
da carga poluidora (DBOs e DQO), nos cultivos realizados em dguas de pocos
com a adicdo de dgua de fossas sépticas;

7. Avaliagcdo do niimero de bactérias Escherichia coli do meio contendo efluente
de fossa séptica e 4gua de poco nos cultivos abertos, comparando-se o nimero
de colonias final com o inicial;

8. Analise da eficiéncia e viabilidade do processo de separacdo da biomassa em
escala piloto com a utilizagdo de membranas ceramicas;

9. Estudo da producdo de biomassa esperada em um sistema de producdo em
escala piloto e em larga escala, verificando quais espécies possuem as
melhores concentracdes de lipideos versus a produgdo em biomassa seca

esperada para um més de producao.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Microalgas: conceitos e divisoes taxondomicas

As microalgas e cianobactérias sdo organismos fotossintéticos e microscopicos.
Seres encontrados na grande maioria dos ambientes aquaticos sob incidéncia de luz,
desempenham uma importante funcdo, ambientalmente falando, j& que elas s@o
responsdveis por grande parte da parcela no balanco global da fotossintese, contribuindo
significativamente na producdo de oxigénio no planeta. Para se ter uma ideia no ambiente
maritimo mais de 90% do processo fotossintético € realizado pela grande diversidade de
microalgas que compdem o fitoplancton. Nos ecossistemas aqudticos as microalgas sdao
produtores primadrios, participando assim, de grande parte dos ecossistemas costeiros e
oceanicos, sendo observada uma grande diversidade de espécies (LOURENCO, 2006).

Katiyar et al. (2017) destacam que as microalgas sdo seres unicelulares,
microscopicos, costumeiramente encontrados em dguas doces e marinhas. Sabe-se que ha
cerca de 0,2 a 0,8 milhdes de espécies de microalgas respirando na superficie terrestre,
das quais cerca de 35.000 espécies sdao conhecidas. Tais produtores primdrios tem a
capacidade de fixar por volta de 50% do carbono terrestre, sendo 77% deste utilizado na
producdo de oxigénio.

Moreno-Garcia et al. (2017) mostram que as microalgas sdo0 microrganismos
fotossintéticos que sdo capazes de crescer rapidamente em varios ambientes, tais como
dgua doce, dguas residuais, salobras e marinhas, devido a sua estrutura celular
simplificada, seja unicelular ou multicelular. Tais seres possuem componentes
intracelulares tais como lipideos, dcidos graxos polinsaturados, corantes naturais,
carotenoides, antioxidantes, enzimas poliméricas, peptideos, toxinas e esterdis. Tais
componentes podem ser utilizados nos mais variados setores industriais, sendo no setor
de biocombustiveis, cosméticos, produtos farmacéuticos, aditivos nutricionais e
alimentares, aquicultura e prevenc¢do da poluicdo.

Devido a simplicidade da sua estrutura celular a utilizacao da energia solar para a
realizacdo da fotossintese se mostra mais eficiente do que plantas superiores, bem como

a producdo de 6leos e acucares. As microalgas crescem em sua maioria em ambientes
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aqudticos que contém vdrios nutrientes dissolvidos neles, tais como o CO> (UGWU,
AOYAGI e UCHIYAMA, 2008).

Quanto a estrutura celular tais seres podem ser procariéticos (cianobactérias), os
quais possuem uma estrutura celular mais simplificada, com a auséncia de organelas
(plastideos, mitocondria, complexo de Golgi, flagelos), sendo a sua principal
caracteristica a auséncia da membrana que delimita o nucleo celular. As células
eucaridticas, que englobam todas as espécies de microalgas e compreendem inimeros
tipos de algas, possuem as organelas anteriormente citadas, bem como a membrana que
delimita o nucleo, por isso tais microrganismos apresentam uma estrutura celular mais
complexa do que as procaridticas. A microalgas eucaridticas sdo divididas em uma
variedade de classes, definidas a partir de sua pigmentacdo, ciclo de vida e estrutura
celular. Observa-se que o principal pigmento fotossintético nas microalgas (e
cianobactérias) como um todo € a clorofila a« (BRENNAN e OWENDE, 2010).

Brennan e Owende (2010) mostram que as microalgas sdo agrupadas em
categorias de acordo com a sua pigmentacao e estrutura bioldgica, sendo elas algas verdes
(Chlorophyta), algas vermelhas (Rhodophyta) e diatomdceas (Bacillariophyta). Podem
também ser divididas em dois grupos, as autotroficas, que utilizam componentes
inorgénicos para se desenvolver, tais como COz e sais como os fons nitrato e fosfato, além
de utilizarem também a luz. Este grupo é subdividido em fotoautotréficos, que utilizam a
luz solar como fonte de energia e os quimioautotréficos, que requerem uma fonte externa
de componentes organicos como fonte energética.

A segunda divisdo s@o os heterotréficos, que também sao subdivididos em
fotoheterotréficos, que utilizam como fonte de energia a solar e os quimioheterotroficos,
que oxidam componentes organicos para obten¢ado de energia. Um terceiro agrupamento
sdo os mixotroficos, que utilizam como fonte de energia tanto a luz solar quanto outras
fontes, orgénicas e inorganicas (BRENNAN e OWENDE, 2010).

No ramo dos biocombustiveis Baicha et al. (2016) afirmam que o
desenvolvimento de novas tecnologias no ramo poderia suprir cerca de 30% da demanda
global, com métodos ambientalmente mais limpos, sem impactos negativos na producdo
alimenticia, j& que biocombustiveis produzidos a partir de plantas oleaginosas como a

soja, por exemplo um impacto na producao desta oleaginosa para fins alimenticios.
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2.2 Contexto Histdrico na utilizacao de Microalgas

Relatando um pouco do histérico da utilizacdo, estudo e da produgdo de
microalgas sabe-se que estes microrganismos foram usados na China ha 2000 anos para
fins alimenticios, porém somente durante a Segunda Guerra Mundial é que os primeiros
trabalhos de pesquisa envolvendo microalgas comegaram a ser realizados. Os estudiosos
Harder e von Witsch em 1942 cogitaram a utilizagdo de microalgas poderiam ser
utilizadas como fonte de lipideos, como suplemento alimentar ou na produgao de 6leo.
No comeg¢o da década de 60 os aspectos bioldgicos e fisioldgicos das microalgas ja
estavam bem conhecidos, porém nos anos 70 com a crise do petréleo o interesse em se
trabalhar com microalgas como uma alternativa aos combustiveis fosseis para a producao
de energia cresceu substancialmente (BAICHA et al., 2016).

Na década de 1980 o Departamento de Energia dos Estados Unidos deu inicio ao
Programa de Espécies Aquéticas (ASP), que propunha a utilizacdo de microalgas para a
producdo de biocombustiveis (BAICHA et al., 2016). Desde entdo o interesse na
utilizacdo de microalgas para a producdo de biocombustiveis tem aumentado, sendo
observado grande esfor¢os que tem tratado as microalgas como uma alternativa para a
producdo de bioenergia baseada em tecnologias eficazes e de baixo custo. No ramo
energético as microalgas podem ser utilizadas como matéria-prima na produgdo de
combustiveis como biodiesel, bioetanol, biohidrogénio, bio-6leo e biogds (MATA,

MARTINS e CAETANO, 2010).

2.3 Cultivo de Microalgas

Sharma, Singh e Korstad (2011) afirmam que se nas devidas condicdes as

microalgas podem crescer rapidamente, atingindo uma ou duas divisdes por dia. no

processo da fotossintese hé a produgdo de biomassa, de acordo com a Equacao 1.

Luz+CO, + H,0 + Nutrientes — Biomassa + O, (1)

Mata, Martins e Caetano (2010) enfatizam que no cultivo de microalgas é
necessario um meio rico em nutrientes e sais, que permitem o crescimento rdpido da

biomassa. Porém outros fatores, fisico-quimicos e biolégicos sd@o importantes e afetam o
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crescimento de tais microrganismos, sendo eles luz, temperatura, pH e concentracdo de
nutrientes. O periodo de realizacdo da fotossintese afeta diretamente no crescimento das
microalgas. Para se ter uma ideia quando a duracio da realizacdo da fotossintese aumenta
de 6 para 12h a média de concentracao de biomassa produzida pode aumentar em 180%.
No processo fotossintético é fornecido a célula uma grande quantidade de carbono
inorganico, que juntamente com a luz solar produz glicose, que € utilizada pela microalga

para a obten¢do de energia, tal como mostra a Equagdo 2 (BAICHA et al., 2016).

6H,0+6CO0, + Luz - C,H ,0, + 60, )

A temperatura se mostra um fator de vital importdncia no crescimento das
microalgas. Nos primeiros dias de cultivo a biomassa que se produz aumenta com a
temperatura. Chisti (2008) mostra que a faixa 6tima de temperatura para o crescimento €
entre 20 e 30°C e fora desta as células comecam a ser danificadas. Quanto a concentracao
de nutrientes Singh e Singh (2014) discorre que altas concentracdes de CO; também
aumentam a producdo de biomassa, a depender da espécie utilizada. O diéxido de carbono
dissolvido afeta o pH do meio de maneira inversa, jA que altos valores de pH sao
alcancados devido ao consumo de carbono inorganico dissolvido no meio (SHARMA,
SINGH e KORSTAD, 2011).

E importante destacar também que no cultivo de microalgas é importante um
sistema de aeracao, seja por agitacio ou por injecdo de ar no sistema, para o fornecimento
do CO2 necessario para a realizacdo da fotossintese e para estabilizagdo do pH. Além
disso o processo de agitacdo facilita a homogeneidade do meio, garantindo que as células
e os nutrientes estdo distribuidos uniformemente no reator, € este deve ser continuamente
agitado (CRESWELL, 2010). Como mencionado anteriormente o cultivo de microalgas
pode ser classificado como fotoautotréfico, heterotrofico, mixotréfico e fotoheterotréfico.

A seguir serd descrito mais detalhadamente cada uma destas categorias.

2.3.1 Metabolismo Fotoautotrofico

Chen et al. (2011) mostram que quase todas as espécies de microalgas podem

crescer deste modo. Basicamente € usado carbono inorgénico e luz, podendo ser natural
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ou artificial, para a obtenco de energia quimica através da fotossintese. E sabido que o
cultivo fotoautotréfico € o mais largamente utilizado.

E importante destacar que o teor de lipideos é fator determinante no cultivo de
microalgas para a producdo de biosiesel, podendo variar de 5 até por volta de 60% a
depender da espécie. Observa-se que a espécie Chlorella sp. pode alcancar uma produgdo

de lipideos chegando ao valor maximo 179 mg.L"!.D" no cultivo fotoautotréfico.

2.3.2 Metabolismo Heterotrofico

No metabolismo heterotréfico os componentes organicos necessarios para
obtencdo de energia ndo sdo produzidos através da fotossintese, e sim da transformacgao
do carbono orgéanico em outros componentes organicos uteis para o crescimento das
microalgas. E importante notar que o carbono orgénico é usado tanto como fonte de
energia quanto como fonte de carbono (UGWU, AOYAGI e UCHIYAMA, 2008).

Uma das vantagens deste tipo de metabolismo € que as microalgas podem crescer
rapidamente na auséncia de luz e alcancar altas concentragdes de biomassa. Outra é o
custo de produgdo, que se mostra mais vantajoso € uma maior facilidade de producao em
larga escala do que no metabolismo fotoautotréfico, ja que o cultivo heterotrofico se
mostra mais simples. Neste caso pode haver a combinagdo de processo de producdo de
biomassa além do tratamento de dguas residuais, (PEREZ-GARCIA et al., 2011).

Brennan e Owende, (2010) afirmam que o teor lipidico de espécies de microalgas,
tais como Chlorella protothecoides aumenta mais de 40% nos cultivos heterotréficos, em
comparagdo com o cultivo fotoautotrofico aberto ou fechado. O autor ainda afirma que
estudos com tal espécie mostraram um potencial de acumulagdo de lipideos no valor de

55% para cultivos heterotréficos e 15% nos autotréficos, em condigdes similares.

2.3.3 Metabolismo Mixotroéfico

De acordo com Yu, Jia e Dai (2009), o metabolismo mixotréfico pode ser
fototréfico, heterotréfico ou os dois. Para a realiza¢do da fotossintese hd a utilizagdo do
CO, e componentes organicos como fonte de carbono para a produc¢do de biomassa.

Estudos realizado pelos autores mostraram que o cultivo da microalga da espécie
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Spirulina sp. foi realizado fotoautotréfica, heterotréfica e mixotroficamente, revelando
que a melhor taxa de crescimento ocorreu no cultivo mixotréfico em um fotobiorreator
operando em batelada. A produtividade em biomassa também mostrou melhores
resultados, sendo obtida uma quantidade de biomassa 5 vezes maior que no cultivo

fototréfico e 2,3 vezes maior que na cultura heterotréfica.

2.3.4 Metabolismo Fotoheterotroéfico

Neste tipo de metabolismo para obtencdo de energia as microalgas utilizam a luz
ao utilizar componentes organicos como fonte de carbono. Como principal diferenga entre
o cultivo mixotréfico e o fotoheterotréfico € que este utiliza luz como fonte de energia e
aquele pode utilizar componentes organicos para fonte de energia. Logo, o cultivo
fotoheterotréfico necessita tanto luz como fonte organica para obtencio de energia. E
importante observar que a utilizacdo deste tipo de cultivo para a produgdo de biodiesel

ndo € tdo frequente quanto as demais, principalmente a mixotréfica (CHEN et al., 2011).

2.4 Métodos de Cultivo de Microalgas

Quanto aos métodos de cultivo de microalgas Tan et al. (2015) destacam que eles
podem ser abertos e fechados. Os fechados sdo chamados fotobiorreatores (PBR), os
quais sdo enquadrados em trés tipos bdsicos, sendo eles os tubulares, de coluna e os de
placas planas. No cultivo aberto pode-se citar os principais, as lagoas abertas e as lagoas
de alta taxa (raceways). Observando as vantagens entre o cultivo fechado e o aberto, no
fechado os fotobiorreatores podem se adequar a qualquer espécie de microalga, o risco
de contaminacio externa € menor, possui uma maior taxa de transferéncia de massa e ha
uma menor perda de nutrientes e meio de cultivo por evaporacdo, bem como reduz o
escape de CO2 do meio.

Porém a principal e determinante desvantagem sdo os custos de produgdo, o que
dificulta a producdo em larga escala, bem como a suscetibilidade de crescimento e
incrustacdo nas paredes do PBR. Os sistemas abertos sdo bastante populares, pois sdo

mais baratos que os fotobiorreatores, a demanda de energia para a produ¢do € menor e a
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manutencao € mais simplificada. Como desvantagem das lagoas abertas, pode-se destacar
a fraca mistura do meio, a dependéncia da luz solar, o maior risco de contaminagdo do
meio e a menor produtividade da biomassa, se comparado com os PBRs.

Diante das vantagens e desvantagens destacadas, para a producdo de microalgas
devem ser observados alguns fatores para a escolha do método de cultivo a ser
empregado, sendo eles os custos de operacdo e dos equipamentos, quais os niveis de
produtividade desejados, o tamanho das instalagcdes disponiveis para acomodar o sistema,
a disponibilidade de matéria-prima, tais como CO2, e outras fontes de carbono ou dguas
residuais e por dltimo o crescimento das microalgas no método de cultivo escolhido. O

Quadro 1 mostra as principais vantagens e desvantagens dos sistemas abertos e fechados.

Quadro 1: Comparagio entre sistemas abertos e fechados.

Parametro Raceways Sistemas Fechados
(PBR)
Espaco requerido muito Pouco
Risco de contaminaciao alto médio a baixo
Perdas de agua alto Baixo
Concentracao de oxigénio usualmente deve ser removido
baixa continuamente
CO; - perdas alto quase nenhuma
Reprodutibilidade da varidvel, mas possivel dentro de
producao consistente determinadas tolerancias
Controle do processo limitado Possivel
Desgaste do material de baixo usualmente alto
construcao
Dependéncia de condicoes alto menor, por ser protegido
climaticas
Temperatura varidvel necessdrio resfriamento
Custo de colheita alto Médio
Manutencao facil Dificil
Custos de construcio médio Alto
Concentracao de baixo Alto

biomassa na colheita

Fonte: (FRANCO et al., 2013)
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2.4.1 Raceways

De Godos et al. (2014) destacam que os reatores tipo raceways sao utilizados
desde a década de 50 para a producdo de microalgas e desde entdo vérias unidades tem
sido implementadas para a producio de biomassa, com os mais variados fins. E
importante notar que, apesar do desenvolvimento de outros métodos de cultivo terem sido
implementados, tais como fotobiorreatores tubulares e de placas planas, colunas
borbulhantes e sistemas de colunas com camadas finas, a produ¢cdo de microalgas em
larga escala ainda utiliza raceways na sua grande maioria.

A grande utilizacdo de deste método € devido a facilidade de produ¢do em larga
escala, baixo custo de constru¢do e baixa demanda de energia para a mistura do meio, ndo
ultrapassando valores em torno de 4W.m™. Por essas razdes tal método de cultivo tem
sido proposto como o mais vidvel para a produ¢do de microalgas para fins energéticos.
Sa@o observados, porém, alguns fatores que sdao considerados desvantagens no processo
produtivo, sendo o mais importante a limitacdo na transferéncia de massa gas/liquido
(JORQUERA et al., 2010), (MENDOZA et al., 2013).

Baicha et al. (2016) mostram que tais reatores abertos sdo tanques rasos,
constituidos de dois canais paralelos, para que haja constante circulagdo da cultura de
microalgas e meio de cultivo, onde estes microrganismos, juntamente com os nutrientes
estdo em constante movimento, devido as pas agitadoras acopladas para que ndo haja
sedimentacdo. A profundidade € baixa, entre 0,2 e 0,5 m, ja que o cultivo esta exposto a
luz solar, propiciando a difusio de luz de maneira uniforme. O CO; atmosférico estd em
constante contato com a superficie do cultivo e é capturado pelas microalgas, sendo
utilizado como fonte de carbono, propiciando o seu crescimento. Geralmente as
dimensdes para a producdo de microalgas em larga escala variam de 10 a 100m de
comprimento, 1 a 10 m de largura e 0,25 a 0,30 m de altura. Em uma estacdo de produgao
a drea requerida € de aproximadamente 0,5 hectares. A Figura 1 tem-se uma ilustracio do

raceway.
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1. Agua, nutrientes |
2. P4s agitadoras 2
3. Colheita

Figura 1: Esquema ilustrativo Raceway.
Fonte: (BAICHA et al., 2016)

Park, Craggs e Shilton (2011) ressaltam que as lagoas de alta taxa (HRAP) sdo
classificadas como lagoas raceways. Os HRAPs sdo utilizados principalmente no
tratamento de dguas residudrias através do cultivo de microalgas, ja que estas consomem
os nutrientes presentes nestas dguas de rejeito para o seu crescimento. Este tipo de
biotratamento tem se mostrado economicamente vidvel e ambientalmente sustentdvel
para a produ¢do de biomassa com a finalidade de produc¢do de biodiesel, por exemplo, ao
passo em que a microalga produzida esta tratando o meio. Apesar de ser um processo
economicamente vidvel e ambientalmente favoravel o processo de tratamento de dguas
residudrias utilizando microalgas ainda precisa ser otimizado, antes de ser implementado
em larga escala. Diversos fatores sdo importantes nesse tipo de cultivo, tais como luz,

temperatura, pH e suplementacio de CO».

2.5 Meios de Cultivo

2.5.1 Agua Doce

Os ambientes de dgua doce compreendem lagoas, lagos, corregos, rios € zonas
umidas, tendo como caracteristica do habitat baixa salinidade. Nas lagoas e lagos sdo
encontradas uma grande diversidade de flora e fauna, incluindo as microalgas e
cianobactérias. Observa-se nestas dguas um ambiente bastante propicio para o

crescimento de microalgas e cianobactérias, tendo uma quantidade favordvel de
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nutrientes. Os corregos e rios possuem diferentes sessdes, que apresentam diferentes
caracteristicas, nao sendo encontrado um crescimento substancial de microalgas nas areas
que possuem correnteza, apesar de apresentarem altos niveis de oxigénio. Nestes
ambientes aqudticos sdo encontrados nutrientes como nitrogénio e fésforo, devido ao
escoamento agricola dos campos (CHEW et al., 2018).

O mesmo autor ainda mostra que caminhando em dire¢cdo ao meio dos rios e
corregos ha uma desaceleracdo do fluxo do rio, permitindo um maior crescimento de
microalgas nestes locais devido a uma maior acumula¢do de nutrientes nestas dreas.
Constata-se que meios de cultivo de dgua doce ndo contém niveis de concentracio de
nitrogénio e fosfato satisfatérios, a menos que haja o despejo de esgoto em dreas urbanas
e o escoamento de fertilizantes. Cada espécie de microalga de 4gua doce possui diferentes
taxas de crescimento e diferente composi¢ao bioldgica, o que torna o isolamento e selecao
da melhor espécie importante passo para maximizar o lucro do cultivo em larga escala

(DUONG et al., 2012). O Quadro 2 mostra algumas espécies de microalgas e suas

caracteristicas na producao em larga escala.

Quadro 2: Descricdo de espécies de dgua doce, teor de nutrientes e aplicacdo em larga escala.

Espécie Descricao Composicao de Potencial para Produciao em
Nutrientes producao em larga escala
larga escala (finalidade)
Ankistrodesmus Microalga verde, Concentracdo de Possivel, devido ao Possivel
Falcatus formacdo de fésforo limitada. potencial de alternativa para
coldnias, Alta proporcdo crescimento em tratamento
de proteina para dguas residuais de dguas
lipideos, alta residudrias na
quantidade de remocgdo de
carboidratos. nitrogénio
e fosforo
Botryococcus Microalga verde, Concentracdo Bons resultados Producdo de
Braunii encontrada em varidvel de encontrados no hidrocarbonetos
diferentes habitats carboidratos. crescimento em 4gua e tratamento de
Usualmente possui doce rejeito animal
altos valores lipidicos
Chlamydomonas Microalga Extrato contém Dificuldade de
Reinhardtii verde altos niveis de produgdo em larga

proteinas e carboidratos

escala, mais utilizada
para pesquisa
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Chlorella Microalga verde, Alto teor de Chlorella sp. produz Possivel
Emersonii encontrada proteinas, tendéncia grande quantidade de utilizag@o na
normalmente em de acumulacdo de nutrientes. Bom producdo de
células unicas lipideos e carboidratos crescimento e biocombustiveis,
ou em coldnias sob condicdes de estresse produtividade. Bom tratamento de
potencial para dguas
producdo em larga residudrias e
escala reducdo da
emissdo de CO;
Chlorella Similar a Chlorella
protothecoides emersonii
Chlorella Caracteristicas
Sorokiniana similares a
outras
Chlorellas sp.
alta taxa de
reproducdo,
tolerante a radiacao,
temperaturas altas
e concentragdes
de CO»
Chlorella Tolerante a
Vulgaris altas concentragdes
de CO,
Scenedesmus Microalga verde, Teor de proteinas Bom crescimento em Producio de
obliquus ndmero de células varia entre dguas residudrias e  biodiesel devido

dispostas
linearmente

20-40%
e de lipideos
entre 10-20%

meios de baixo custo.
Alto potencial para
producdo em larga
escala

15

ao adequado
perfil de 4cidos
graxos

Fonte: (CHEW et al., 2018)

A espécie Chlorella sp., devido a sua habilidade de absor¢@o e assimilagdo de
nutrientes para o crescimento, tem atraido a aten¢do para a producao em larga escala com
fins comerciais, utilizado tanto na nutricdo humana e animal, quanto para a pesquisa. Esta
capacidade de absorcdo de nutrientes e rapido crescimento favorece a producdo em larga
escala para os mais variados fins. Paises como Estados Unidos, Alemanha e Japdo tem

investido no cultivo em larga escala na espécie de microalga citada (CHEW et al., 2018).

2.5.2 Agua Salina

O cultivo de microalgas é dependente do suprimento de dgua, como meio de
cultivo e do local a ser cultivado. Levando-se em conta que a d4gua do mar € o tipo de
dgua mais abundante na superficie terrestre o cultivo neste meio se mostra bastante vidvel,

economicamente falando. Os oceanos abrigam uma diversidade de espécies de
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microalgas, bem como cianobactérias, sendo o meio salino adequado aquelas espécies
que sdo resistentes a altos niveis de salinidade, que € o principal parametro que ird afetar
o crescimento das microalgas. E observado porém que, para algumas espécies, é
necessdria uma dilui¢do em dgua doce para viabilizar o crescimento celular e melhor
produtividade (WEL, QUARTERMAN e JIN, 2013).

A diversidade de espécies no meio salino € menor que nos meios de dgua doce, ja
que nos oceanos sdo encontradas em maior ndmero as algas macroscopicas, sendo que,
algumas espécies de microalgas possuem propriedades téxicas. No entanto algumas
espécies de microalgas de dgua salina, apresentam uma 6tima adaptacdo nos meios de
4gua doce, j4 que nos oceanos a luz solar é captada em praticamente todas as dreas. E
observado que a taxa de conversdo de luz nas microalgas de dgua salina € alta, sendo a
sintese de biomassa maior em luz abundante, o que também propicia o cultivo aberto em
aguas doces ou salobras de microalgas de habitat natural em aguas salinas (WEI,
QUARTERMAN e JIN, 2013). E importante destacar que a escolha adequada da cepa a
ser cultivada pode otimizar o crescimento celular até mesmo sob condi¢des severas, tais
como alta salinidade.

Chew et al. (2018) mostram que pesquisas recentes com as espécies Tetraselmis
suecica e Nannochloropsis oculata mostraram o alto potencial para a producdo de
biodiesel, sendo consideradas espécies adequadas para a producdo em larga escala. Tais
pesquisas também mostraram que algumas espécies, tais como 7. suecica, sao capazes de
crescer em meios salinos e salobros devido a presenca de bombas de Na*, que atuam no
mecanismo osmorregulatério das células, fazendo-as adaptdveis a mudancas rdpidas e
graduais na salinidade em uma larga faixa. O Quadro 3 mostra algumas espécies

marinhas, suas caracteristicas e teor de nutrientes.
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Quadro 3: Espécies marinhas, teor de nutrientes e aplicagdes em larga escala.

Espécie Descricao Composicio Potencial para Producao em
nutricional producio em larga escala
larga escala (finalidade)
Tetraselmis Usualmente encontrada Alto teor de Alto. Usado Aquicultura e
suecica em locais de maré baixa dcidos graxos normalmente producdo de
ou mar aberto. Contém para aquicultura  biocombustiveis
alto teor lipidico devido alto teor
lipidico
Phaeodactylum Algas do tipo Alto teor de Dificil. Produtos
tricornutum diatomdceas. acidos Nenhuma nutricionais e
Possui diferentes formas graxos C16 pesquisa producdo de
e morfologias realizada biocombustiveis
Chaetoceros Diatomécea pequena Similar as duas Inadequado. -
calcitrans e de rdpido crescimento espécies acima Tendéncia de
nao crescer
Isochrysis Microalga verde Altos teores de Inadequado. Aquicultura
galbana pequena e oval carboidratos Tendéncia de para alimentos
ndo crescer de peixes
pequenos e
crustaceos, bem
como larvas e
moluscos
Nannochloropsis Algas unicelulares Altos niveis de Altas taxas de Produtos
oculata de flutuagdo livre Omega 3 e crescimento. nutricionais ,
acidos graxos Alto potencial aquicultura e
de produgdo em producdo de
larga escala biocombustiveis

Fonte: (CHEW et al., 2018)

Pancha et al. (2015) mostram que o estresse salino tem sido estudado como um
modo de incrementar a acumulacdo de lipideos em espécies como Chlamydomonas sp.,
Desmodesmus abundans, Nannochloropsis sp., entre outras. No seu trabalho o autor
estudou o efeito da salinidade do meio no crescimento da microalga de dgua doce
Scenedesmus sp. na medida em que provocou alteracdes fisioldgicas e bioquimicas
devido aos cultivos realizados em uma tnica fase e duas fases. Foram analisados
parametros como producdo de biomassa, teor lipidico, carboidratos, proteinas, pigmentos
fotossintéticos, conteddos minerais, entre outros.

Primeiramente no cultivo de uma fase a microalga foi replicada no meio de cultivo
BG-11 com a adi¢do de diferentes concentragdes do sal NaCl (0, 50, 100, 150, 200 e 400
mM) durante 15 dias de cultivo. No cultivo em duas fases a microalga cresceu nos
primeiros dias no meio de cultivo BG-11, sendo adicionada depois de 6, 9 e 12 dias
400mM do sal. Os cultivos foram do tipo fechado em batelada, em frascos de 1L,

contendo 500 mL de meio de cultura. Os resultados mostraram que o crescimento da
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microalga no meio contendo 400 mM de NaCl em uma fase acumulou altas concentracdes
de carboidratos e lipideos com menores quantidade de biomassa.

Talebi et al. (2013) ressaltam que as algas sdo habitantes de diversos ambientes
com variadas salinidades. Dentre as mais variadas espécies a Dunaliella salina, possui
alta capacidade de crescimento em meios salinos e salobros, servindo de modelo para a
compreensdo do funcionamento celular das microalgas em meios com alta salinidade.
Observa-se que o processo de adaptacdo a tais meios inclui processos intracelulares tais
como o ajuste osmatico por acimulo de grandes quantidades de glicerol e a eliminagdo
do ifon Na* realizado por transportadores celulares através da membrana plasmatica.
Espécies como Chlorella, pertencendo ao mesmo filo Chorophyta, porém de dgua doce
de rapida multiplicacdo também mostra alta adaptagdo a meios com alta salinidade.

Talebi et al. (2013) observam que o aumento de ions inorginicos nos meios de
cultivo altera o equilibrio osmético entre a célula e o meio, for¢ando o fluxo de dgua das
células (exosmose) o que leva a perda da pressdo de turgescéncia. Como resposta
organismos tais como os pertencentes ao filo Chlorophyta assimilam compostos como
frutose, sacarose e trealose ou moléculas carregadas como prolina e glicina betaina,
exercendo a fun¢do de regulador osmético evitando a perda de adgua.

Os estudos indicam que espécies de microalgas como a Dunaliella possuem
mecanismos intracelulares que eliminam o ifon Na*, acumulam K* e fazem com que a
concentracio de Ca®* ndo mude com o aumento da concentragio deste no meio
extracelular. Dentre os fons mencionados o K* é o que mais contribui com o equilibrio
osmético enquanto que Ca** contribui na permeabilidade celular além de ter influéncia
na manutencdo do equilibrio osmético em uma faixa limitada, ja que tais fons ficam
confinados em compartimentos celulares com as matrizes de cloroplastos (TALEBI et al.,
2013).

O mesmo autor ainda pontua que além da influéncia de tais ifons espécies de
microalgas como a D. salina possuem mecanismos para adaptacdo a meios salinos e
salobros, podendo-se citar a auséncia de parede celular rigida, o que permite a ocorréncia
de alteracdes rdpidas no volume celular, acimulo de glicerol em concentracdes variadas,
flutuagdes nos pigmentos fotossintéticos e modificacdes estruturais no cloroplasto. Foi
estudado também a decomposicao aerdbica da microalga Chlorella salina em culturas de

dgua doce e salina. Em outros estudos, fisiologicamente falando, o Ca”" em certas razdes
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com o Na* reverteram o impacto do estresse salino causado pela presenga de NaCl. Foi
observado também que o Ca?* contribuiu na indug¢io da fosforilaciio, que é o processo de
formacdo do ATP durante a fotossintese, possibilitando a ativacdo de genes responsaveis

pela adaptagdo a meios com alta salinidade.

2.5.2.1 Potencial de producao de microalgas no semiarido nordestino

Dahmani et al. (2016) destacam a possibilidade de produ¢do de microalgas em
climas desérticos. No seu trabalho o autor estudou o cultivo da microalga Chlorella
pyrenoidosa utilizando &4guas residuais como meio de cultivo. Os experimentos
ocorreram no periodo do inverno, onde as microalgas foram submetidas a condi¢des de
temperatura variando entre 18 e 31°C durante o dia e 6 e 15°C durante a noite. Os
resultados mostram o sucesso no cultivo de tal espécie de microalga em condicdes
desérticas utilizando dguas residuais em lagoas abertas. O estudo mostrou a possibilidade
de producdo de microalgas em regides aridas onde a incidéncia solar € alta. Na Figura 2
tem-se alguns exemplos de empresas que cultivam microalgas em larga escala,
principalmente para fins nutricionais, em climas quentes, aridos, semidridos e desérticos.

Zanella (2014) mostra que a posicdo latitudinal do nordeste brasileiro,
principalmente da regido semidrida acarreta em altas taxas de insolacdo e altas
temperaturas, devido a forte radiagdo solar a que a regido é submetida durante todo o ano.
Por isso observa-se que na maioria de sua drea a faixa de temperatura fica entre 26 e 28°C,
com excecdo de dreas com latitude mais elevada. Devido as altas temperaturas, elevadas

taxas de evapotranspira¢do ocorrem na regido, denotando o alto indice de aridez.
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Figura 2: Exemplos de cultivos de microalgas em condi¢des extremas.
(A) Empresa Seambiotic em Israel, (B) Empresa Earthrise na Califérnia, (C) Empresa Cyanotech no
Havai e (D) Empresa Sappire no Novo México, EUA - Fonte: (Kanemoto, 2012)

Quanto a precipitacdo no semidrido nordestino o autor ainda observa que os
numeros sao baixos, ocorrendo a estagdo chuvosa somente de 3 a 5 meses por ano, sendo
o restante dos meses de caracteristica seca. A pluviometria da regido se torna menor a
medida em que se avanca da periferia para o interior, sendo verificado em estados como
PI, CE, RN, PB, PE e BA niveis pluviométricos variando entre 800 a 500mm, sendo
encontrados lugares onde os valores sao menores que 400mm.

O mesmo autor ainda mostra que devido as caracteristicas climaticas e a estrutura
geoldgica, onde os solos sdo formados sobre rochas do embasamento cristalino,
principalmente as metamorficas e igneas o volume de escoamento de dguas superficiais
€ baixo. Por isso sdo observados rios de caracteristica tempordaria, 0os quais secam no
periodo da estiagem. Tais rios sdo encontrados principalmente no estado do Ceard até a
parte setentrional da Bahia, sendo o principal deles o Rio Jaguaribe (CE).

Os rios perenes, por sua vez, tem suas nascentes em areas imidas, sendo o mais

importante o rio Sao Francisco, sendo encontrados outros rios perenes em estados como
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Maranhao, Piaui e Bahia. A Figura 3 mostra a potencialidade hidrica superficial de bacias
localizadas no Nordeste brasileiro, onde se observa que hé duas dreas de alto risco hidrico,
cujo indice pluviométrico € baixo, acarretando em uma menor vazdo média. Tais dreas
tomam o semidrido de estados como Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco

e Bahia (ZANELLA, 2014).
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Figura 3: Disponibilidade de dguas superficiais no Nordeste brasileiro.
Fonte: (ZANELLA, 2014)

Quanto as dguas subterrineas, de acordo com a Agéncia Nacional de Aguas
(2007) a qualidade da dgua subterranea € afetada diretamente pela forma como as rochas
armazenam e transmitem agua. Os aquiferos porosos, que sao originados pelos terrenos
sedimentares, que ocupam cerca de 4.130.000 Km?, corresponde a 48% do territério
nacional.

Segundo Feitosa e Diniz (2011) o subsolo nordestino tem em sua constitui¢cao
cerca de 50% de rochas igneas e metamorficas, pré-cambrianas (chamadas de cristalinas),
sendo a ocorréncias das dguas subterrineas observadas em sistemas interconectados de
fendas, fraturas e descontinuidades na rocha, havendo a formacdo de reservatdrios

descontinuos e com tamanho limitado.
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A utilizac@o das dguas de tais aquiferos é observada para os mais variados fins,
sendo, porém, a qualidade da dgua fator limitante para a utilizacdo em outras finalidades.
Observa-se que em dreas onde sdo encontradas rochas calcdrias sdo constatados
problemas de dureza da dgua e/ou sélidos totais dissolvidos. Outra questdo levantada sdo
as condi¢des de circulacdo lenta nas regides mais profundas de alguns aquiferos, o que
enriquece a dgua de sais minerais em profundidade, observando-se também altos indices
de sélidos totais dissolvidos Agéncia Nacional de Aguas, (2007).

Diante do exposto Feitosa e Diniz (2011) destacam que a qualidade das dguas
subterraneas € o maior fator limitante para a sua utilizagao para fins de consumo humano,
j& que sdo observadas altas concentragdes de sais como o cloreto de sédio e apresentam
os niveis de solidos totais dissolvidos acima dos limites de potabilidade.

Estes autores ainda observam que cada poco tem as suas caracteristicas e
peculiaridades, sendo as diferencas de produtividade e qualidade da 4gua dos pog¢os muito
préximas entre si aspectos a serem levados em conta. Utilizando-se de escalas pequenas
€ possivel a definicdao de zonas de mapeamento, mostrando a tendéncia da qualidade das
dguas subterraneas, conforme mostra a Figura 4, que destaca 18.600 pontos de valores de
condutividade elétrica de dguas de pogos localizados nos estados do Ceard, Rio Grande
do Norte, Paraiba e Pernambuco. A partir da figura nota-se que hd zonas com
predominancia de dgua doce, no litoral sudeste, e zonas com predominancia de dguas
salgada, na faixa nordeste-sudoeste e norte-noroeste. Na faixa de transi¢do observa-se
valores intermedidrios de condutividade elétrica, sendo percebida a ocorréncia de dguas

salobras na regido centro-oeste.

Figura 4: Mapeamento de pocos.
Fonte: (ZANELLA, 2014)
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Observa-se que trabalhos com microalgas tem sido desenvolvidos na regido
semidrida do nordeste brasileiro, tal como o de Matos (2012) que estudou a otimizagao
da producdo da microalga Chlorella vulgaris em meio de cultivo BBM (Bold Basal
Medium) com a adi¢do do concentrado do processo de dessalinizagao na comunidade de
Urugd, no municipio de Sao Jodo do Cariri — Paraiba, sendo avaliadas a produgdo de
biomassa e a produtividade lipidica. Silva (2011) investigou a possibilidade de remog¢ao
de fésforo e coliformes termotolerantes de efluentes secundarios pela microalga
imobilizada Chlorella sp., sendo o estudo realizado em escala laboratorial, sob condi¢des
de cultivo controladas. O estudo foi realizado em biorreatores, com volume de 0,1 e 1L,
sendo observada considerdvel remocao de fosforo e coliformes termotolerantes.

O trabalho de Sousa (2014) estudou a producdo de biomassa da microalga
Chlorella sp., em cultivo fechado e escala piloto, em meio de cultivo padrao BBM com a
adicao de efluentes oriundos do tratamento anaerdbio de esgoto em reator do tipo UASB
(Upflow Anaerobic Sludge Blanket), sendo realizado o cultivo em diferentes relacdes
meio BBM/esgoto. No trabalho foi analisada a eficiéncia de remocao de nutrientes como
o fésforo, bem como a produtividade na producdo de biomassa para obtencdo de
biocombustiveis.

O trabalho de Sassi (2016) se concentrou no estudo da producdo de microalgas
regionais em efluentes oriundos do processo de lavagem de biodiesel, efluente de
carcinicultura e dgua de drenagem agricola, sendo utilizadas espécies dulcicolas e
marinhas com altos teores de dcidos graxos, realizando-se o cultivo fechado, em ambiente
controlado e acompanhado o crescimento celular bem como a capacidade de
biorremediacao através da andlise de parametros como nitrato, nitrito, fosfato, pH, DQO
(Demanda Quimica de Oxigénio), condutividade elétrica, entre outros. Os resultados
mostraram a viabilidade de cultivo de microalgas visando a minimizacdo de impactos
ambientais pela biorremediagao do efluente, bem como a produgio de biocombustiveis.

O estudo de Lopes (2017) avaliou o desempenho de espécies de microalgas
isoladas da regido semidrida do Nordeste brasileiro na redu¢do da salinidade de dguas
salobras e produc¢do de biomassa para fins bioenergéticos. No trabalho foi desenvolvido
um reator em escala piloto, com trés camaras denominado de Célula de Dessalinizagao
Microbiana, utilizando membranas de osmose reversa e eletrodialitica. Neste reator, na

camara central eram colocadas 4guas salobras com alta salinidade, sendo os demais
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compartimentos denominados e catddico e anddico, onde eram colocadas as microalgas
em um e no outro havia a presenca de bactérias.

No reator era aplicada uma tensdo que provocava a redu¢do da salinidade do meio
salobro, devido a passagem dos fons através das membranas para os meios contendo
microalgas e no meio contendo as bactérias. Os resultados mostraram a possibilidade de
utilizacdo de microalgas no reator, contribuindo na reducdo da salinidade de &dguas
salobras além de promover a producdo de biomassa com concentracdes satisfatérias de
lipideos para a produgao de biocombustiveis.

Diante do exposto pode-se destacar a possibilidade do cultivo de espécies de
microalgas em meio salobros, utilizando como fonte de nutrientes, por exemplo dguas
residuais domésticas, oriundas de fossas sépticas, sem a suplementacdo com outros
nutrientes, havendo a possibilidade de reutilizacdo da dgua de cultivo apds a separagdo

da biomassa produzida para novos cultivos e producido de mais biomassa.

2.5.3 Aguas Residuais

Abdel-Raouf, Al-Homaidan e Ibraheem (2012) ressaltam que grandes
concentracdes de substancias organicas e inorganicas sdo descartadas no ambiente
aqudtico, sendo estas o resultado de atividades domésticas, da agricultura e industriais.
Em muitos casos as dguas residuais domésticas urbanas e rurais sdo liberadas diretamente
nos corpos d’agua, sem um tratamento prévio. Observa-se que nos locais onde ndo ha
uma rede de esgoto, bem como uma esta¢io de tratamento nas zonas rurais, os descartes
destes rejeitos vem aumentando ao longo dos anos.

No ambito urbano a expansao das redes de dgua e esgoto, sem o aprimoramento e
constru¢cdo de novas estacdes de tratamento tem agravado os problemas de descarte de
dguas residuais e poluicdo dos corpos d’agua, acarretando em problemas na saude
humana, bem como nos ecossistemas aquaticos, uma vez que hd um acimulo de
nutrientes € aumento da carga poluidora nos mesmos, ja que os principais componentes
dos rejeitos domésticos e urbanos s@o microrganismos patogénicos, nutrientes, sélidos
suspensos, sais e materiais que demandam oxigénio (ABDEL-RAOUF, AL-
HOMAIDAN e IBRAHEEM, 2012).
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Devido aos constituintes citados o manejo inadequado das dguas residuais causa
80% de todas as doencas e morte nos paises em desenvolvimento. Por isso, o tratamento
adequado deve ser incentivado para a reducdo das concentracdes dos contaminantes a
niveis aceitdveis pelas legislagdes vigentes, proporcionando uma qualidade na dgua em
aspectos microbioldgicos e fisico-quimicos antes de serem descartados nos corpos d’agua
(KADIR et al., 2018).

Na sua composi¢ado as dguas residudrias domésticas possuem uma grande mistura
de componentes orginicos e inorginicos, bem como componentes produzidos pela
atividade humana. Observa-se que nos esgotos domésticos trés quartos da concentragdo
de carbono organico estdo presentes na forma de carboidratos, gorduras, proteinas,
aminodcidos e d4cidos voldteis. Os componentes inorganicos compreendem largas
concentracdes de sodio, calcio, potdssio, magnésio, cloro, enxofre, fosfato, bicarbonato,
sais de amonia e metais pesados (ABDEL-RAOUF, AL-HOMAIDAN e IBRAHEEM,
2012).

Razzak et al. (2017) mostram que os nutrientes presentes em dguas residuais sao
classificados em macronutrientes, sendo eles carbono, nitrogénio e fdsforo e
micronutrientes, que sdo os tragos de metais e vitaminas. Os componentes nitrogenados
e fosforados mais encontrados sdo nitrato, nitrito, amonia, nitrogénio organico e fosfato.
E importante notar que no tratamento de dguas residudrias o processo de autopurificacio
da 4gua € acelerado. Os processos de tratamento convencionais fisicos, quimicos e
biologicos sdo empregados para a reducdo da concentracdo de poluentes para niveis
aceitdveis, de acordo com a legislacdo. A combinacdo destes processos de tratamento
mencionados sdo divididos em tratamentos primdrio, secundario e tercidrio.

Os autores mostram que primeiramente, em um tratamento preliminar, sao
retirados os materiais solidos por uma tela grossa, onde sdo utilizados moedores para
diminuir o tamanho de tais objetos. Também € utilizada uma camara de areia para
remocdo de pequenas particulas. No tratamento primdrio os sélidos suspensos e matéria
organica sdo removidos utilizando métodos como coagulacao e floculacao. Depois ocorre
a sedimentacao, formando flocos maiores que decantam.

No tratamento secundério a matéria organica biodegradavel é removida. Neste
estdgio hd a remoc¢do da Demanda Bioquimica de Oxigénio para niveis préximos de

30ppm, através do tratamento bioldgico que decompde a matéria organica aerobicamente
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ou anaerobicamente. No tratamento tercidrio ocorre a desinfeccdo e remocdo das
substancias organicas dissolvidas, bem como a remocdo de nutrientes pela filtracdo com
membranas (RAZZAK et al., 2017). A Figura 5 resume as trés etapas no tratamento

convencional de dguas residudrias.

Tratamento Fisico Tratamento Tratamento
Quimico Biolégico
( ) 4 ) ( )
*Processos
*Triagem *Precipitacdo mlC}‘OblOlé gicos,
*Sedimentacao quimica aerob{cqs e
*Flotagdo * Adsorg¢ao anaerobicos
- Filtragdio granular * Desinfecgdo * Tratamento
enzimatico
*Outros -
*Remocao de
nutrientes
- J o J - J

Figura 5: Sintese dos processos de tratamento de d4guas convencionais.
Fonte: (RAZZAK et al., 2017) modificado

2.5.3.1 Microalgas e Aguas Residudrias

Os primeiros estudos da utilizacdo de microalgas no tratamento de &4guas
residudrias foram desenvolvidos ha cerca de setenta e cinco anos, com a producdo de
espécies como Chlorella sp. e Dunaliella sp. visando a producdo de biomassa e
consequente tratamento do efluente. Atualmente paises como EUA, Australia, México e
Taiwan tem investido em pesquisas no sentido de se cultivar microalgas simultaneamente
com o tratamento de efluentes (ABDEL-RAOUF, AL-HOMAIDAN e IBRAHEEM,
2012).

Salama et al. (2017) mostram que foram listados 60 géneros e 80 espécies em
ordem de tolerancia a poluentes organicos. As espécies Chlorella sp., Scenedesmus sp., €
Chlamydomonas sp. apresentaram resultados satisfatérios em varios estudos e se
mostraram efetivas na remog¢do de nitrogénio e fésforo de varios tipos de &dguas
residudrias com variagdo nas concentragdes iniciais. Também foi observada a capacidade
de eliminacdo de componentes como metais pesados € compostos organicos toxicos

secundarios.
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Zhang et al. (2008) mostram que as microalgas e cianobactérias sdo uma escolha
vidvel para o tratamento tercidrio de dguas residuais, oferecendo uma alternativa de baixo
custo e efetiva remo¢do dos nutrientes em excesso € outros contaminantes, ji que
possuem uma alta capacidade de absor¢do dos elementos inorganicos. Porém o autor
aponta como desvantagem a dificuldade de separacdo da biomassa produzida e o meio de
cultivo. Desse modo, o mesmo estudou a utilizacdo da microalga Scenedesmus sp.
imobilizadas no tratamento de dguas residuais, observando a concentracdao de células
como fator preponderante na remog¢ao dos nutrientes. Os resultados do estudo realizado
mostraram a viabilidade do tratamento tercidrio do esgoto com a utilizacdo de microalgas
imobilizadas, e que a densidade celular € fator preponderante na remog¢ao de nutrientes.

Autores como Oswald e Golueke propuseram a producdo em larga escala de
microalgas em lagoas de tratamento de efluentes municipais, da agricultura e industriais
(KUMAR et al., 2015), (KADIR et al., 2018). Observa-se também que estudos tem sido
realizados no sentido de se produzir microalgas em sistemas de lagoas de alta taxa
(HRAPs) no tratamento de dguas residuarias (MEHRABADI; CRAGGS; FARID, 2015).
Kadir ef al. (2018) ressaltam que as microalgas removem os nutrientes inorganicos do
meio em simbiose com bactérias, que degradam a matéria organica através do consumo
do O> produzido pelas microalgas no processo fotossintético.

De-Bashan et al. (2008) destacam que a interacdo entre microalgas e bactérias ja
foram estudadas, tais como entre as bactérias aerdbicas Pseudomonas diminuta e
Pseudomonas versicularis, que em estudos anteriores foram isoladas e estimularam o
crescimento das microalgas Scenedesmus bicellularis e Chlorella sp.

No seu estudo o autor isolou e caracterizou uma cepa de microalga (Chlorella
sorokiniana) capaz de crescer sob condicdes tipicas de desertos, avaliando o seu potencial
no tratamento de dguas residudrias. O crescimento ocorreu em condi¢des controladas e
em cultivo fechado em fotobiorreatores, sendo submetidos a altas temperaturas, entre 40
e 42°C e alta incidéncia de luz. Os resultados apontaram para a viabilidade de cultivo
destas espécies em condi¢des desérticas e a diminui¢do dos niveis do fon amdnio no meio.

Como vantagens da producdo de microalgas utilizando como fonte de nutrientes
aguas residuais Salama et al. (2017) destacam o baixo custo de efluentes e os beneficios
ambientais de sua utilizacdo, devido a absor¢ao dos nutrientes presentes em tais dguas,

sendo a maior parte deles nitrato, amonia, fosfato, ureia e tragos de minerais. Para a
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producdo de biomassa de microalgas os trés principais nutrientes, que sao os de maior
absor¢do por parte das células microalgais sdao o carbono (C), nitrogénio (N) e fésforo
(P), sendo importante observar a relacdo molar entre tais componentes, devendo ser a
mesma relacdo estequiométrica da biomassa de microalgas, evitando assim inibi¢do no
crescimento.

Recomenda-se que a relac@o molar entre N e P seja de 16:1, que ndo € uma relagcdo
Otima, podendo variar de 8 até 45 dependendo da espécie. Observa-se que em alguns
estudos hd a suplementacdo de nutrientes para se alcangar a relagdo N/P adequada e
atingir niveis satisfatérios de producdo de biomassa. Desse modo como principais
vantagens da junc@o do processo de tratamento de dguas residudrias e a producdo de
microalgas pode-se citar a produ¢do de microalgas de baixo custo para a producdo de
biocombustiveis, recuperacdo de nutrientes e o tratamento de efluentes.

A producio de microalgas requer considerdvel quantidade de dgua. E observado
que a célula microalgal contém de 80 a 85% de dgua em sua composicao, sendo calculado
que na fotossintese se produz 1 mol de H>O por mol de CO; fixado. Além disso, no meio
aquoso em que a microalga cresce ela € encontrada em suspensdo, sendo verificado que
espécies como a Chlorella podem atingir concentragdes celulares da ordem de 2x10'
células/mL, que proporciona uma biomassa seca de 0,5%. Logo, para se produzir 1 grama
de biomassa seca de microalga é necessério mais de 1kg de 4gua (SALAMA et al., 2017).

Quanto ao processo de absorcao de nutrientes pelas microalgas os mesmos autores
ainda afirmam que dentre eles estdo os macronutrientes (C, N, P, H, O, S, Mg, K, Nae
Ca) e os micronutrientes (Fe, Cu, Mn, Zn, Cl, V, Mo, B, Co e Si). Os macronutrientes sao
utilizados na constru¢do de materiais, enquanto que os micronutrientes sdo elementos
metalicos, que participam da constituicdo de enzimas envolvidas em reacdes bioldgicas.
Dentre estes, elementos como Mn, Zn, Cu, Ca e Fe estao relacionados com a atividade
fotossintética. fons metdlicos como Cl e Mn tem papel na producio de O».

Xin et al. (2010) relacionam o desenvolvimento das atividades humanas com o
aumento das concentracdes de nitrogénio e foésforo nos corpos d’agua, o que provoca o
aumento do processo de eutrofizacdo do meio (aumento exagerado na concentracdo de
nutrientes), o que causa a diminui¢do da qualidade da dgua. Portanto, a diminui¢do das
concentracdoes de nitrogénio e fosforo € fundamental na prevencdo do processo

eutrofizacgao.
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Por isso a utilizagdo de 4guas residudrias no cultivo de microalgas tem as
vantagens de alta eficiéncia fotossintética, fixacdo do CO2, ndo ha exigéncia de outras
fontes de carbono se comparado com os processos bioldgicos de nitrificacdo e
desnitrificacdo, descarte de dguas tratadas com altas concentracdes de oxigénio e a
producdo de biomassa para fins bioenergéticos (XIN et al., 2010).

O mesmo autor mostra que a limitacdo de nutrientes no meio € um importante
artificio para aumento da producdo de lipideos da biomassa. A limitacdo de nitrogénio
pode diminuir o conteido celular da membrana tilacoide, ativacdo da enzima acil
hidrolase e estimular a hidrdlise fosfolipidica. Estudos mostraram a remocao de mais de
90% na concentracdo de nitrogénio e fosforo do meio. O trabalho de Xin et al. (2010)
observou o efeito das concentragdes de nitrogénio e fésforo no crescimento e acumulagao
de lipideos da microalga Scenedesmus sp. Realizando estudos cinéticos e andlises do teor
lipidico o autor observou que em baixas concentragdes de nitrogénio e fosforo a microalga
utilizada acumulou altas concentragdes lipidicas, porém a produtividade em biomassa
seca ndo foi satisfatoria.

Ledda et al. (2015) e Di Caprio, Altimari e Pagnanelli (2015) mostram ainda que
no crescimento continuo de microalgas, muitas vezes se faz necessdria a suplementagdo
de macronutrientes como C, N e P, bem como de micronutrientes, muito embora a
concentracdo destes raramente limita o crescimento de microalgas em dguas residuais.
Porém observa-se que a suplementacdo do meio de cultivo com a adi¢do de nutrientes
sintéticos, para corrigir os niveis dos macronutrientes pode elevar significativamente os
custos de producdo, aumentando, assim o valor agregado dos produtos que utilizam a
biomassa de microalgas como matéria-prima, como € o caso do biodiesel. Desse modo,
as 4guas residudrias sdo uma excelente alternativa para a produgcdo de biomassa de
microalgas, visando principalmente a reducdo dos custos de producdo.

Uma outra possibilidade de cultivo de microalgas e cianobactérias sdo os meios
salobros e salinos, com a utilizacao de dguas residudrias como fonte de nutrientes. Jiang
et al. (2011) mencionam que microalgas marinhas possuem um elevado teor de lipideos
e a capacidade de crescimento em dguas com alto teor de sais, ndo sendo necessdria a
utilizagdo de dguas doces para o cultivo. E importante, porém, a adi¢do de nutrientes no
meio salino ou salobro, proporcionando as condi¢des necessdrias para o crescimento

microalgal. Dessa forma um sistema integrado de cultivo de microalgas em meios
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salobros ou salinos, utilizando dguas residudrias como fonte de nutrientes diminui
significativamente os custos com dgua e nutrientes, que sdo gastos nos cultivos mais
tradicionais.

Em seu estudo, estes autores investigaram a viabilidade de producdo de
microalgas utilizando a mistura 4gua do mar mais 4dgua residual municipal, com a
suplementagdo de 15% de CO», sendo analisado o efeito de diferentes concentracdes de
nutrientes (esgoto) e a suplementacdo de didxido de carbono no crescimento da
cianobactéria Nannochloropsis sp., sendo posteriormente analisada a acumulacido de
lipideos em uma segunda fase de cultura sob privacdo de nitrogénio. Os resultados
mostraram que apds trés dias de incubagdo o crescimento microalgal nos meios contendo
80 e 100% de esgoto foi inibido. O crescimento se mostrou mais satisfatério nos meios
contendo esgoto municipal do que no meio de cultivo sintético produzido em laboratorio.

O autor atribui tal fato devido aos altos niveis de carbono, tanto organico como
inorganico presentes no esgoto, que prové o0s nutrientes organicos necessarios e
proporciona o crescimento mixotréfico. Os resultados também indicaram que o meio que
ocorreu o melhor crescimento e apresentou melhor produtividade foi o contendo 50% de
agua de esgoto municipal e 50% de dgua do mar. Este estudo mostra a viabilidade de
producdo de biomassa de microalgas e cianobactérias utilizando como fonte de nutrientes
dguas residuais domésticas e municipais, sendo utilizados meios salobros para o
crescimento microalgal.

A espécie de microalga Chlorella sp. apresenta alta taxa de crescimento e baixo
tempo de geracdo e se mostra uma op¢ao vidvel na producdo com utilizacdo de dguas
residuais como fonte de nutrientes para a producdo de biodiesel, j4 que esta espécie é
tolerante as condi¢des ambientais rigorosas dos esgotos, sejam domésticos, municipais,
industriais e outros, sendo capaz de assimilar o nitrogénio e fésforo destes meios,
chegando a valores de remocao maiores que 80% em efluentes tratados primariamente ou
secundariamente, podendo também remover completamente as concentragdes de amonia,
nitrato e fosforo total (HE et al., 2013a)

Na sua pesquisa os autores mostram que a interacdo entre microalgas e bactérias
pode aumentar a eficiéncia de conversdo do carbono em 6,3%. Foi realizado o estudo da
remocgao de nutrientes em efluentes esterilizados e ndo esterilizados para ser investigada

a influéncia individual de microalgas e bactérias na remocao de nutrientes do meio. Os
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resultados mostraram que embora a remog¢do do fon NH4*- N tenha ocorrido de maneira
mais rdpida no meio esterilizado o percentual de remog¢ao deste nutriente foi praticamente
o mesmo nos dois meios. A presenca de bactérias mostrou influéncia na remog¢do da
matéria orginica, mostrando a viabilidade de remoc¢do de nutrientes por microalgas em
meios contaminados por bactérias.

He et al. (2013b) destacaram em seu estudo que as concentracdes de nutrientes
desempenham papel fundamental na composi¢ao dos componentes intracelulares. O autor
enfatiza que efluentes de fossas sépticas sdo ricos em amdnia, fésforo e nitrogénio, bem
como componentes organicos, que sao substrato para o crescimento de microalgas. Seu
estudo avaliou o crescimento e composi¢do celular da microalga Chlorella vulgaris
cultivada sob condi¢des autotréficas com variacdo da concentracdo de nutrientes,
alimentada com a mistura do esgoto oriundo de fossas sépticas e do tratamento secundério
de uma estacdo de tratamento de efluentes municipais. Os componentes celulares
analisados foram acidos graxos de cadeia curta, lipideos, proteinas e carboidratos, sendo
observado bons niveis destes sob as condicdes de cultivo.

Com relagdo ao crescimento microalgal os estudos cinéticos realizados mostraram
que a taxa especifica de crescimento (1) da microalga Chlorella vulgaris alcangaram os
melhores resultados nos meios com maiores concentragdes do ion NH4*- N, mostrando a
viabilidade de crescimento da microalga em meios com concentragdes de NH4*- N
maiores que 143 mg.L!, bem como nestes meios ocorreu a deple¢io da Demanda
Quimica de Oxigénio (DQO) em 42%. Quanto ao contetido lipidico observou-se que a
concentragdo de NH4*- N apresentou influéncia em tal pardmetro, sendo observado que
nos meios contendo 39 mg.L™! foi alcancado um teor de lipideos no valor de 32%, depois
ocorreu uma diminuicdo neste parametro nos meios de cultivo com maiores
concentragdes do fon amoénio (maiores que 143 mg.L!).

Nos sistemas de cultivo abertos de microalgas nas lagoas de alta taxa, sao
observados dois principais mecanismos na remog¢ao de poluentes do meio, sendo eles a
assimilacdo dos nutrientes pelas microalgas e a biodegradacdo da matéria organica,
realizada pelas bactérias aerdbias, com a utilizacdo do oxigénio produzido pelas
microalgas no processo da fotossintese, nao sendo necessdria a aeracdo, realizada nos
processos de cultivo fechados (responsavel por 60 a 80% do consumo energéticos nos

processos de tratamento por lodo ativado). Esses dois processos ocorrem
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simultaneamente, a partir da relacdo simbidtica microalgas-bactérias. Vale salientar
também que o processo convencional de digestao anaerdbia apresenta uma baixa remocao
de nutrientes, se comparado com o processo de absor¢do de nutrientes realizado pelas
microalgas (POSADAS et al., 2015).

Dahmani et al. (2016) destacam a importancia de se observar a concentracao de
nutrientes no meio, mostrando que altos valores de nutrientes inibem o crescimento de
algumas espécies de microalgas, sendo constatado que altas concentragdes de amonia,
por exemplo, € téxico para o crescimento microalgal. Observa-se que altas concentragdes
deste fon no interior celular inibe a formacdo de adenosina trifosfato (ATP) nos
cloroplastos, o que € prejudicial para o crescimento celular. Por isso é importante que no
cultivo de microalgas com a utilizagdo 4guas residuais como meio de cultivo, seja
realizado o controle das concentracdes de nutrientes, pela dilui¢do do meio.

Em seu trabalho Dahmani ef al. (2016) estudaram a producdo da microalga
Chlorella pyrenoidosa em aguas residuais, sendo o cultivo realizado em areas desérticas
em lagoas abertas. As condi¢des a que foi submetido o cultivo foram no inverno,
utilizando como fonte de luz somente a luz solar, com uma variagdo de temperatura entre
18 e 31°C durante o dia e 6 e 15°C durante a noite. Observou-se que no inicio do
experimento o pH era de 7,8 e foi gradualmente aumentando até atingir o valor de 9,2. O
autor atribui tal fato a atividade fotossintética da microalga, ja que € utilizado o CO», o
que aumenta o pH do meio, sendo observado que o meio passou de neutro para alcalino
devido a deplegdo do CO».

E importante notar que no mesmo trabalho a faixa 6tima de pH para a maioria das
espécies € entre 7 e 12. Quanto a remog¢ao de nutrientes foi atingida uma taxa de remog¢ao
de 95% para o fon amoénio, sendo verificado que para o ifon N-NO3™ as microalgas
preferencialmente absorvem N-NHy, ja que ndo houve diminui¢do significativa nos niveis
de N-NOs", constatando-se que a absorcao de tal ion ocorreu somente quando a remog¢ao
de N-NHy atingiu o valor de 90%. A concentracdo total de fésforo foi reduzida de 3,22
mg.L! para 0,59 mg.L'!, sendo observado que as células microalgais assimilam o fésforo
inorganico para a producao de fosfolipideos, ATP e dcidos nucléicos.

Dahmani et al. (2016) comparam o processo de remocao de nutrientes de dguas
residuais a partir do crescimento de microalgas com os processos convencionais, sendo

observado que no seu estudo que a taxa de remocao de N-NH4 atingiu o valor de 95%,
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enquanto que o processo com lagoa de estabiliza¢do remove por volta de 30%. Quanto a
DQO o processo com as algas removeu 78% e o convencional 75%. No caso do fésforo
total a taxa de remocdo foi de 81% e 25% para os processos com as microalgas e os de
lagoa, respectivamente.

Zhang et al. (2012) mostram que as bactérias quebram os compostos organicos
em pequenas moléculas que sdo utilizadas como nutrientes pelas microalgas. Observa-se
também que, durante o cultivo, as microalgas provocam alteracdes no meio, como
aumento do pH e oxigénio dissolvido ou a excrecdo de metabdlitos, os quais, ao final
causam a inibi¢ao do crescimento e proliferagao das bactérias. Ma et al. (2014) enfatizam
que as bactérias participam do processo de degradacdo através do consumo dos
compostos organicos como fonte de carbono.

Buchanan et al. (2018) desenvolveram em sua pesquisa a aplicacdo de lagoas de
alta taxa em estagoes de tratamento de dguas residudrias rurais no sul da Australia para a
producdo de microalgas, no distrito de Kingston em Murray, em uma comunidade de
aproximadamente 300 habitantes. Foi realizada a avaliacdo do desempenho de um sistema
de lagoas de alta taxa incorporado nessa estacdo de tratamento, sendo observada a
influéncia da profundidade de tais lagoas as quais recebiam efluentes de duas fontes,
sendo elas o efluente pré-tratado em fossas sépticas e o oriundo de lagoas de estabilizacao
facultativas, as quais tratavam o efluente das fossas sépticas. A Tabela 4 mostra as

caracteristicas do efluente oriundo de fossas sépticas observadas pelo autor.

Tabela 4: Composicdo da fossa séptica utilizada como alimentacao nas lagoas de alta taxa.
Fonte: (BUCHANAN et al., 2018)

Parametro Composicao da fossa séptica utilizada como
alimentacao da lagoa de alta taxa

DBOs (mg.L") 197 + 47,7
N-NH4 (mg.L") 87,9+ 11,7
NO>-N + NOs-N (mg.L") 0,41 £ 0,64
P-PO4 (mg.L") 12,6 £3,3
Sélidos Suspensos (mg.L1) 107,3 +37.,5
logio E. coli . 100mL! 6,35 £0,37
Condutividade Elétrica (S.cm™) 1169 + 182
(GUIMARAES, B.S))  Produgdo de biomassa de microalgas utilizando dguas residudrias como fonte de nutrientes em meios
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No cultivo das microalgas o trabalho mostrou que foram observadas as taxas de
remogdo da bactéria Escherichia coli, bem como a remoc¢do da Demanda Bioquimica de
Oxigénio (DBOs) e nutrientes. A temperatura na realizacao dos experimentos variou de
valores de temperaturas observadas no inverno (7,9°C) a valores de verdao (29°C).
Observou-se que as taxas de remo¢do de DBOs foram maiores que 90% em todas as
profundidades empregadas, tanto durante a estacdo quente quanto fria, bem como a
remocao de nitrogénio inorganico também foi independente da profundidade.

Porém na estacdo fria a remoc¢ao de nitrogénio organico diminuiu com o aumento
da profundidade e na estagdo quente a nitrificacdo, ou seja, a conversdo do amodnio em
nitrito foi baixa (16%), enquanto que na fria ocorreu a conversdo de 40% de amonio em
nitrito. Observou-se também que a remocao de fésforo foi relativamente baixa em ambas
as estacoes, sendo um pouco maior na estacdo quentes nas menores profundidades.

Buchanan et al. (2018) concluiram que na utilizacdo do efluente oriundo de fossas
sépticas houve uma maior producdo de biomassa se comparado com o efluente oriundo
de lagoas de estabilizacdo facultativas. Tal estudo mostrou a viabilidade de producdo de
biomassa de microalgas e consequente diminui¢do da concentracao de nutrientes de 4guas
residuais oriundas de fossas sépticas em lagoas de alta taxa, podendo ser empregado em
comunidades rurais, apontando que a composi¢cdo de tais efluentes sdo fator

preponderante no desempenho do tratamento e no crescimento microalgal.

2.5.3.2 Mecanismos de absorcdo dos nutrientes presentes em aguas

residudrias pelas microalgas

Um dos principais fatores que proporcionam o crescimento de microalgas em
aguas residudrias, sendo elas de vérios tipos, tais como esgoto municipal, oriundos do
confinamento animal ou efluentes industriais proporcionam um ambiente adequado, com
condicdes favordveis de pH, CO> dissolvido e a presenca do ion HCO3  (ABDEL-
RAOUF, AL-HOMAIDAN e IBRAHEEM, 2012).

Quanto ao carbono, o CO; pode ser fixado do ar atmosférico ou pela captagao
destes componentes do despejo industrial através da atividade fotossintética de

microalgas autotréficas (CUELLAR-BERMUDEZ et al., 2015). A presenca do CO»
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ajuda na sustentacdo do pH do meio, bem como contribui na producdo de lipideos,
hidrocarbonetos e dcidos graxos (GONCALVES et al., 2016).

O carbono também pode ser utilizado na forma do fon CO3* para o crescimento
das microalgas, seja pelo consumo direto de tal fon ou pela transformacio deste em CO>
livre pela atividade da enzima anidrase carbonica (SWARNALATHA et al., 2015).

O nitrogénio pode ser facilmente obtido em varios tipos de dguas residudrias. Este
componente € parte integrante de macromoléculas como proteinas, peptideos, enzimas,
moléculas que participam da transferéncia de energia (ATP e ADP), clorofila e
constituintes genéticos (DNA e RNA). O nitrogénio organico é obtido de fontes
inorganicas, sendo elas nitrito (NO2"), nitrato (NO3’), dcido nitrico (HNO3), amonio
(NH4"), gas nitrogénio (N2) e amdnia (NH3). O processo intracelular de transformacéo do
nitrogénio inorganico para a sua forma organica é chamado de assimilacdo, processo este
que € realizado por microalgas eucaridticas (SALAMA et al., 2017).

Basicamente os fons nitrito e nitrato sofrem reducio por acdo da enzima nitrito
redutase e nitrato redutase, respectivamente. A nitrato redutase catalisa a transferéncia de
dois elétrons da forma reduzida, nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) para
nitrato, o que leva a formagao de nitrito, que por sua vez é reduzido para o ion NH4* pela
nitrito redutase e ferrodoxina (Fd), havendo entdo uma transferéncia de seis elétrons na
reagdo, no total. Por dltimo todas as formas de N inorganico sao reduzidos a NH4" antes
de serem incorporadas aos aminodcidos no citoplasma celular. Observa-se que a
glutamina sintase faz a combina¢@o de NH4" no aminodcido através do glutamato (Glu) e
trifosfato de adenosina (ATP) (SALAMA et al., 2017). A Figura 6 ilustra os mecanismos

intracelulares de conversdo no N inorganico em organico.
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Figura 6: Mecanismos de absor¢do de nitrogénio em células microalgais.
Fonte: (SALAMA et al., 2017)
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Krustok et al. (2016) destacam que o nitrogénio organico € absorvido do meio de
vérias formas, sendo o fon amdnio preferido em detrimento ao nitrato. E sabido que dguas
residuais possuem baixas concentra¢des de NO3', e altas concentracdes de NH4* e NHj,
sendo este meio o ideal para o cultivo de microalgas. O autor também ressalta que na
grande maioria das dguas residuais nao esterilizadas ocorre a simbiose entre as espécies
de microalgas cultivadas, bactérias e alguns outros microrganismos. Por este motivo no
cultivo de microalgas com a utilizacdo de dguas residudrias, principalmente domésticas,
81 a 85% do aménio presente no meio & nitrificado por bactérias presentes no mesmo. E
observado também que a disponibilidade de nitrogénio no meio influencia diretamente na
absor¢do do fosforo presente.

Steen e Lens (2017) ainda mostram que dentre os processos convencionais de
remog¢do de nitrogénio aqueles com a participacdo de microalgas tem mostrado alta
eficiéncia. Nos meios em que ocorre a simbiose entre microalgas e bactérias o processo
fotossintético realizado pelas microalgas fornece oxigénio, que pode ser utilizado por
bactérias oxidantes heterotréficas e amonicas e o CO> liberado pelas bactérias em
decorréncia por processos de oxidacdo do carbono pode ser utilizado pelas microalgas. E
observado também que nos sistemas com a presenca de microalgas e bactérias o processo
de nitrificacdo aumenta as taxas de remocdo de amdnio e amoOnia se comparado com
sistemas de cultivo contendo somente microalgas.

Os autores ainda mostram que fatores como troca de micro e macronutrientes,
auto-sombreamento em sistemas suspensos e liberacdo de toxinas por parte de
microalgas, cianobactérias ou bactérias nitrificantes afetam o crescimento de tais
microrganismos. A interagdo microalga-bactéria s@o influenciadas por fatores externos
tais como pH, disponibilidade de luz, temperatura, competi¢do de carbono inorganico,
nutrientes e taxa de diluicdo, os quais possuem faixas Otimas de operacdo para o
crescimento microalgal e bacteriano.

Thakur e Medhi (2019) ressaltam que a amodnia presente em 4guas residuais €
oxidada em nitrito e nitrato pela acdo de bactérias oxidantes de amonia, seres autdtrofos
aerobios. No processo de oxidacdo aer6bica a amonia € oxidada em nitrito pela acdo de
enzimas amoOnia monooxigenase e depois ocorre a oxidacao de nitrito para nitrato pela
acdo da enzima nitrito oxidase. Por este motivo a interacdo bactéria-microalga tem se

mostrado eficiente no cultivo de microalgas e cianobactérias para fins bioenergéticos.
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O fésforo € componente fundamental no crescimento de microalgas, uma vez que
¢ parte constituinte de moléculas como DNA, RNA, ATP, proteinas, aminoécidos,
lipideos, dcidos graxos e componentes intermedidrios no metabolismo de carboidratos,
bem como faz parte da membrana celular. Nas dguas residudrias o P é normalmente
encontrado na forma de fons inorganicos como HoPO4 e HPO4*. O fon fosfato (PO4>)
desempenha um papel vital no crescimento das células microalgais e no seu metabolismo,
sendo componente limitante do crescimento de microalgas, pois afeta o processo
fotossintético (SALAMA et al., 2017).

O mesmo autor ainda afirma que o fésforo encontrado nas formas de HoPO4 e
HPO4> sdo combinados em componentes organicos durante a fosforilagdo, que inclui a
producdo de ATP da adenosina difosfato (ADP). O orto-fosfato é comumente encarado
como nutriente limitante em sistemas de dgua doce, sendo observado que muitos casos
de eutrofizacdo do meio ocorrem devido a alta concentracdo de fosforo, presente nas
4guas residuais. E importante notar que a remocio de P do meio, assim como de N do
esgoto € determinada tanto pelo consumo realizado pelas microalgas, como também por

condig¢des externas, tais como oxigénio dissolvido e pH.

2.5.3.3 Biofixacao do CO2 com o cultivo de microalgas

Razzak et al. (2017) observam que as algas sdo mais eficientes na conversao de
CO2 em componentes organicos quando comparadas com plantas terrestres. Na utiliza¢do
de 4dguas residudrias como fonte de nutrientes além de remover os nutrientes do meio
ainda permite a captura do CO> na fotossintese, o que minimiza a demanda de energia do
ciclo de produ¢do de biomassa, que posteriormente pode ser utilizada na produgdo de
subprodutos como o biodiesel.

O processo de absorcao de didxido de carbono realizado pelas microalgas pode
ser descrito de acordo com a Equacdo 3, onde F representa o fluxo molar de CO> em
Kmoles.h!, em que a variacdo do fluxo é dada pelo fluxo molar emitido na producéo de
biomassa de microalgas menos o fluxo molar de CO> que € capturado pelas células
microalgais. O fato da variacdo ser menor que zero significa que CO; extra é capturado

no processo, consumindo mais do que produzindo (RAZZAK et al., 2017)
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AF,, =AF,

co, €0, liberado —AF CO, ,absorvido <0 3)

A absorcdo de CO; pelas microalgas pode ocorrer de duas formas, podendo ser
baseados em reacdes quimicas intracelulares ou métodos bioldgicos. Sabe-se que a
biomassa de microalgas contém cerca de 50% de carbono, e que 1,83Kg de CO» é
capturado para cada kilograma de biomassa produzida. (CHISTI, 2008), (WANG et al.,
2008).

Na quantifica¢do da quantidade de carbono consumida pelas microalgas o teor de
carbono pode fornecer uma estimativa ttil quando o meio de cultivo ndo possui outra
fonte de carbono sendo o CO:. Logo a taxa de captura de CO> pode ser dada pela equacao

4 (RAZZAK et al., 2017).

M
Rep, =P.Cpp — 4)

co, o, Ty
c

Onde, RCO;: taxa de fixacdo do CO; (g.L!.dia™!)
P: produtividade em biomassa (g.L!.dia™!)
MCO:z: peso molecular do dioxido de carbono
Mc: peso molecular do carbono

CCO:a: teor de carbono da biomassa obtido pela absor¢ao do CO>

2.6 O Potencial das microalgas para a producao de biodiesel

Zhou et al. (2015) destacam que os biocombustiveis podem ser classificados como
de primeira e segunda geracdo. Os de primeira geracdo sao produzidos a partir de culturas
usualmente utilizadas para fins alimenticios, tais como soja, milho e canola ou de culturas
ndo alimenticias como palma e capim. E importante notar a necessidade de utilizacio de
grandes dreas de terras ardveis para o cultivo de tais plantas para a producao de biodiesel,
sendo possivel a colheita das matérias-primas para este fim geralmente uma ou duas vezes

por ano. As microalgas se enquadram como matéria-prima para a producdo de
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biocombustiveis de segunda geracdo e sdo chamados por alguns autores como
biocombustiveis de terceira geragdo, sendo considerados recursos seguros e sustentdveis.

Comparando-se os biocombustiveis de primeira e segunda geracdo algumas
vantagens destes ultimos podem ser destacadas tais como alta produtividade, sendo
verificado que o rendimento do 6leo de microalgas € superior ao de oleaginosas tal como
mostra a Tabela 5. Além deste as microalgas utilizam menores quantidades de terras,
podendo ser cultivadas em terras de baixa qualidade como regides desérticas, dridas e
semi-dridas, ndo competindo com terras ardveis. A producdo de microalga tem baixa
exigéncia da qualidade da dgua, sendo possivel o cultivo em dguas salobras, salinas e
aguas residuais (ZHOU et al., 2015).

Shuba e Kifle (2018) mostram que os biocombustiveis possuem energia oriunda
da biofixa¢do do carbono, sendo, portanto, sua origem organismos vivos. Sua produ¢do
pode ser a partir de amido, Oleos vegetais, gorduras animais, biomassa de algas e
microalgas, insumos estes, ndo téxicos, biodegraddveis e renovéveis. De acordo com o
tipo de matéria-prima utilizada e sua disponibilidade os biocombustiveis podem ser de

primeira, segunda ou terceira geragao.

Tabela 5: Comparagdo de biomassa (biocombustiveis de primeira e segunda geracdo).
Fonte: (ZHOU et al., 2015)

Produtividade
Fonte de Teor de dleo Rendimento Uso da terra de Biodiesel
Biomassa (% biomassa seca) (L/ha.ano) (m*/Kg biodiesel.ano) Kg
biodiesel/ha.ano
Milho 44 172 66 152
Soja 18 636 18 562
Canola 41 974 12 862
Jatropha 28 741 15 656
Oleo de 36 5.366 2 4747
palma
Microalgas 30 58.700 0,2 51.927
Microalgas 50 97.800 0,1 86.515
Microalgas 70 136.900 0,1 121.104
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O uso de tais combustiveis acarreta em uma diminui¢do das emissdes de COy,
hidrocarbonetos e materiais particulados e a eliminacdo das emissdes de compostos do
tipo SOx, com consequente reducao dos gases do efeito estufa. Zhu et al. (2017) observam
que a capacidade de captagcdo do CO> das microalgas sdo entre 10 e 50 vezes maiores que
muitas plantas superiores, sendo um ponto positivo, ambientalmente falando, a utilizagao
das microalgas para a producdo de biodiesel, ja que ha a tendéncia de diminui¢do dos
gases de efeito estufa, que causam o aquecimento da superficie terrestre.

Porém observa-se que grande parte da matéria-prima utilizada para a produgao
dos biocombustiveis sdo insumos utilizados para fins alimentares, utilizado na agricultura
convencional, o que gera uma competicio com este ramo, além de diminui¢do na
disponibilidade de terras ardveis, que poderiam ser utilizadas para a produgdo de
alimentos. Por isso, € interessante a busca por novas alternativas para a producdo de
biodiesel e as microalgas despontam como uma possibilidade vidvel para a producdo de
biocombustiveis.

Chen et al. (2018) ressaltam que para que determinado produto seja utilizado para
a producdo de biodiesel € de extrema importancia que caracteristicas como alto conteudo
lipidico, grande produtividade e preco acessivel sejam observadas. Estudos mostram que
a matéria-prima para a producgdo de biodiesel a partir de 6leos vegetais e gorduras animais
absorve até 70% dos custos de producdao. No caso das microalgas observa-se que este
material apresenta vantagens se comparado com as matérias-primas convencionais
utilizadas para a producao de biodiesel, quando os custos de producao podem ser iguais
ou menores do que os tradicionais como os vegetais e animais nas etapas de producdo de
biodiesel que incluem cultivo, separagdo e extracdo de lipideos.

Vale destacar que no caso das microalgas o rendimento de captacido de energia
solar para a fotossintese pode ser de 6 a 12 vezes maior que o de plantas terrestres, ja que
sdo mais eficientes na conversdo de energia solar, podendo ser 3 a 8% mais eficazes. A
auséncia de biopolimeros na estrutura celular das microalgas elimina a necessidade de
pré-tratamentos para a decomposicao de bioprodutos celulares. Outro aspecto favoravel
a utilizacdo de microalgas como matéria-prima para a producao de biocombustiveis € a
possibilidade de manipulacdo dos produtos finais para se atingir os niveis de composi¢ao

quimica desejados, seja por estresse ambiental e/ou nutricional (SHUBA e KIFLE, 2018).
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E observado que algumas espécies de microalgas sio mais propicias para a
producdo de biodiesel que outras. Propriedades como teor de lipideos, crescimento
juntamente com eficiéncia, quando € verificado se a espécie de microalga é capaz de
produzir teores satisfatorios de lipideos sob condi¢des extremas e a colheita da biomassa
sao fatores importantes a serem considerados. Com base nos critérios mencionados as
espécies de microalgas que vem sendo estudadas t€m sido categorizadas como matéria-
prima adequada para a producdo de biocombustiveis. A Tabela 6 mostra o teor de
lipideos, proteinas e carboidratos de algumas espécies de microalgas, que podem ser

utilizadas para a producao de biocombustiveis.

Tabela 6: Composicido quimica de microalgas como fontes de biocombustivel (% em biomassa seca).
Fonte: Adaptado de Shuba e Kifle (2018)

Espécie (%) (%) (%)
Lipideos Proteinas Carboidratos
Chlorophyceae
Chlorella emersonii 29
Chlorella minutissima 31
Chlorella protothecoides 55 10a52 10a15
Chlorella pyrenoidosa 2 57 26
Chlorella vulgaris 14 a 22/56 51as8 12a17
Chlorella sorokiniana 22
Dunaliella bioculata 8 49 4
Dunaliella primolecta 23
Dunaliella salina 6 57 32
Dunaliella tertiolecta 28
Monoraphidium minutum ~52
Scenedesmus dimorphus 16 a 40 8ald 21 a52
Scenedesmus obliquus 35a55 50 a56 10a 17
Scenedesmus quadricauda 1,9 47
Cyanophyceae
Spirulina maxima 6a’7 60a71 13al6
Spirulina platensis 4a9 46 a 63 8al4d
Synechoccus sp. 11/jan 63 15
Bacillariophyceae
Navicula saprophila ~51
Phaeodactylum 20 a 30
tricornutum
Skeletonema costatum 21
Rhodophyceae
Porphyridium cruentum 9al4d 28 a 39 40 a 57
Dinophyceae
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Shuba e Kifle (2018) ressaltam que a produtividade de produc¢ao de 6leo biodiesel
da biomassa de microalgas geralmente supera os valores das melhores culturas produtoras
de 6leo. Mostram também que se comparada com as demais culturas que produzem
biodiesel, a biomassa microalgal tem mais potencial para producdo, sem, no entanto,
afetar negativamente a oferta de alimentos e demais produtos de origem agricola, ja que
a producao de microalgas pode ser realizada em terras ndo ardveis ndo utilizadas para fins
agricolas, ndo havendo assim a competicdo territorial com culturas destinadas para fins
alimenticios. A producdo de biodiesel se da pela reacdo de transesterificacao, que sintetiza
o biodiesel a partir de lipideos e metanol ou etanol, utilizando como catalizador 4cidos ou

bases, tal como ilustra a Figura 7.

CH3-OCOR, oyt GHZOH R, —COOCH,

CH—OCOR, + 3HOCH; =——= CH—OH + R,—COOCH

CH;OCOR, CHsOH R;—COOCH,
Trglyceride Methanol Glycerol Muethyl esters
(parent oil) (alcohol) {biodiaseal)

Figura 7: Reag@o de transesterificacdo para a producio de biodiesel.
Fonte: (SHUBA e KIFLE, 2018)

A producio de biodiesel pela reacdo de transesterificacdo tem recebido grande
atencdo nos ultimos anos, devido as caracteristicas de ser uma fonte renovével,
biodegraddvel e ndo téxico. Sabe-se que geralmente sao utilizados dlcoois de cadeia curta
como o metano e catalisadores alcalinos para se obter altas conversoes de triglicerideos
em metil ésteres de dcidos graxos (FAME) no menor tempo possivel (TAN et al., 2018).

E importante notar que Sleos de origem vegetal e de microalgas nio é apropriado
para ser utilizado diretamente em motores, ja que sua viscosidade € mais alta do que a
gasolina e o diesel. Especificamente o biodiesel de microalgas possui altissima
viscosidade, sendo necessdria a conversdo para componentes de menor peso molecular
na estrutura do biodiesel produzido (FAME) através da reacdo de transesterificacdo
(HUANG et al., 2010), (RAWAT et al., 2011). A reagdo de transesterificacdo é um
processo reversivel, e, por isso, deve-se trabalhar com excesso de élcool para que o
equilibrio seja deslocado no sentido do produto, aumentando, assim a taxa de reacdo

(ANASTOPOULOS et al., 2009).

(GUIMARAES, B. S.) Produgdo de biomassa de microalgas utilizando dguas residudrias como fonte de nutrientes em meios
salobros, para andlise da viabilidade de produgdo de biodiesel



43

Chen et al. (2018) destacam que os 6leos ou gorduras sdo os triglicerideos, tendo
o seu teor variando de 90 a 98%, os quais sdo compostos de um grupo glicerol
[CsHs5(OH3)] e trés grupamentos de dcidos graxos (R-COOH) como os grupos reativos.
Os 4cidos graxos podem ser insaturados (com dupla ligacdo), podendo ser
monoinsaturados ou polinsaturados e também os saturados, os que nao possuem ligacio
dupla. A composicdo dos dcidos graxos presentes na biomassa afeta significativamente
na qualidade do biodiesel produzido, sendo fator determinante em parametros como
viscosidade, que aumenta com o aumento da cadeia de dcidos graxos, estabilidade a
oxidacdo, nimero de cetano, parimetro que mede a qualidade de combustdo ou igni¢ao,
propriedade de fluxo a frio, ponto de fulgor, poder calorifico e densidade do biodiesel.

Sobre o catalisador € importante destacar que este pode ser dcido, basico ou uma
enzima, sendo a mais comumente utilizada a catalise basica, utilizando como catalisador
o NaOH e KOH. A reacdo pode ser realizada a temperatura e pressao baixas, podendo-se
atingir 98% de conversdao (TAHER et al., 2011). Porém € importante observar que o
catalisador bdsico serd inibido se a concentracdo de dcidos graxos livres do 6leo for alta
(geralmente entre 2 e 5%), ocorrendo, entdo a reacao de saponificacdo ao invés da reagcao
de transesterificacdo (TAN et al., 2018).

A utilizacdo de catalisadores acidos ndo € frequente nesta reacdo, ji que a
propriedade corrosiva € evidente e o tempo de reacdo € alto, sendo utilizado somente se
o teor de houver alto teor de 4cidos graxos livres na reacdo sob altas temperatura e
pressdo. Porém ao se pensar em producdo em larga escala a utilizagc@o de catalisadores
acidos se torna invidvel (RAWAT et al., 2011), (TAN et al., 2018).

Apesar do que foi mostrado anteriormente deve ser observado que ha algumas
limita¢des quanto ao uso de catalisadores quimicos no processo de transesterificagdo, tais
como a alta demanda energética, dificuldade de remocgdo do catalisador do produto
obtido, producdo de d4guas com altos valores de pH oriundas da etapa de lavagem, sendo
necessario um tratamento posterior, possibilidade de ocorréncia de saponificagdo e
dificuldade de recuperagado do glicerol (RAWAT et al., 2011).

Com o objetivo de eliminar os altos teores de dcidos graxos livres os lipideos
oriundos das microalgas sdo pré-tratados com um catalisador dcido e a reacdo de
transesterificacdo ocorre na presenca de catalisador basico. Porém é necessdria a

utiliza¢do de um outro catalisador bdsico para a neutralizacdo do meio, o que aumenta os
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custos de producao (LAM e LEE, 2012). Nos processos mais modernos a taxa de reacao
atinge valores mais altos com reatores em sequéncia, atuando com irradiacdo de micro-
ondas e cavitacdo ou efeito ultrassonico (MATA, MARTINS e CAETANO, 2010).
Como alternativa as reacdes de transesterificacao cataliticas nos ultimos dez anos
as enzimas té€m sido utilizadas na producdo de biodiesel. Como vantagens pode-se citar a
facil recuperacdo do produto, a enzima € insensivel ao acido graxo, a possibilidade de
reutilizacdo das enzimas, condi¢des moderadas de reacdo, menor demanda energética e
baixa propor¢do de dlcool e 6leo (TAN et al., 2018). Porém as enzimas ndo sao
economicamente favordveis para a producio em larga escala, ja que as enzimas sdo caras

e geralmente a reacdo nao se completa.

2.6.1 Producao Lipidica das Microalgas

Bellou et al. (2014) abordam que algumas espécies de microalgas sdo capazes de
acumular quantidades consideréveis de lipideos, sendo comparadas a plantas superiores
oleaginosas. Tais niveis podem alcancar faixas como 80% da biomassa seca, mas mesmo
nesses casos a produtividade lipidica pode ser considerada baixa. E sabido que, em
espécies conhecidas dos géneros Porphyridium, Dunaliella, Isochrysis, Nannochloropsis,
Tetraselmis, Phaeodactylum, Chlorella e Schizochytrium as concentragdes de lipideos
variam entre 20 e 50%. Em face disto observa-se que o teor de lipideos pode ser
aumentado com a variacdo das condi¢des de cultivo, através da mudanca de fatores como
temperatura, incidéncia de luz e, principalmente a concentracio de nutrientes.

E importante notar que o entendimento do metabolismo lipidico e como é
controlado durante o crescimento da microalga é de extrema importdncia para a
maximizacdo da concentracdo lipidica na biomassa produzida. Apesar da grande
aplicabilidade das microalgas o conhecimento da bioquimica celular destes
microrganismos ainda nao € aprofundado. Mecanismos como a biossintese e modificacdo
dos &cidos graxos, como o alongamento e dessaturacdo, bem como o metabolismo
lipidico ainda ndo possui o conhecimento necessdrio, se comparado com plantas
superiores (BOYLE et al., 2012).

No processo fotossintético o CO2 absorvido pelas microalgas € transformado em

glicerato-3-fosfato (G3P), molécula que participa da sintese de polissacarideos e lipideos.
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Primeiramente a molécula de G3P é convertida em piruvato e depois em acetil-CoA,
através de uma reagdo catalisada pelo complexo piruvato desidrogenase, o que dé inicio
a biossintese de lipideos no plastideo. O acetil-CoA, composto intermedidrio que €
fundamental no metabolismo celular, pode ser produzido também bioquimicamente,
convertendo polissacarideos em lipideos, caminho utilizado principalmente por
organismos heterétrofos oleaginosos, na assimilagdo do acticar (BELLOU et al., 2014).

O processo de quebra dos polissacarideos de armazenamento dentro da célula
produz energia através da glic6lise, ocorrendo no citosol, liquido que preenche o
citoplasma, seguido pelo ciclo do 4cido citrico, que ocorre na mitocondria. E observado
que um estresse no meio, tal como variacdo na quantidade de nutrientes, pode afetar o
ciclo do 4cido citrico, o que acarreta na acumulagdo do fon citrato (sais do dcido citrico)
na mitocondria e consequente excre¢do no citosol. A enzima citratoliase citosdlica
dependente de ATP participa na conversio do ion citrato em oxaloacetato e acetil-CoA,
que por sua vez € convertido em malonil-CoA pela acetil-CoA carboxilase citosdlica
(ACC), que propicia, assim o alongamento das cadeias de 4dcidos graxos nas membranas
do reticulo endoplasmatico (MUHLROTH et al., 2013).

Bellou e Aggelis (2012) ressaltam que estes mecanismos foram observados nas
espécies Nannochloropsis salina e Chlorella sp., que foram cultivadas em escala de
laboratério e lagoas abertas, que simulavam fotobioreatores (PBR). Porém tais
mecanismos podem ser comuns as demais espécies que crescem heterotroficamente. A

Figura 8 ilustra o processo de producao lipidica, como descrito.
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Figura 8: Mecanismo intracelular de produgao lipidica das microalgas.
Fonte: (BELLOU et al., 2014)
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Nas algas a enzima ACC € encontrada de duas formas diferentes, a heteromérica
e homomérica, sendo a origem do plastideo o fator que determina qual o tipo da enzima
ACC encontrada. Nos filos Chlorophyta (algas verdes) e Rhodophyta (algas vermelhas),
por exemplo sao encontradas ACCs heteroméricas nos seus plastideos, enquanto que os
grupos Heterokontophyta, Haptophyta (algas douradas ou amarronzadas) e Apicomplexa
sao observadas ACCs homoméricas. Em outras cepas de microalgas, tais como Galdiera
sulpuraria, Cyanidioschyzon merolae, Thalassiosira pseudonana e Phaeodactylum
tricornutum duas ACCs foram encontradas, uma no plastideo e outra no citosol
(BELLOU et al., 2014) (KHOZIN-GOLDBERG; COHEN, 2011). Radakovits et al.,
2012 mostram também que dois genes codificadores da ACC foram observadas na
espécie Nannochloropsis gaditana.

Para a formacdo dos 4cidos graxos a molécula do malonil-CoA € transferida pela
transacetilase malonil-CoA:ACP para a proteina responsdvel pelo transporte de acila
(ACP), parte integrante do complexo formador de 4cido graxo (FAS). O complexo
malonil-ACP € introduzido no processo de formagao dos 4cidos graxos pela 3-cetoacil-
ACP sintase (KAS), que catalisa a condensagdo de um grupo acetilado com malonil-ACP
formando formobutiril-ACP, que € convertido em butiril-ACP e o ciclo € repetido até a
formacdo do palmitol-ACP, que por dltimo € passa a ser estearoil-ACP pela adicdo de
duas moléculas do acetil-CoA (MUHLROTH et al., 2013), (YU et al., 2011).

Observa-se que os acidos graxos sdo liberados do complexo ACP por um 4cido
graxo chamado acil-ACP tioesterase (FAT) que fica no cloroplasto. Tais moléculas sdao
ativadas em acil-CoA pela enzima acil-CoA sintetase de cadeia longa (LACS), que
também estd localizada no cloroplasto e depois sdo transferidas para o citosol para
posterior producdo de lipideos. Bellou et al., 2014 destacam que tanto a enzima ACP
quanto a KAS e FAT tem mostrado grande importancia na sintese de acido graxo em
espécies como por exemplo Haematococcus pluvialis. As cadeias de acil-CoA sdo
esterificadas com fosfolipideos estruturais do reticulo endoplasmatico e depois sao
convertidos em dcidos graxos, que sao utilizados na producao de triacilglicerol.

A producao de microalgas, por processos especificos, pensados com a finalidade
de utilizacdo dos lipideos, seja como fonte de 4cidos graxos ou para a producdo de
biodiesel pode ser planejada e combinada com a producdo de tais microrganismos para a

utilizac¢do de outros metabdlitos microalgais, podendo ser aplicados em outros ramos, seja
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para fins farmacéuticos, nutricionais ou até explorar o potencial de producdo de

microalgas para fins de tratamento de dguas residuais.

2.7 Cinética de Crescimento das Microalgas

Lee, Jalalizadeh e Zhang (2015) destacam que o crescimento microalgal em
batelada possui seis fases de crescimento, seguindo o crescimento de microrganismos em
geral; sdo elas fase lag, fase exponencial ou log, fase linear, de declinio de crescimento,
fase estaciondria e fase de morte, conforme ilustra a Figura 9. A fase lag é caracterizada
por ser de curta duracdo e ser a fase de adaptacdo ao novo meio de cultivo, através de
ajustes fisioldgicos no ambiente, onde se observa uma taxa nula de crescimento devido a
presenca de células ndo vidveis.

Logo apo6s segue a fase log ou exponencial, em que as células se multiplicam como
uma funcdo exponencial do tempo de cultivo. Observa-se que nesta fase de crescimento
a intensidade luminosa e a concentracio de nutrientes disponivel ndo limitam o
crescimento microalgal. Na fase de crescimento linear ocorre a diminui¢ao das divisdes
celulares, ja que a luz torna-se fator limitante, tornando a taxa de acumulacao de biomassa
um fator constante até que o fator nutrientes se torne limitante para o crescimento (LEE,
JALALIZADEH E ZHANG 2015).

A fase de declinio de crescimento € caracterizada pela reducao da taxa de divisoes
celulares. E nessa fase que os nutrientes e diéxido de carbono se tornam fatores limitantes.
Na fase estaciondria a taxa de crescimento € zero, pois jd ndo h4 nutrientes no meio para
serem absorvidos pelas microalgas, ndo havendo divisdo celular. E na fase estaciondria
que ocorrem o acumulo de produtos de armazenamento, como amido e lipideos. Na fase
de morte a concentragcdo celular cai rapidamente, podendo ser devido a fatores como
esgotamento de nutrientes, aumento da temperatura do meio, perturbacdes no pH ou

contaminac¢do (LEE, JALALIZADEH e ZHANG, 2015).
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Concentracao celular (microalgas)
Concentraciao de Nutrientes

Tempo

Figura 9: Fases do crescimento microbiano
Fonte: (Adaptado de LEE, JALALIZADEH e ZHANG, 2015)

2.7.1 Parametros de crescimento no cultivo de microalgas

Lourenco (2006) ressalta que no cultivo de microalgas a contagem celular € de
fundamental importancia no acompanhamento do desenvolvimento dos mesmos. Para o
estudo do crescimento microalgal outras técnicas de quantificacdo celular sao empregadas
tais como a densidade Optica, fluorescéncia in vivo, quantificacio do peso seco, entre
outros, sendo a mais utilizada a contagem celular. A contagem celular apresenta a
vantagem de verificacdo de outros pardmetros, como a morfologia das células e seu
tamanho médio.

Schmidell et al. (2001) mostram que durante o crescimento microbiano a
concentracdo microbiana (X) aumenta, no caso do cultivo em batelada. Desse modo,
analisando a velocidade de crescimento instantdnea com relacdo a concentracdao
microbiana como sendo a andlise do valor de X em um determinado instante, conforme

mostrado na Equagdo 5.

1 dX 5
Hy =——— ®)
X dt
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Schmidell et al. (2001) ainda observam que na fase de crescimento exponencial
ou log a velocidade especifica de crescimento € constante ¢ maxima (Equagdo 6), sendo

diretamente proporcional a concentracio de X.

dX

e X (6)

Integrando-se a equacdo anterior, tendo como limites inferiores ti e Xi (tempo e
concentracdo celular inicial da fase log, respectivamente), tem-se a Equacao 7, onde pmax
é a Velocidade Mdxima de Crescimento, expressa em dia! ou hora™. Portanto, um gréfico
de InX em funcdo da diferenca entre o tempo inicial e final da fase de crescimento
exponencial tem-se como coeficiente angular o valor da velocidade maxima de

crescimento.

X
In—=u_ .(t—t 7
X ll’lmax( l) ()

i

Outro parametro importante a ser observado na fase de crescimento exponencial
€ o tempo de geracdo, sendo este o intervalo de tempo em que a concentracdo celular

dobra o seu valor. Matematicamente falando tem-se que:

2.X. In2 0,693
In=Sb= gyt —> == ®)
X, t, t,

Andrade, Camerini e Costa (2008) utilizam a produtividade em biomassa, como

definido pela Equacgdo 9.
(X, -X,)
P=—— ©)
(t-1,)
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Onde X; é a concentracao de biomassa no tempo t e Xo é a concentracdo de biomassa
inicial, no tempo t=0. A produtividade em biomassa mixima Pmax, € 0 maior valor de
produtividade, ou seja, quando se atinge a concentracdo celular mdxima durante o tempo
de cultivo. Outro parametro de produtividade a ser observado € a concentragdo em
biomassa seca, que € a massa de biomassa seca obtida em um determinado volume do

cultivo.

2.8 Separaciao da biomassa microalgal

Singh e Patidar (2018) destacam que o processo de colheita da biomassa de
microalgas diz respeito a separacao da fase sélida (biomassa microalgal) da fase liquida,
o meio de cultivo em que as microalgas crescem. A separacdo da biomassa envolve
principalmente processos mecinicos ou quimicos, sendo os mais confidveis os processos
mecanicos, os quais sdo precedidos por processos de coagulacdo e floculacido, com o
objetivo aumentar a eficiéncia de separacdo e diminuir os custos de operacdo. Outras
técnicas de concentracdo de biomassa também sao utilizadas tais como, flotagdo, filtracdao
e centrifugacdo ou a combinacdo de tais processos. Na maioria dos cultivos a
centrifugacao e filtracdo sdo precedidos pela coagulacdo e floculagdo. Estima-se que os
custos nos processos de separacdo estejam entre 14 e 20% do custo total de producdo de
biomassa de microalgas.

Geralmente os processos de separagdo sdo realizados em dois passos, sendo o
primeiro a concentracdo da suspensdo microalgal, formando uma pasta e depois hé a
secagem, processo que demanda energia. Para quantificar a eficiéncia de separacdo sao
introduzidos parametros como e eficiéncia de recuperacio (ER) e o fator de concentragcao
(FC), que observam valores de massa € volume da biomassa de microalgas recuperada.
A ER relaciona a massa de células removidas e a massa de células inicial na suspensdo e
o FC relaciona a concentracdo de algas no produto final e a concentragdao na cultura
inicial. Tais concentragdes podem ser medidas pelo teor de clorofila, contagem de células
microalgais, absorbéincia, peso seco e peso seco de cinzas da cultura (SINGH e

PATIDAR, 2018).
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2.8.1 Floculacao

Chen et al. (2011) observam que as células de microalgas sdo carregadas
negativamente em sua superficie, possuem densidade proxima ao meio de crescimento e
s@o encontradas no mesmo na forma de dispersao, caracteristicas que acarretam em uma
sedimentacdo natural, sendo possivel a realizagdo da colheita da biomassa através da
floculagdo ou coagulacdo. Em tal processo sdo utilizados agentes quimicos, denominados
de floculantes, os quais neutralizam a carga superficial negativa das células, provocando
a aglomeracdo celular. E importante notar que os agentes quimicos utilizados como
coagulantes devem ser ambientalmente sustentdveis, ndo devem contaminar a biomassa,
permitir a reutilizagdo do meio de cultivo, barato, ndo téxico, possuir alta eficiéncia com
baixas quantidades utilizadas e serem encontrados em fontes renovdveis.

Os agentes floculantes podem ser inorganicos e organicos, sendo 0s primeiros,
cations multivalentes, tais como sulfato de aluminio, cloreto férrico e sulfato férrico, onde
ha a formacgao de complexos poli-hidréxidos, o que resulta na neutralizacdo e reducdo das
cargas superficiais negativas, havendo assim, o processo de floculagdo. A eficiéncia
destes sais que atuam como agentes floculantes dependem da eletronegatividade e
solubilidade, onde os mais eletronegativos floculam mais rapidamente e os menos
eletronegativos sao mais eficientes. Porém este processo tem como desvantagem o fato
de haver um aumento dos sélidos dissolvidos no meio, a contaminag¢do da biomassa, a
alteracdo na cor, provocando uma dificuldade na aplicagdo para producdo de
biocombustiveis ou ra¢do animal (SINGH e PATIDAR, 2018).

A separacdo por floculacdo pode ser realizada por agentes quimicos ou por
microrganismos, porém a necessidade de utilizac@o destes em grande quantidade faz com
que este processo seja considerado caro para a producdo em larga escala, bem como a alta
sensibilidade a mudancgas no pH e contamina¢do da biomassa recuperada dao uma baixa
aplicabilidade deste processo, principalmente para aplicacdo na drea alimenticia.
Observa-se também que fatores como a presencga de nutrientes, principalmente fésforo e
nitrogénio, alcalinidade do meio, presenca de amonia, matéria organica dissolvida, tipo
de microalga utilizada e temperatura do meio de cultivo influenciam na dosagem do

agente floculante (SINGH e PATIDAR, 2018).
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2.8.2 Centrifugacao

A centrifugacdo utiliza a acdo da forc¢a centrifuga, que substitui a acdo da forca de
gravidade, atuando na sedimenta¢do da biomassa microalgal, ocorrendo sua separacdo do
meio de cultivo. Ao utilizar a centrifugacdo como mecanismo de separa¢do da biomassa
€ importante a observacgao de caracteristicas pertinentes a sedimentacao celular, tais como
o tamanho celular, a diferenca de densidade entre o meio de cultivo e as células
microalgais, bem como o tempo de reten¢do do material centrifugado na centrifuga.

A vantagem do processo de centrifugacdo € a alta eficiéncia de separagdo,
atingindo valores maiores que 90%, porém se observa que a demanda energética para tal
processo € alta, sendo muitas vezes preferido que seja atinja menores valores na eficiéncia
de separacdo para que haja um menor gasto de energia. Dassey e Theegala (2013)
demonstraram tal afirmacdo no cultivo de microalgas em larga escala, onde um grande
volume da cultura foi separado e os resultados mostraram que a colheita foi de 28,5% da

biomassa a uma taxa de 18L/min, acarretando em uma economia de 82% de energia.

2.8.3 Separacao por Membranas

Bilad, Arafat e Vankelecom (2014) mostram que a membrana € uma barreira
seletiva entre duas fases, que realiza a separacdo utilizando uma for¢a motriz, seja
pressdo, concentragdo, temperatura, etc. Geralmente as membranas sao configuradas em
sistemas chamados médulos, compostos por vérios elementos de membrana. Usualmente
os modulos de membranas, quando utilizada a pressdo como forca motriz sao do tipo
placa, espiral e tubular, sendo este tltimo encontrado na forma de fibra oca, multitubular
ou de membranas capilares. Para se avaliar a eficiéncia de separacdo da membrana sdao
utilizados dois parametros, o fluxo do permeado e a rejei¢do. O fluxo de permeado avalia
quantitativamente o quanto que a membrana permite a passagem do permeado através
dela e a rejeicao avalia o quanto a membrana rejeita determinados compostos. De uma
maneira geral a membrana deve manter a sua permeabilidade durante prolongado tempo
de operagdo, sendo importante a minimizag¢ao da incrustagao.

Na operacdo de separagdo a corrente que entra na membrana gera duas outras

correntes, a primeira € o concentrado, que € retido ou rejeitado na superficie da membrana
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e um permeado, o qual passa através da mesma. A taxa de transporte com que
determinadas particulas dispersas no solvente passam através da membrana depende de
sua forma, carga e tamanho, sendo afetado também pela temperatura, viscosidade e taxa

de mistura da solucdo. A Figura 10 mostra a filtracdo ocorrendo através da membrana.
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Figura 10: Principio de funcionamento de uma membrana.
Fonte: (BILAD, ARAFAT e VANKELECOM, 2014)

A depender do tamanho do poro e da particula a ser filtrada as membranas podem
ser classificadas em microfiltracdo (MF), ultrafiltracdo (UF), nanofiltracdo (NF) e osmose
inversa (OI), conforme tem-se na Figura 11. Bilad, Arafat e Vankelecom (2014) ressaltam
que geralmente nos processos de separacdo com microalgas sao utilizadas membranas de
microfiltracdo e ultrafiltracdo acionadas por pressdo, pois oferecem maiores valores de
permeabilidade em relacao aos outros processos de filtragdo por membranas, além operar
com uma pressao transmembrana baixa, ou seja a pressdo através da membrana é menor,
0 que minimiza o consumo energético para bombeamento. As membranas de MF e UF
também sao adequadas para a separaciao de microalgas porque a faixa de tamanho de poro
se enquadra para reter completamente as células microalgais, que sdo maiores que 1pum.
Estudos recentes mostram que a membrana de osmose inversa também se mostra

adequada para a separacdo da biomassa de microalgas.
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Figura 11: Classificacdo das membranas quanto ao tamanho dos poros.
Fonte: (BILAD, ARAFAT e VANKELECOM, 2014)

Bilad, Arafat e Vankelecom (2014) mostram que ha duas formas bdsicas de
filtracdo, a dead-end e a filtragcdo de fluxo cruzado, sendo esta mais utilizada para a
producdo em larga escala, sendo também chamada de filtracdo de fluxo tangencial. Neste
tipo de filtracdo a alimentacdo é bombeada tangencialmente ao longo da superficie da
membrana em uma extremidade e o permeado sai na outra extremidade da mesma. O
processo de separagdo pode operar com pressdo constante ou com fluxo constante.
Quando ocorre o processo natural de incrustacio da membrana observa-se que €
necessario que se aumente a pressdo transmembrana quando se opera com fluxo
constante. Tal fato acarreta uma perda na permeabilidade da membrana devido ao
processo de incrustacao.

Wu et al. (2018) destacam que devido ao tamanho das células microalgais (entre
3 e 30um de didmetro) e a baixa concentragdo no meio de cultura, sendo ela por volta de
1g de peso seco por litro de meio, o processo de separacao das microalgas torna-se um
desafio, ja que entre 20 e 30% dos custos de produc¢do sdo destinados para a recuperacao
da biomassa. Como um contraponto o processo de separagdo por membranas torna-se
uma alternativa vidvel, oferecendo vantagens como completa retengdo da biomassa,
menos adi¢do de compostos quimicos e potencial redu¢do do consumo de energia.

Danquah et al. (2009) e Dmitruk et al. (2009) também mostram que o processo de
concentracdo da cultura de microalgas pode ser realizado em uma ou mais etapas.

Geralmente observa-se que a separacdo em uma Unica etapa € feita por centrifugagcdo
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somente para a producdo em pequena escala, quando os produtos finais sdo de alto valor
agregado.

Quando se trata de produtos de baixo valor produzidos em larga escala sdo
utilizados processos de separacio em mais de uma etapa. E importante notar também que
além do menor consumo de energia, sobretudo para sistemas submersos a filtracdo com
membranas também possibilita a recirculacdo do permeado sem a presenca de agentes
quimicos como os agentes floculantes utilizados nos processos de coagulacdo e
floculagao (BILAD et al., 2012).

As membranas envolvidas na separacdo de microalgas sdo feitas de materiais
organicos (poliméricas) ou inorganicos, em menor quantidade. Os materiais organicos
utilizados nas membranas de ultrafiltracdo e microfiltracdo sdo basicamente fluoreto de
polivinilideno, acetato de celulose, politetrafluoretileno, polipropileno, poli (éter
sulfonas), cloreto de polivinila, poliacrilonitrila e polietileno tereftalato. O material mais
utilizado nas membranas inorganicas € o Al20s. Nas membranas poliméricas o tamanho
dos poros varia de 3A a 4um e no caso das membranas inorganicas o tamanho varia de
0,1 20,2um (HWANG et al., 2013).

Observa-se que no caso da filtrac@o utilizando a pressdo como for¢a motriz tanto
a membrana de MF quanto a de UF apresentam quase que total rejeicdo das células
microalgais, ou seja, a biomassa € retida quase que totalmente pela membrana, devido ao
tamanho nominal dos poros ser muito menor que o tamanho das células microalgais.
Estudos recentes mostraram que as membranas de osmose inversa também foram
aplicadas para a separacdo de microalgas, sendo considerado bastante promissor, ja que
os fluxos mostraram-se bastante estdveis, apresentando baixo grau de incrusta¢do. Porém
a membrana de osmose inversa mostrou-se vulneravel quanto a bioincrustacdo no lado de
alta pressdo osmoética quando utilizada dgua do mar como solucdo de extracdo
(BUCKWALTER et al., 2013).

Bilad, Arafat e Vankelecom (2014) afirmam que a maioria dos estudos para
separacdo de microalgas sdo realizados em batelada. A Figura 12 ilustra o processo de
separa¢cdo com membranas, tanto em processo continuo quanto em batelada. No processo
de batelada ndo ha alimentacio ao longo do tempo de filtragem, sendo observado que ao
longo do tempo o volume do tanque de alimentacdo diminui devido a retengdo da

biomassa, havendo aumento da concentragao.
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Figura 12: Processo de separacdo em batelada (A) e continuo (B).
Fonte: (BILAD, ARAFAT e VANKELECOM, 2014)

Bilad, Arafat e Vankelecom (2014) ressaltam que um dos principais fatores
limitantes no processo de separacdo de microalgas com membranas € a incrustacao, que
€ o acumulo de biomassa na superficie interna ou externa, a qual fica adsorvida, presa ou
acumulada, acarretando na perda de permeabilidade, sendo a sua ocorréncia quase que
inevitdvel no processo de separacdo. A incrustagdo gera também um aumento na pressao
transmembrana ou um decaimento no fluxo do permeado. O autor destaca o termo
“filtrabilidade” como sendo o qudo adequada a membrana ¢ para a realizagdo de
determinada alimenta¢do ou com qual facilidade determinada alimentacdo pode ser
filtrada observando-se parametros previamente estabelecidos. Para que haja um aumento
na capacidade de filtracdo da membrana as propriedades da mesma devem ser melhoradas
ou melhoradas as caracteristicas da alimentacao visando a redu¢do da incrustacgao.

A biomassa de microalgas consiste de uma pasta coloidal que é um potencial
agente incrustante. No comeco da filtracdo primeiramente observa-se a reten¢do total ou
parcial na superficie da membrana de coldides, solutos, bactérias (se houver presenca no
meio) e células de microalgas por causa do fluxo convectivo do permeado. Ao longo do
processo de filtragdo ha o aumento do nimero de células formando um biofilme mais
complexo na superficie da membrana (DREWS, 2010), e (BILAD, ARAFAT e
VANKELECOM, 2014).
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Bilad er al. (2012) ressaltam que as incrusta¢des podem ser internas, bloqueio de
poros e formagdo de camadas de bolo. A interna é devido a penetracdo de biomassa nos
poros da membrana, ja as maiores bloqueiam a entrada dos poros.

Baerdemaeker ef al. (2013) destacam que o processo de incrustacio € inevitavel
em qualquer sistema de filtracdo. Para minimizar os efeitos de tal processo é necessaria a
realizacdo de limpeza nos elementos de membrana utilizados no sistema, que podem ser
de carédter fisico ou quimico, com a utilizacdo de compostos dcidos e basicos. O autor
menciona a aplicacdo de backwashing, ou retrolavagem, que se mostrou eficaz para
manter o fluxo de permeado das membranas, utilizando altas concentracdes de biomassa.
(LEE et al., 2012) mostraram eficiéncia na aplicacdo de banho de ultrassom para a
lavagem das membranas para a remog¢ao de agentes incrustantes da sua superficie.

Nedzarek et al. (2015) afirmam que o processo de separagdo por membranas pode
intensificar a aquisi¢cao de biomassa na corrente de concentrado, bem como destacam a
possibilidade de reutilizacdo do permeado no cultivo fechado de microalgas em
fotobiorreatores. No seu estudo os autores realizaram uma comparacdo do fluxo de
permeado de membranas ceramicas com diferentes cortes e 1,4um de tamanho de poro,
bem como avaliaram a suscetibilidade de incrustagdo no processo de separacido. Nos
experimentos foram utilizadas membranas de microfiltragao feitas de Al2O3, O2Ti e ZrO»,
com tamanho de 1178 mm, didmetro interno de 25mm, didmetro de canal de 3,6mm e area
de filtracdo de 0,35m?. Os resultados mostraram que o fluxo de permeado no processo de
microfiltragdo diminuiu ao longo do tempo e as resisténcias aumentando a medida em

que os cortes das membranas diminuiu.
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3. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi realizado nas dependéncias do Laboratdrio de Referéncia
em Dessalinizacio (LABDES), localizado na UFCG, visando a implantacdo de uma
infraestrutura para o estudo da producdo de biomassa de microalgas com fins
bioenergéticos, utilizando como meio de cultivo dguas de pogos de caracteristica salobra
e dguas residuais oriundas de fossas sépticas.

A parte experimental do trabalho foi dividida em trés etapas. A primeira consistiu
no cultivo fechado, em escala de bancada das espécies estudadas em meio sintético, com
a adicdo de cloreto de s6dio em diferentes concentragdes, além do meio de comparagdo
denominado Controle, o qual era composto somente do meio de cultivo sintético. Estes
experimentos foram realizados com o objetivo de analisar o crescimento microalgal, bem
como a acumulacgdo lipidica e producido de biomassa em meios salobros sintéticos. Os
niveis de salinidade foram utilizados levando-se em conta a média de salinidade da
maioria das dguas subterraneas localizadas na regido semidrida do nordeste brasileiro.

Na segunda etapa, também foram executados cultivos fechados, em escala de
bancada, utilizando a mistura d4gua de pogo salobra e nutrientes de fossas sépticas como
meio de cultivo. As proporcoes do efluente em dgua de poco estudadas foram baseadas
nos valores utilizados por Jiang et al, (2011), que avaliaram o crescimento da
cianobactéria Nannochloropsis sp. utilizando dgua do mar e dguas residuais domésticas
como fonte de nutrientes. No presente trabalho, em cada meio foi efetuada a andlise de
crescimento celular, verificacdo dos niveis de lipideos celulares acumulados e a produgdo
de biomassa seca, observando-se em quais meios foram obtidas as melhores relacdes
cinética de crescimento versus acumulacdo lipidica e producao de biomassa.

Atingida a fase de crescimento estaciondrio nas duas etapas, foram realizados
testes de separacdo da biomassa e meio de cultivo, utilizando membranas ceramicas,
sendo estes testes preliminares na primeira e segunda etapas, estudando a viabilidade de
utilizacdo deste processo em escala piloto.

Na terceira etapa experimental os cultivos foram escalonados, sendo estes
realizados em escala piloto em lagoas de alta taxa (raceways), utilizando-se da mistura
dgua de poco salobra e efluente doméstico de fossa séptica como meio de cultivo. Foram

utilizadas as proporc¢des que apresentaram os melhores resultados em termos cinéticos,
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de teor de lipideos e producdo de biomassa obtidos na etapa anterior. Atingidas as
concentracoes celulares maximas, para cada espécie foi realizada a separagdo da biomassa
produzida e do meio de cultivo, com a utilizagdo de membranas ceramicas, sendo
estudada a eficiéncia de separacdo na recuperagdo da biomassa, melhores condi¢des de
operacdo, bem como a andlise do consumo de nutrientes do meio (permeado). Os
proximos subtépicos abordam as metodologias empregadas no trabalho, sendo mostrados

0s equipamentos e materiais utilizados.

3.1 Espécies de Microalgas utilizadas

Para a realizacdo do trabalho foram utilizadas quatro cepas de espécies de
microalgas e uma de cianobactéria, cultivadas em cepdrio localizado no LABDES, um
ambiente climatizado e preparado para o desenvolvimento da pesquisa. A Figura 13
apresenta imagens das espécies cultivadas, sendo elas Chlorella sp. (1), Scenedesmus
acuminatus (2), Nannochloropsis sp. (3) (cianobactéria), Monoraphidium contortum (4)
e Pediastrum tetras (5). As cepas de microalgas foram gentilmente cedidas pelo
Laboratério de Ambientes Recifais e Biotecnologia com Microalgas (LARBIM), da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB), localizado na cidade de Jodo Pessoa - PB e a
Nannochloropsis sp. foi isolada de um tanque de peixes cultivados com rejeito do
processo de dessalinizacdo localizado na comunidade de Urugd, no municipio de Sao
Jodo do Cariri — PB.

A escolha destas espécies se deu pela facil obtencdo na regido semidrida
nordestina do Brasil, além serem encontrados diversos estudos, principalmente
relacionados as espécies (1), (2) e (3). Com relacdo a Nannochloropsis sp., pelo fato da
cepa ter sido isolada de um tanque de peixes cultivados com o concentrado do processo
de dessalinizacdo, esperava-se que o crescimento desta espécie nos meios salobros seja
satisfatorio.

As microalgas Secenedesmus acuminatus, Monoraphidium contortum,
Pediastrum tetras e cianobactéria Nannochloropsis sp. foram replicadas em meio de
cultivo sintético WC (Water Culture), preconizado por Guillard e Lorenzen (1972). A

composi¢ao do meio € descrita na Tabela 7 (a e b). A microalga Chlorella sp. foi replicada
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em meio sintético BBM (Bold’s Basal Medium), conforme introduzido por Bischoff e

Bold (1963), tendo a sua composicao mostrada na Tabela 8.
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Figura 13: Espécies estudadas.
(1) Chlorella sp., (2) Scenedesmus acuminatus, (3) Nannochloropsis sp.,
(4) Monoraphidium contortum, (5) Pediastrum tetras
Fonte: (LOPES, 2017)
Tabela 7a: Reagentes utilizados para preparacdo do meio WC.
SOLUCAO ESTOQUE
Reagente Férmula Quantidade
Cloreto de cdlcio bihidratado CaCl,.2H,O 36,8¢g
Sulfato de magnésio heptahidratado MgS04.7H,0 37g
Bicarbonato de sédio NaHCOs3 12,6g
Hidrogenofosfato de potdssio trihidratado K>HPO4.3H,O 11,4¢g
Nitrato de s6dio NaNO3 85g
Agua destilada 1L
SOLUCAO SILICATO
Reagente Férmula Quantidade
Metasilicato de s6dio nonahidratado NaySi03.9H,0 21,2¢g
Agua destilada 1L
SOLUCAO DE MICRONUTRIENTES
Reagente Férmula Quantidade
Sal dissoédico (EDTA)* Na,EDTA 4,36g
Cloreto férrico hexahidratado FeCl3.6H,O 3,15g
Sulfato ctiprico pentahidratado CuS04.5H,0 0,01g
Sulfato de zinco heptahidratado ZnS04.7THO 0,022¢
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Cloreto de cobalto hexahidratado CoCl,.6H>O 0,01g
Cloreto manganoso tetrahidratado MnCl.4H,O 0,18¢g
Molibdato de sddio bihidratado Na,Mo004.2H,0 0,006g
Acido bérico H3BO; g
Agua destilada 1L
SOLUCAO DE VITAMINAS
Reagente Quantidade
Cloridrato de Tiamina 0,1g
Biotina 0,0005g
Agua destilada 1L

*EDTA — Etileno diamino tetraacético dissodico

Tabela 7b — Composicdo do meio.

COMPOSICAO DO MEIO
Solugdo Estoque ImL
Solugdo Silicato ImL
Solugdo de Micronutrientes ImL
Solugdo de Vitaminas ImL
Tri hidroximetil-amino-metano 0,115g
Agua do meio 1L

Tabela 8: Composi¢do meio BBM.

Volume para cada

Reagente Férmula Quantidade (g) Agua (mL) litro de meio (mL)
Fosfato Dipotassico K>HPO4 1,875 250 10
Fosfato Monopotassico KH,PO4 4,375 250 10
Sulfato de Magnésio
M TH 1 2 1
Heptahidratado 8504, 7H:0 875 >0 0
Nitrato de Sédio NaNO; 6,250 250 10
Cloreto de Calcio
1,.2H 2 2 1
heptahidratado CaCl2H,0 0,625 >0 0
Cloreto de Sodio NaCl 0,625 250 10
Sal EDTA Tetrasodio/ EDTA.Nas/ 5.0 100 |
Hidroxido de potassio KOH ’

Sulfato Ferroso

. ¢ . FeS04.7H>0/ 0,498/
heptahldra,ta.dolAudo H,SO, 0.1mL 100 1
Sulfirico
Acido Bérico H3;BO; 1,142 100 1
Sulfato de Zinco
Heptahidratado ZnS0O4.7TH20 0,353 25 0,1
Cloreto Manganoso
Tetrahidratado MnCl,.4H,O 0,058 25 0,1
Sulfato Caprico
Pentahidratado CuS04.5H;0 0,063 25 0,1
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Nitrato de Cobalto
Hexahidratado Co(NO3),.6H,O 0,020 25 0,1
Molibdato de Sodio
Bihidratado Na;Mo004.2H,0 0,048 25 0,1
3.2 Etapa 1

Os primeiros experimentos consistiram nos cultivos em fotobiorreatores das
espécies de microalgas e cianobactéria em meios salobros sintéticos, com um volume de
cultivo de 2 litros, em ambiente controlado, com temperatura na faixa de 22 e 25°C. Foi
utilizado fotoperiodo de 12/12h (claro/escuro), com o intuito de se avaliar o crescimento
das espécies simulando o dia e noite em um cultivo aberto. Durante todo o experimento,
o meio de cultivo era aerado, com auxilio de microbombas, visando manter a
homogeneizacdo e manter as células em suspensdo dentro do fotobiorreatores.

O cultivo se deu realizando o in6culo em meio sintético, com a adi¢cao de NaCl.
As concentragdes deste sal utilizadas foram 2,0; 4,0 e 6,0 g.L‘l. A escolha destas
concentracdes foi baseada na faixa de salinidade média dos pogos da regido do semidrido
nordestino brasileiro. Além destes, também foi realizado o in6culo das cepas no meio
denominado Controle, consistindo somente dos meios de cultivo sintéticos
correspondentes para cada espécie (WC e BBM) em dgua deionizada. Os in6culos foram
feitos na relacdo 1% (v/v) com o meio de cultivo. Portanto, para a realizacdo desta etapa
foram executados quatro cultivos por espécie, totalizando vinte ao longo de todas as
bateladas realizadas.

Apés a inoculagdo das microalgas foi realizado o acompanhamento do
crescimento celular pela contagem didria do nimero de células em microscépio marca
Bioval, com o auxilio da Camara de Neubauer, no mesmo horario do indculo inicial. As
contagens foram realizadas retirando-se uma amostra de cada fotobiorreator e realizando
a contagem em triplicata, sendo calculada entdo a média didria da concentracdo celular
para cada meio durante todos os experimentos realizados.

As contagens foram realizadas até que fosse atingida a fase de crescimento
estaciondrio das células, sendo o tempo total de cultivo para a microalga Chlorella sp.

entre 10 e 12 dias, entre 15 e 18 dias para a Scenedesmus acuminatus, para a cianobactéria
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Nannochloropsis sp. entre 14 e 17 dias, e para as espécies Monoraphidium contortum e
Pediastrum tetras o tempo de cultivo foi de 15 dias. Com os dados obtidos foram plotadas
as curvas de crescimento e observado o inicio e fim da fase de crescimento exponencial.
A partir da regressdo linear, utilizando a Equac¢do 11 (mostrada anteriormente), foi
calculada a velocidade maxima de crescimento (Umix) em cada cultivo. A Figura 14

mostra o fluxograma desta etapa.

Meio de cultivo CULTIVO FECHADO EM
sntético | —)| ESCALADE BANCADA ] NaCl
(VARIAS CEPAS)

Contagem Analise de Condutividade
celular Crescimento elétrica (k) e pH

TESTE SEPARACAO DA BIOMASSA

|

| |
| |
| s |
I (MEMBRANAS CERAMICAS) I
| |
| |
| |
| |
| I |
I I |
| |

v \4 \4
B A N C O D E D A D O S

Figura 14: Fluxograma da primeira etapa.

Ao longo do tempo de cultivo também foi realizado o monitoramento do pH e
condutividade elétrica, usando o pHmetro e condutivimetro, marca Hanna e Del Lab,
respectivamente.

Com os dados obtidos foi realizada uma analise estatistica de variancia (ANOVA)
para um unico fator, visando conhecer a influéncia da salinidade do meio (varidvel de

entrada) no crescimento das espécies estudadas, sendo os niveis desta varidvel O
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(Controle); 2,0 g L'!; 40 gL' e 6,0 gL'!. As varidveis resposta estudadas foram a
velocidade médxima de crescimento e tempo de geracdo. Com este tratamento foi possivel
comparar as médias das respostas dos niveis 2,0 g.L''; 4,0 gL' e 6,0 gL' com o
Controle, sendo observado quais parametros cinéticos apresentaram diferencas

significativas. Tais resultados foram obtidos aplicando o Teste de Tukey.

3.2.1 Testes preliminares de separacio da biomassa e meios de cultivo
salobros sintéticos.

Atingida a fase estaciondria de crescimento foi realizada a separacio da biomassa
com a utilizacdo de membranas cerdmicas de microfiltracdo, produzidas no Laboratério
de Membranas Ceramicas (LABCEM), situado nas dependéncias do LABDES, tendo em
sua composi¢do Alumina (Al203) e argila. A separacdo realizada nesta etapa foi tomada
como teste preliminar para utilizacido na etapa de cultivos abertos, ndo sendo, portanto,
realizada a caracterizacdo das membranas. A eficiéncia do processo de separacdo foi
verificada pela observacao de aspectos visuais como cor e transparéncia do meio.

Foram utilizados trés elementos de membrana, com tamanho de 30 cm cada,
diametro de 2,3 cm e drea superficial de 0,022 m?. Para os testes em escala de bancada
foi desenvolvido um sistema a vacuo composto por uma bomba com ¥ CV de poténcia,
conectores € mangueiras. A escolha desta configuracdo do sistema de separagcdo se deu
devido ao pequeno volume de cultivo, sendo esta considerada a mais apropriada para os
testes em escala de bancada.

As membranas foram dispostas em paralelo, tendo como forca motriz uma pressao
de 760 mmHg, realizando a suc¢do do meio de cultivo e da biomassa em suspensio.
Foram executados os testes de separacao para todos os quatro meios, nos quais as espécies
foram cultivadas (Controle e meios salobros sintéticos), totalizando vinte
fotobiorreatores. Durante a separagdo, ao ser observado o acimulo de biomassa na
superficie da membrana, o sistema foi desmontado e realizada a limpeza dos elementos
de membrana com 4dgua deionizada. A Figura 15 ilustra o sistema a vacuo desenvolvido
para os testes de separacao.

Ap6s separada, a biomassa foi transferida para cadinhos devidamente secos em

estufa a 105°C e pesados e, depois o conjunto cadinho/biomassa foram levados para estufa
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e secos a 45°C, por cerca de 24 horas. Em seguida a biomassa seca foi pesada e
relacionada com o volume final de cultivo, sendo, portanto verificada a produgdo de
biomassa seca e realizada a quantificacao do teor de lipideos (Figura 16), desenvolvida a
partir da metodologia preconizada por Folch, Less e Stanley, (1956) modificada para

microalgas.

1: Bomba a vicuo
2: Mangueiras 6
3: Conectores

4: Membrana ceramica

5: Biomassa

6: Meio de cultivo (ap6s separacio)

Figura 15: Tlustrag¢@o do sistema a vicuo.

Figura 16: Andlise do teor de lipideos.

A partir dos resultados dos teores de lipideos, foi realizada uma nova andlise de
variancia ANOVA para um unico fator em cada cultivo, tendo como varidvel de entrada

a salinidade do meio, nos niveis 0 (Controle); 2,0 g.L''; 4,0 gL' e 6,0 gL' e como
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variavel resposta o teor de lipideos obtido, sendo verificada a influéncia da salinidade na

acumulacdo lipidica para cada meio de cultivo.

3.3 Etapa 2

Nesta etapa os cultivos foram realizados utilizando como meio dgua de pogo
salobra e dguas de fossas sépticas como fonte exclusiva de nutrientes. Os indculos foram
fechados, em escala de bancada e realizados nas mesmas condi¢des controladas de
temperatura, luminosidade e aeracdo da primeira etapa. Foram utilizadas as mesmas
espécies de microalgas e cianobactérias utilizadas anteriormente.

Primeiramente foi feita a caracterizacdo da 4agua do poco localizado nas
dependéncias do LABDES/UFCG, a partir de andlise fisico-quimica (em anexo)
utilizando as metodologias descritas no Standart Methods for the Examination of Water
and Wastewater, (1998). Em um segundo momento foram coletadas dguas de fossas
sépticas localizadas na prépria UFCG, sendo feita entdo a mistura destes dois meios, nas
seguintes proporcdes de volume de efluente: 5%, 10%, 30%, 50% e 80%. Todas as
proporcoes utilizadas foram comparadas com o meio de Controle (meio de cultivo
sintético). Portanto, foram feitos cinco ensaios contendo diferentes proporcdes de esgoto
em dgua de pogo, mais o Controle, sendo para cada espécie, realizados seis cultivos. No
total, nesta etapa, foram realizados trinta cultivos fechados.

As propor¢oes de esgoto foram escolhidas tendo como base o trabalho
desenvolvido por Jiang et al., 2011, onde foi utilizada 4gua do mar com a adi¢cdo de dguas
residuais municipais e adi¢dao de 15% de CO2 como meio de cultivo. Apds preparados os
meios para cultivo nas suas devidas proporc¢des, antes de serem inoculadas as espécies,
foram realizadas em cada meio a quantificacdo de nitrogénio e fosforo pela andlise da
concentragio de fosfato (PO4>"), amonia (NH3), N-nitrato (N-NOj3') e N-nitrito (N-NO2"),
utilizando metodologias descritas no Standart Methods for the Examination of Water and
Wastewater, (1998), sendo depois também, feita a verificagcdo do pH e condutividade
elétrica.

Também foi feita a andlise de DQO (Demanda Quimica de Oxigé€nio), com
metodologia também descrita no Standart Methods for the Examination of Water and

Wastewater, (1998), pelo método da refluxacgdo fechada, sendo esta também realizada em
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triplicata. Logo apds, as microalgas e cianobactéria foram inoculadas em fotobiorreatores,

que continham 2 litros do meio de cultivo. Os in6culos foram feitos na relagdo 1% (v/v)

com o meio de cultivo. Na Figura 17 estd representado o fluxograma dos procedimentos

realizados nesta etapa.
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Figura 17: Fluxograma da segunda etapa.
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Depois de realizado o indculo, foi feito o acompanhamento do crescimento pela

contagem celular didria em cada meio de cultivo, no mesmo hordrio do inéculo inicial,
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tal como executado na primeira etapa, sendo retirada uma aliquota de cada meio e
efetuada a contagem em triplicata. Além destas, foi realizado o monitoramento do pH e

condutividade elétrica. A Figura 18 mostra imagens dos cultivos realizados no cepdrio.

Figura 18: Cultivo fechado (Agua po¢o mais fossas sépticas).
Fonte: Autor

As contagens foram feitas até ser atingida a fase esticiondria de crescimento
celular, sendo o tempo de cultivo para a Chlorella sp. de dez dias, dezoito dias para a
Scenedesmus acuminatus, entre 15 e 16 dias para a Nannochloropsis sp., 13 e 14 dias para
a Monoraphidium contortum e Pediastrum tetras.

A partir dos dados obtidos foram calculadas as médias da velocidade médxima de
crescimento, além do tempo de geracdo e, posteriormente, foi realizada uma anélise
estatistica, usando o Teste de Tukey para um unico fator para a observancia da influéncia
da concentracdo de nutrientes (varidvel de entrada) nas varidveis resposta velocidade

maxima de crescimento e o tempo de geracao.

3.3.1 Testes preliminares de separacio da biomassa e meios de cultivo
compostos de aguas de fossas sépticas e aguas subterraneas
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Atingida a fase de crescimento estaciondrio, os testes preliminares de separacao
com membranas ceramicas foram realizados, tal como na Etapa 1, visando avaliar a
viabilidade de utilizac¢do nos cultivos abertos. Foram utilizados 0 mesmo sistema a vacuo
e elementos de membrana da etapa anterior, observando-se a viabilidade de separacdo da
biomassa e do meio de cultivo utilizado nesta etapa, sendo observados aspectos visuais,
como a cor e transparéncia, do meio para ser verificada a eficiéncia na separagdo.
Observado o acumulo de biomassa na superficie da membrana foi feita a limpeza
utilizando dgua deionizada. Na Figura 19 estdo ilustrados os equipamentos utilizados no

processo de separacdo da biomassa.

Figura 19: Separacdo da biomassa com membranas ceramicas.
Fonte: Autor

Separada a biomassa do meio de cultivo, esta foi submetida a secagem em estufa
(45°C) por cerca de 24 horas. Logo ap6s foi quantificada a produ¢do em biomassa seca
obtida para cada meio a partir dos volumes de cultivo finais, bem como a andlise do teor
de lipideos, para verificacdo do potencial para producao de biodiesel, utilizando a mesma
metodologia da primeira etapa. Quanto aos meios nos quais as espécies foram cultivadas
foram repetidas as andlises de NH3, N-NO2, N-NOs™ e POs*, bem como DQO para
quantificacdo da absorcao de nutrientes e diminui¢do da carga poluidora.

Nesta fase do trabalho também foi realizada a anéalise estatistica dos resultados,
para a acumulacdo de lipideos obtida em cada meio, utilizando a ferramenta ANOVA,
tendo como varidvel independente as propor¢des de nutrientes nos niveis 0 (Controle),
5%, 10%, 30%, 50% e 80% e, como variavel resposta a acumulacao de lipideos obtida
em cada cultivo, sendo verificado em quais meios houve a influéncia da varidvel de

entrada na resposta.

(GUIMARAES, B. S.) Produgdo de biomassa de microalgas utilizando dguas residudrias como fonte de nutrientes em meios
salobros, para andlise da viabilidade de produgdo de biodiesel



3.4 Etapa 3

70

Na terceira etapa foi realizado o cultivo aberto da Chlorella sp. e da cianobactéria

Nannochloropsis sp. em duas lagoas de alta taxa (raceways) em escala piloto. Na Figura

20 tem-se o fluxograma desta etapa.
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Figura 20: Fluxograma da terceira etapa.
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Foram adaptados dois tanques para os cultivos, cada um com capacidade de 1.600
L. A homogeneizacdo do meio aquoso foi mantida por um sistema composto por um
motor de baixa rotacdo acoplado a dois agitadores de aluminio, os quais tiveram o
objetivo de manter a biomassa em suspensdo sob uma agita¢do constante e uniforme,
favorecendo também a incidéncia da luz em todo o volume do meio aquoso dos tanques
durante todos os experimentos. Os meios de cultivo utilizados foram dguas subterraneas
salobras e efluentes de fossa séptica como fonte de nutrientes. Os tanques foram alocados
na drea externa do LABDES, sendo os cultivos expostos as variacdes de temperatura do
ambiente, assim como submetidas a luminosidade natural.

Os meios de cultivo para esta etapa nos tanques foram preparados da seguinte
forma:

1. Coleta da dgua salobra do poco do LABDES e caracterizacao em termos fisico-
quimicos segundo metodologias descritas no Standart Methods for the
Examination of Water and Wastewater, (1998), (Anexo IV);

2. Coleta de dgua de esgoto bruto de fossas sépticas no ambito da UFCG;

3. Caracterizagdo da mistura dgua de poco e esgoto em termo de concentragdo dos
nutrientes NHiz, N-NO2", N-NOj3™ e Fosforo total, nimero de bactérias Escherichia
coli, DQO e DBOs;

A Figura 21 apresenta fotos do tanque pipa coletor das amostras de dguas féssicas

utilizadas para o transporte do esgoto bruto até os tanques e dos tanques de cultivo.

Figura 21: A — Tanque pipa contendo esgoto / B — Mistura 4gua de poco e efluente de fossa séptica.
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Os volumes de dgua de poco e esgoto bruto nos tanques variaram em fun¢ao do
das espécies cultivadas, assim como segue:

a) Para a Chlorella sp. tomou-se 75L (5%) de dgua bruta de esgoto para 1.425L

(95%) de agua salobra do pogo e

b) Para a Nannochloropsis sp. tomou-se 750L (50%) de dgua bruta de esgoto

para 750L (50%) de dgua salobra do poco.

As proporcdes e espécies utilizadas nesta etapa, foram as que apresentaram os
melhores resultados, em termos cinéticos, de acumulagao lipidica e produgao de biomassa
na Etapa 2. Foram cultivadas a Chlorella sp. na propor¢do de 5% e a cianobactéria
Nannochloropsis sp. na de 50%, sendo estes realizados em duplicata, utilizando a mesma
proporcdo nos dois tanques em cada batelada realizada.

O volume dos cultivos em cada tanque foi de 1.500L, sendo a propor¢do de
indculo inicial para cada espécie de 1% (v/v), mesma propor¢ao utilizada nas etapas
anteriores. Para isto, as espécies foram cultivadas nos meios sintéticos em
fotobiorreatores tubulares, em ambiente controlado, produzindo um volume de 40 litros
para cada espécie, para posteriormente serem inoculadas nos tanques de cultivo. Na
Figura 22 tem-se os fotobiorretatores dentro do cepério, em operagdo, sob o efeito de luz
e temperatura (22-25°C) controlados.

A Figura 23 ilustra as lagoas de alta taxa em funcionamento apds o indculo das
espécies, onde diariamente, foram coletadas amostras e realizado o acompanhamento do
crescimento celular pela contagem didria, com mesma metodologia empregada nas etapas

anteriores, bem como o monitoramento do pH e condutividade elétrica do meio.

Figura 22: Fotobiorreatores tubulares utilizados para indculos.
Fonte: Autor
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Figura 23: Cultivo aberto das microalgas.
Fonte: Autor

3.4.1 Testes de separacdo da biomassa nos cultivos em escala piloto,
utilizando membranas ceramicas

Quando atingida a fase de crescimento estaciondrio, foram realizados os testes de
separacdo da biomassa usando membranas ceramicas. Para isto, foi desenvolvido um
sistema composto por um motor bomba de 1,0 CV, quatro mandmetros, valvulas e oito
recipientes de filtracio com membranas. A Figura 24 (A e B) ilustram imagens do sistema

de filtracdo acoplado aos tanques.

Figura 24: A - Visdo de cima do sistema de separagdo / B - Sistema de separacdo e lagoas de alta taxa.

(GUIMARAES, B. S.) Produgdo de biomassa de microalgas utilizando dguas residudrias como fonte de nutrientes em meios
salobros, para andlise da viabilidade de produgdo de biodiesel




74

As membranas ceramicas utilizadas nesta etapa possuem a mesma composicao
das utilizadas nas Etapas 1 e 2, variando somente o tamanho. Nesta etapa estas foram
caracterizadas com base na sua drea superficial, superficial ttil e da porosidade aparente,
a qual foi calculada com a Equacdo 10, a partir da metodologia empregada por Montoro
e Cioffi, 2015, onde ms € a massa seca apds secagem em estufa a 110°C, m; é a massa
imersa ap0s ser submergida em 4dgua deionizada e my € a massa imida apds ser retirado

0 excesso de dgua.

P = M 100
" \m,—-m

As membranas foram produzidas utilizando alumina e argila sendo, utilizadas
membranas com porosidades aparentes diferentes, no valor de 51,98% e 42,79%. Elas
possuem um comprimento Gtil médio de 15,77 + 0,86 cm, tendo uma 4rea ttil, ou seja, a
que entra em contato efetivo com a biomassa de 0,012 + 0,001 m?. O sistema de separacio
operava em “dead end”, ndo gerando uma corrente de saida do concentrado, sendo o
mesmo acumulado nos recipientes que continham as membranas. O sistema de separagcao
foi projetado especificamente para os cultivos abertos, em escala piloto. Desse modo, para
o volume dos cultivos a configuracdo do sistema foi a mais adequada, buscando otimizar
a recuperacao de biomassa.

Para isto, foram utilizadas oito membranas ceramicas, dispostas em dois blocos
de quatro operando em paralelo. Em cada bloco as duas primeiras membranas, com maior
porosidade aparente, recebiam os cultivos, que eram bombeados dos tanques e, operavam
em série com as outras duas membranas de menor porosidade, as quais eram alimentadas
com o permeado das primeiras.

Foram realizados testes para obtencao das melhores condi¢des de operagdo, de
modo a maximizar a efici€éncia na separagdo, em termos de vazao do permeado, volume
de concentrado obtido versus pressdo da alimenta¢do, a qual em todos os cultivos foi 3,3
bar, sendo esta a que apresentou melhor efici€éncia na obten¢do do concentrado.

No decorrer do processo de separag¢do, havendo o entupimento das membranas,

devido a grande quantidade de biomassa retida nos poros e na superficie, o sistema foi
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desmontado e realizada a lavagem com 4gua deionizada e, em seguida, remontado para
continuar a separa¢do. Terminado o processo o sistema foi desmontado e realizada uma
limpeza quimica nas membranas ceramicas, para desentupimento dos poros, utilizando
uma solugdo de hidréxido de sédio 1,0 N e banho ultrassonico.

Ap6s a separacdo, a biomassa foi coletada das membranas pela limpeza com dgua
deionizada e depois, seca em estufa a 45°C por cerca de 24 horas para realizacdo das
andlises da producdo de biomassa seca e teor de lipideos. Estas foram realizadas
empregando-se as mesmas metodologias das etapas anteriores, sendo verificado o
potencial de producdo de biodiesel. Quanto ao meio aquoso (esgoto e dgua de poco),
foram realizadas as mesmas andlises do inicio do cultivo, sendo quantificada a
concentracao final de nutrientes, sua carga poluidora final e a quantificacdo de bactérias

Escherichia coli ao final dos cultivos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo foram discutidos os dados obtidos nas trés etapas do trabalho,
relativas ao cultivo das espécies de microalgas e cianobactéria nos seguintes meios e
formas de cultivo:

1. Cultivos fechados em meios salobros sintéticos;

2. Cultivos fechados em dgua de poco salobra e dguas residuais oriundas de

fossas sépticas.

3. Cultivos abertos em lagoas de alta taxa (raceways), em dgua de poco salobra

e efluente de fossas sépticas.

Utilizando como ferramenta o Teste de Tukey foi feito um estudo estatistico, para
averiguar se ocorreu diferenca significativa, entre as médias dos valores dos pardmetros
cinéticos obtidos na primeira e segunda etapas, sendo eles a velocidade maxima de
crescimento (Umix) € tempo de geracdo (tg).

Além de serem monitorados os pardmetros fisico-quimicos dos meios, também foi
estudada a eficiéncia da remog¢do dos nutrientes e a variacdo da DQO, antes e apds o0s
cultivos que utilizaram dgua de poco e esgoto doméstico oriundo de fossa séptica como

meio de cultivo.

e PRIMEIRA ETAPA

Os proximos topicos abordam os resultados obtidos a partir do monitoramento da
concentracao celular, condutividade elétrica e pH, sendo possivel a construcao das curvas
de crescimento em cada meio, além de célculos cinéticos, teor de lipideos e producdo de

biomassa.

4.1 Curvas de crescimento em meios salobros

O comportamento do crescimento das espécies cultivadas nos meios salobros
sintéticos estd representado nas Figuras 25 a 29, evidenciando as variagcdes das

concentracodes celulares em funcio do tempo de cultivo.
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A Figura 25 representa o comportamento do crescimento da espécie Chlorella sp.
em funcio da concentracdo do NaCl adicionado no meio, comparado ao Controle, sendo
este composto somente por meio de cultivo sintético, sem adic@o do sal. Observou-se que
o crescimento nas concentracdes de 2,0 g.L'1 e 4,0 g.L'1 apresentaram curvas com um
comportamento similar, apontando para um melhor crescimento entre os meios salobros
nos de salinidade baixa e moderada. Foi notada uma maior diferenca entre a curva do
Controle e a concentracio de 6,0 g.L'!, observando-se que neste meio salobro a fase log
de crescimento durou até aproximadamente o sexto dia quando, a partir desse ponto, o
crescimento comegou a diminuir. Desse modo, pode-se inferir que a salinidade deste meio

inibiu o crescimento da microalga.
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Figura 25: Curvas de crescimento Chlorella sp. em meios salobros.

Uma provavel explicag@o para as baixas concentra¢des celulares obtidas no meio
com 6,0 g.L'! é o impacto que a salinidade causa no metabolismo celular, fato também
foi observado por Lopes (2017), que utilizou o NaCl nos cultivos da Chlorella sp. O autor
mostra que o impacto da salinidade no crescimento celular se deve ao estresse osmético
e 10nico que o meio salobro provoca no metabolismo intracelular, influenciando
diretamente na permeabilidade seletiva da membrana celular com relacdo aos fons, que é

alterada devido a salinidade do meio de cultivo, modificando as proporcdes idnicas dentro
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da célula. Este impacto pode ser positivo, no sentido de favorecer o crescimento, ou
negativo, inibindo o crescimento, dependendo da espécie cultivada.

A Figura 26 representa as curvas de crescimento da microalga Scenedesmus
acuminatus, onde nota-se que o meio com concentracdo de 4,0 g.L‘1 teve o
comportamento mais similar e mais préximo do Controle, tendo atingido, dentre os meios
salobros, os maiores valores médios de concentracdo celular. Sendo assim, pode-se inferir
que tal espécie de microalga apresentou um crescimento mais satisfatério em meios
salobros com maiores salinidades. Percebe-se que em todas as concentragdes, exceto no
Controle, houve uma tendéncia de decaimento da média de células entre o dia do in6culo
(dia 0) e o primeiro dia de cultivo, apontando para a ocorréncia da fase lag, onde hé a
adaptacdo da espécie ao meio salobro, ndo havendo o crescimento celular.

Observa-se que no meio com 6,0 g.L'!, na fase de crescimento exponencial, as
concentracdes celulares atingiram valores maiores que o meio com 2,0 gLl se
aproximando mais do meio com 4,0 g.L"!. Tal fato aponta para uma melhor cinética de

crescimento desta espécie em meios salobros com concentracdes mais elevadas.

7,50 A @ Controle
W2g/L NaCl
® 4g/L NaCl
7,00 A §
e O § A 6g/L NaCl

6.50 - ° ¢ ®

log (N° de Células/mL)

6,00 -

5,50 1 § §

5,00 §

4,50 I ?
4,00 T

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
tempo (dias)

u
—H

Figura 26: Curvas de crescimento da microalga Scenedesmus acuminatus em meios salobros.
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Em contrapartida, as curvas de crescimento da cianobactéria Nannochloropsis sp.,
representadas na Figura 27, mostraram que os meios com concentracio de 4,0 gL' e 6,0
g.L'! de NaCl tiveram um melhor crescimento que o Controle, o que pode indicar que
esta cianobactéria tem o seu crescimento favorecido em meios salobros com
concentragdes de sais mais elevadas, tais como as dguas dos pogos localizados na regiao
semidrida nordestina. Desse modo, ha evidéncias que, para esta espécie, o impacto da
salinidade do meio, provocando o estresse osmoético no metabolismo celular, veio
favorecer o crescimento nos meios mais salobros. Percebe-se pelo decaimento entre os
dias 0 e 1, que a fase lag ocorreu nas concentracdes de 2,0 e 4,0 g.L'l, mostrando que
entre o dia do indculo e o primeiro dia de cultivo foi o periodo de adaptacdo da microalga

a estes meios.
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Figura 27: Curvas de crescimento da cianobactéria Nannochloropsis sp. em meios salobros.

As Figuras 28 e 29 representam as curvas de crescimento das microalgas
Monoraphidium contortum e Pediastrum tetras, respectivamente. As curvas da microalga
Monoraphidium contortum mostram que, na concentracio de 2,0 g.L'! de NaCl, o
comportamento se assemelhou bastante com a curva de crescimento do Controle, sendo
observada a ocorréncia das fases de crescimento em dias bastante préximos. Nas

concentragdes de 4,0 e 6,0 g.L! as curvas ficaram abaixo do Controle, mostrando, assim
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menores concentracoes celulares médias, principalmente o meio com maior salinidade.
Observa-se que a ocorréncia da fase lag teve a tendéncia de duragcdo de somente um dia
para todos os meios, ja que a concentracdo celular no dia do in6culo e no primeiro dia
permaneceu praticamente a mesma, apontando que houve a adaptacdo ao meio para que

a duplicacgao celular pudesse ocorrer.
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Figura 28: Curvas de crescimento da microalga Monoraphidium contortum em meios salobros.
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Figura 29: Curvas de crescimento da microalga Pediastrum tetras em meios salobros.
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Para a espécie Pediastrum tetras, que tem as curvas de crescimento representadas
na Figura 29, pode-se constatar que o comportamento das curvas desta espécie no meio
de concentracdo 2,0 g.L'! de NaCl foi melhor do que o Controle, revelando a tendéncia
ao crescimento satisfatorio desta espécie em meios salobros com salinidades mais baixas.
Nota-se, também que a curva de crescimento do meio com 4,0 g.L‘1 teve seu
comportamento bastante semelhante com o Controle, mostrando o crescimento
satisfatorio neste meio.

Comparando os resultados entre as espécies pode ser verificado que as espécies
que mostraram um crescimento mais satisfatério nos meios com menores concentracoes
de sal foram a Chlorella sp., Monoraphidium contortum e Pediastrum tetras. J4 as que
suportaram as maiores salinidades, tendo crescimento maior foram a Scenedesmus
acuminatus € Nannochloropsis sp., sendo esta ultima a que apresentou crescimento mais
satisfatorio entre as espécies estudadas nos meios com concentragdo de 4,0 g.L'1 e 6,0

gLl

4.2 Parametros cinéticos de crescimento em meios salobros

A partir das curvas de crescimento apresentadas no subitem anterior foi possivel
observar a fase de crescimento exponencial para cada meio de cultivo, sendo realizado o
calculo da velocidade maxima de crescimento (Umax) para os meios salobros e o Controle
para cada espécie estudada. O cdlculo de umix € obtido com o auxilio da definicdo dada
pela Equacdo 7 e a representacdo grafica de In X versus (t-to), aplicada na fase log de
crescimento. Visto que as contagens didrias foram realizadas em triplicata para cada meio
de cultivo, foram calculados os valores médio de pmix € 0s seus respectivos desvios
padrao.

O tempo de geracdo (tg) foi calculado a partir da Equacéo 8, partindo dos valores
de umax obtidos, sendo estes célculos realizados para todos os cultivos em meios salobros
sintéticos e para o Controle em todas as espécies estudadas. Na Tabela 9 sdo apresentados
os resultados da velocidade maxima de crescimento, os coeficientes de correlacao obtidos
a partir da regressao linear realizada e o tempo de geracdo para cada meio.

Os resultados mostram que para a microalga Chlorella sp. a maior velocidade

maxima de crescimento € menor tempo de geragdo ocorreram no Controle, e os melhores
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valores destes parametros entre os meios salobros foram observados na concentragio de
4,0 g L'!. Em contrapartida a espécie Scenedesmus acuminatus teve os seus melhores
resultados cinéticos observados no meio com maior salinidade, os quais atingiram valores
bem superiores que o do Controle, apontando para o fato de que o crescimento celular

desta espécie € favorecido nos meios com salinidades mais altas.

Tabela 9: Resultados parametros cinéticos nos cultivos em meios salobros sintéticos.
Chlorella sp.
Mmsx (dia™) R? ty (dia)
Controle 0,5441 £0,0466 0,9348 1,28 +0,11
2,0 g L'NaCl 0,2696 +0,0099 0,9248 2,57 +0,09
4,0 g L'NaCl 0,3622 +£0,0052 0,9366 1,91 +0,03
6,0 gL' NaCl 0,3261 £0,0413 09310 2,15+0,29

Scenedesmus acuminatus
Mmsx (dia) R? tg (dia)
Controle 0,2929 £0,0115 0,8740 2,37 +0,09
2,0 g L'NaCl 0,3829+£0,0393 09728 1,82+0,18
4,0 gL'NaCl 0,4150+0,0117 0,8471 1,67 £0,05
6,02 L' NaCl 0,6111£0,0689 09399 1,14+0,14

Nannochloropsis sp.
Mmix (dia™t) R? tg (dia)
Controle 0,2291 £0,0077 0,9620 3,03 +0,010
2,0 g L'NaCl 0,2149+0,0123 0,8373 3,23+0,18
4,0 gL' NaCl 0,4444 £0,0597 0,9446 1,58 £0,21
6,0 gL' NaCl 0,3771 £0,0248 09210 1,84 0,12

Monoraphidium contortum
tmix (dia™t) R? ty (dia)
Controle 0,2488 £0,0095 0,9399 2,79+0,11
2,0 gL' NaCl 0,2324 £0,0075 0,8699 2,98 £0,10
4,0 g L''NaCl 0,1579 £0,0072 0,8338 4,39 £ 0,21
6,0 gL' NaCl 0,1871 £0,0134 09335 3,72+0,26

Pediastrum tetras
Mmsx (dia™) R? ty (dia)
Controle 0,2586 +£0,0338 0,9254 2,71 +£0,33
2,0 g L'NaCl 0,3405+0,0086 0,9430 2,04 +0,05
4,0 gL' NaCl 0,2849 +0,0364 0,7882 2,46+0,29
6,0 gL' NaCl 0,1973£0,0194 0,9091 3,54 +0,36
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O mesmo ocorreu com a cianobactéria Nannochloropsis sp., na qual os valores de
Umix € tg na concentracdo de 4,0 g.L'! foram mais satisfatérios que os do Controle.
Resultados similares ndo foram observados com a microalga Monoraphidium contortum,
onde ndo ocorreram grandes diferencas entre o Controle e os meios salobros, sendo
verificado que Umix € tg nestes ndo ultrapassaram os do Controle. Para a espécie
Pediastrum tetras os valores da velocidade médxima de crescimento e tempo de geracio
foram um pouco maiores no meio com concentracdo de 2,0 g.L ! e 4,0 g.L"!, porém sem
grandes aumentos em relacdo ao Controle. A Figura 30 d4 uma visdo comparativa dos

resultados de Umsx € tg obtidos.
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Figura 30: Velocidade mdxima de crescimento e tempo de geracdo para todas as espécies nos meios
salobros e Controle.
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A partir do que foi observado na figura anterior pode ser realizada uma
comparacao entre espécies, sendo percebido que as que suportaram as maiores salinidades
foram a Scenedesmus acuminatus e Nannochloropsis sp., seguido da Chlorella sp., sendo,
porém observado nesta Ultima que os parametros cinéticos ndo superaram o Controle.
Porém, se comparada com a Monoraphidium contortum e Pediastrum tetras os resultados
nas concentracdes de 4,0 e 6,0 g.L'! foram melhores para a Chlorella sp. Isso aponta para
a viabilidade de cultivo em dguas de pocos salobras.

Os resultados observados para a microalga Pediastrum tetras mostraram que a
cinética de crescimento pode ser favorecida em dguas com salinidades baixas, ja que os
resultados de pumax € tg foram melhores que o Controle desta espécie na concentracio de
2,0 g.L'!. Esta faixa de salinidade também se mostra favordvel para o crescimento da
Scenedesmus acuminatus, sendo percebido que esta espécie pode ser cultivada tanto em
aguas mais salobras como as de menores salinidades.

Com o objetivo de ser estudada a influéncia da salinidade do meio na velocidade
maxima de crescimento e no tempo de geracdo, foi realizada uma andlise de variancia
(ANOVA) tendo como varidvel independente os valores das concentragdes de NaCl nos
niveis 0,0 g.L! (Controle); 2,0 g.L''; 4,0 gL' e 6,0 g. L. As varidveis resposta sdo os
valores de pmax € tg.

Este estudo estatistico foi feito usando o Teste de Hip6teses para um unico fator,
sendo testada a igualdade entre médias dos parametros cinéticos dos tratamentos
(salinidade do meio), pelo Teste F com um nivel de significancia de 0,05 (o = 0,05). Os
testes foram realizados utilizando o software Minitab 17. A Tabela 10 mostra os valores
de F calculados para cada microalga e cianobactéria, onde percebe-se que os valores de
Fealculado 830 todos maiores que 0 Fiabelado, iIndicando que hé diferenca significativa entre
as médias dos parametros cinéticos analisados, tanto para a velocidade médxima de
crescimento quanto para o tempo de geracdo. A Tabela 10 mostra os resultados do Teste

F.
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Tabela 10: Teste F para pmsx e t: com a = 0,05 para a primeira etapa. (Fupetado = 4,07)

Fealculado (Mméx) Fealculado (tg) R? (umax) R?(tg)

Chlorella sp. 42,25 32,37 94,06 92,39
Scenedesmus acuminatus 32,88 50,52 92,50 94,99
Nannochloropsis sp. 34,62 80,71 92,85 96,80
Monoraphidium contortum 54,90 48,84 95,37 94,82
Pediastrum tetras 14,54 14,47 84,51 84,33

Tendo em vista que hé diferenca significativa entre as médias foi feito o Teste de
Tukey, com o objetivo de se verificar quais médias possuem essa diferenca. Este teste faz
a comparacdo entre cada par de média, expressando em quais fatores a hipdtese
alternativa (H;) é verdadeira. Desse modo a mudancga nos niveis do fator concentracdo do
sal estd tendo efeito na resposta média dos parametros cinéticos velocidade médxima de
crescimento e tempo de geracdo, sendo identificado no Teste de Tukey em quais médias
a Hipétese Nula (Ho) ndo € rejeitada e em quais ela € rejeitada, tomando-se entdo como
verdadeira a Hipétese Alternativa a um nivel de significancia de 5%.

A Figura 31 representa o Teste de Tukey sendo abordado de maneira grafica, onde
€ feita a comparacdo entre os pares de médias. Comparando as concentragdes de NaCl
utilizadas sempre com o Controle, observa-se no caso da Chlorella sp. (1) que entre o
Controle e 0 meio com concentrac¢io de 2,0 g.L! houve a maior diferenca significativa,
0 que mostra que a concentra¢do do sal estd influenciando o valor de pumsx de modo a
diminuir o valor médio de tal parametro, ratificando os dados obtidos na Figura 30.

Para a microalga Scenedemus acuminatus (2), observa-se que a maior diferenca
significativa foi entre o Controle e o meio contendo 6,0 g.L‘l, visualizando-se no grafico
que tal intervalo estd mais afastado do zero a esquerda, indicando que a salinidade no
nivel 6,0 g.L"! estd influenciando de maneira a aumentar o valor de umax. Este resultado é
confirmado pelo fato de que a velocidade maxima de crescimento para o Controle foi o
menor valor observado.

Com relagdo a cianobactéria Nannochloropsis sp. (3) ndo houve diferenca
significativa entre o Controle e o meio com concentraciio de 2,0 g.L"!. A concentragio de
4,0 g.L'! foi o maior valor médio de pmsx observado na Figura 30 e apresentou maior

influéncia da salinidade no valor de pmax, Ja que, no teste o intervalo da diferenca entre as
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médias estd mais afastado do zero a esquerda. Desse modo, a salinidade influencia de

maneira positiva no valor de tmsx.

Para microalga Monoraphidium contortum (4), verifica-se que o teste para o meio

de concentragio 4,0 g.L'! apresentou a maior diferenca significativa com relacdo ao

Controle desta espécie, no sentido de que a velocidade méxima de crescimento foi afetada

negativamente pela salinidade. Percebe-se que também houve diferenca significativa

entre o Controle e o meio com concentragio de 6,0 g.L"! e que néio foi observada diferenca

entre o Controle e o meio com 2,0 g.L'1 de concentragao, por isso a salinidade neste meio

nao esta afetando o valor de ptmax.
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Figura 31: Teste de Tukey entre as médias da velocidade mdxima de crescimento nos meios salobros

sintéticos.

(1) Chlorella sp., (2) Scenedesmus acuminatus, (3) Nannochloropsis sp., (4) Monoraphidium contortum,
(5) Pediastrum tetras
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O teste para a espécie Pediastrum tetras (5) mostrou diferenca significativa entre
o Controle e a concentracdo de 2,0 g.L"!, sendo influenciada pela concentra¢do de sal
positivamente no valor de pumix. As demais concentragcdes, quando comparadas com o
Controle, nao mostraram diferenca significativa entre as médias, mostrando que a
salinidade do meio ndo estd afetando estatisticamente o valor médio da velocidade
maxima de crescimento

A Figura 32 representa o Teste de Tukey para o tempo de geracdo. A Chlorella
sp. (1) mostrou diferenca significativa em todas as comparacdes entre o Controle e as
demais concentracdes, sendo a maior influéncia observada entre o Controle e a
concentragdo 2,0 g.L'!, tal como na velocidade mdxima de crescimento. Também foi
observada diferenca significativa em todos os pares de média para a Scenedesmus
acuminatus (2), tendo maior diferenga entre o Controle e 0 meio com maior salinidade.

No caso da Nannochloropsis sp. (3) houve diferenca significativa entre o Controle
e a concentracdo de 4,0 g.L‘l e 6,0 g.L‘l, sendo a salinidade do meio mais influente na
primeira concentragdo, assim como no Teste de Tukey para Umax.

O mesmo ocorreu com a espécie Monoraphidium contortum (4), sendo observada
maior influéncia da varidvel de entrada na varidvel resposta (tg) para meio com
concentragio de 4,0 g.L'! de NaCl. Nos cultivos da microalga Pediastrum tetras (5) nio
foram encontradas diferencas significativas entre o Controle e as concentracdes de 2,0
gL' e 4,0 gL', o que mostra que a salinidade do meio néo influenciou estatisticamente
no tempo de duplicagdo das células na fase exponencial de crescimento.

Os resultados estatisticos mostrados ratificam o que foi percebido nos resultados
cinéticos, no sentido de que os meios com maiores salinidades tiveram uma influéncia
positiva na cinética de crescimento da Scenedesmus acuminatus € Nannochloropsis sp.
No caso da Monoraphidium contortum esta influéncia também foi observada, porém em
termos absolutos, os resultados de pmix € tg ndo foram tdo satisfatérios como na
Scenedemus acuminatus, Nannochloropsis sp. e Chlorella sp., apesar da influéncia da
salinidade nesta ultima espécie ter sido negativa os valores obtidos superaram os da
Monoraphidium contortum e Pediastrum tetras. Portanto, as espécies que parecem ser
mais adequadas para cultivos em meios salobros € Chlorella sp., Scenedesmus

acuminatus € Nannocholopsis sp.
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Figura 32: Teste de Tukey entre as médias do tempo de geragdo nos meios salobros sintéticos.
(1) Chlorella sp., (2) Scenedesmus acuminatus, (3) Nannochloropsis sp., (4) Monoraphidium
contortum, (5) Pediastrum tetras

4.3 Condutividade Elétrica e pH dos meios de cultivo salobros

A Figura 33 representa o comportamento dos valores da condutividade elétrica ao

longo do tempo de cultivo das espécies de microalgas e cianobactéria para todos os meios

em que tais microrganismos foram cultivados. A partir do acompanhamento diario da

condutividade, sendo observado se haveria alteracdes na salinidade do meio de cultivo

percebe-se que em todos os meios a salinidade permaneceu praticamente constante.

Pode ser percebido um leve aumento da condutividade nos dias finais de cultivo

nos meios contendo o sal NaCl (2,0; 4,0 e 6,0 g.L'l) para alguns dos cultivos, podendo
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ser devido a evaporagdo de dgua. Nao foram observados aumentos nos valores de K nos

cultivos das espécies Scenedesmus acuminatus € Pediastrum tetras.
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Figura 33: Condutividade elétrica dos meios salobros sintéticos ao longo do tempo de cultivo.
(1) Chlorella sp., (2) Scenedesmus acuminatus, (3) Nannochloropsis sp., (4) Monoraphidium contortum,
(5) Pediastrum tetras

A Figura 34 representa as curvas de pH ao longo do tempo de cultivo para todas

as espécies. Observa-se que em todos os cultivos houve um aumento ao longo do tempo,

fato que, de acordo com Dahmani er al. (2016), estd diretamente ligado com a

concentracdo de CO2 no meio, ja que ao longo do cultivo a concentracdo de CO> diminui,

0 que acarreta em um aumento do pH, passando de neutro para alcalino.
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Figura 34: pH dos meios salobros sintéticos ao longo do tempo de cultivo.
(1) Chlorella sp., (2) Scenedesmus acuminatus, (3) Nannochloropsis sp., (4) Monoraphidium
contortum, (5) Pediastrum tetras

No caso das

espécies

Scenedesmus acuminatus,

Nannochloropsis

sp.,

Monoraphidium contortum e Pediastrum tetras os meios apresentavam carater alcalino

no dia do inéculo, com valor de pH entre 9,0 e 10,0 e até por volta do quinto dia de cultivo

houve uma leve queda, deixando o meio com carater neutro.

Nos dias posteriores o pH aumentou gradativamente, podendo ser percebido um

ajuste do meio por parte das microalgas e cianobactéria estudadas. E importante notar que
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os nutrientes utilizados para o cultivo de tais espécies foram os mesmos (meio sintético
WC), deduzindo-se que o cardter basico € proveniente do meio de cultivo.

Relacionando o aumento do pH com a concentracdo celular percebe-se que no
caso da Chlorella sp. o maior aumento se deu no Controle, meio em que houve o maior
crescimento celular, seguido pela concentracdo de 2,0; 4,0 e 6,0 g.L'l, o que também foi
observado nas curvas de crescimento. Para a Scenedemus acuminatus também se
observou uma tendéncia do aumento do pH a partir do aumento da concentracao celular,
sendo mais observado na concentracao 4,0 g.L'l, seguido pela de 2,0 g.L'l, Controle € 6,0
gLl

Nos cultivos da cianobactéria Nannochloropsis sp. o aumento se deu na seguinte
ordem: 6,0 g.L'!, 4,0 g.L"!, Controle e 2,0 g.L"!, sendo as concentracdes celulares. Nas
espécies Monoraphidium contortum e Pediastrum tetras o aumento foi maior no meio de
concentragdo 2,0 g.L'!, seguido pelo Controle, 4,0 gL' € 6,0 g.L"!, 0 que confirma o fato
de que o aumento do pH estd diretamente relacionado com o aumento da concentracdao

celular.

4.4 Teor Lipideos e producao em biomassa seca dos cultivos em meios
salobros

A Tabela 11 mostra um resumo dos resultados cinéticos, relacionando-os com a
acumulagdo de lipideos e producdo de biomassa. Pode-se perceber que ndo ha uma
relacdo direta entre os resultados cinéticos obtidos, acumulagdo lipidica e producdo de
biomassa, sendo verificado que, no caso da microalga Chlorella sp. os melhores
resultados ocorreram no Controle, o que nao foi observado nas demais espécies, onde a
melhor cinética de crescimento ndo implicou em maior acumulagdo de lipideos.

A Figura 35 apresenta o teor lipidico bem como a producdo em biomassa seca
para as quatro espécies de microalgas e a cianobactéria Nannochloropsis sp. A partir dos
resultados apresentados percebe-se que a microalga Chlorella sp. foi a espécie que
apresentou os menores valores do teor de lipideos, se comparado com as demais. Shuba
e Kifle (2018) mostram que os niveis de lipideos para esta espécie em meios de cultivo

padrao podem variar entre 14 e 22%. No presente estudo, os niveis obtidos nos meios
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salobros tem valor préoximo a 10%, sendo o maior observado na concentragao de 4,0 g.L°

1(11,69%).

Tabela 11: Resumos dos resultados da cinética de crescimento, acumulagdo lipidica e

producdo de biomassa.

Chlorella sp.
. . . Producio Biomassa
) 1 2 .
Hmix (dia™) R tg (dia) % Lipideos (mg.L")
Controle 0,5441 £0,0466  0,9348 1,28 +0,11 26,63 + 0,80 621,90
2,0 gL' NaCl 0,2696 +£0,0099 09248 2,57 +0,09 10,65 £ 0,92 428,90
4,0 gL' NaCl 0,3622+0,0052 09366 1,91 +0,03 11,69 + 0,30 559,65
6,0 gL' NaCl 0,3261+0,0413 09310 2,15+0,29 7,12 + 0,88 342,60
Scenedesmus acuminatus
. . ., Producao Biomassa
) -1 2
Hmax (dia™) R tg (dia) % Lipideos (mg.L)
Controle 0,2929 +0,0115 0,8740 2,37+0,09 58,40+0,14 1337,54
2,0 gL 'NaCl 0,3829+0,0393 09728 1,82+0,18 4,54 + 0,05 759,53
4,0 gL 'NaCl 0,4150+0,0117 0,8471 1,67 £0,05 7,51 £1,75 1941,37
6,0 gL' NaCl 0,6111+0,0689 09399 1,14+0,14 41,96+2,44 922,74
Nannochloropsis sp.
ix (dia™) R? t; (dia) % Lipideos Producao Biomassa
Himéx ’ o 1P (mg.L")
Controle 0,2291 +£0,0077 0,962 3,03 +0,01 36,31 £0,75 191,88
2,0 gL 'NaCl 0,2149+0,0123 0,8373 3,23+0,18 12,08 + 1,27 210,19
4,0 gL' NaCl 04444 £0,0597 09446 1,58 +0,21 4,02 £ 0,09 1237,05
6,0 gL' NaCl 0,3771£0,0248 09210 1,84+0,12 62,04 3,33 708,19
Monoraphidium contortum
. . . . Producao Biomassa
i 4 2
Hmax (dia™) R tg (dia) % Lipideos (mg.L")
Controle 0,2488 +0,0095 0,9399 2,79+0,11 29,62+ 12,74 556,21
2,0 gL' NaCl 0,2324+£0,0075 0,8699 2,98 +0,10 5,37 +0,53 577,47
4,0 gL' NaCl 0,1579 £0,0072 0,8338  4,39+0,21 5,44 +1,00 684,61
6,0 gL' NaCl 0,1871+£0,0134 09335 3,72+0,26 10,57 £ 1,66 546,02
Pediastrum tetras
. . ., Producao Biomassa
. -1 2
Hmix (dia™) R tg (dia) % Lipideos (mg.L)
Controle 0,2586 +£0,0338 0,9254 2,71 +£0,33 31,12 £ 3,18 595,00
2,0 gL' NaCl 0,3405+0,0086 0,9430 2,04 +0,05 54,03 £ 6,43 722,60
4,0 gL' NaCl 02849 +0,0364 0,7882 2,46+029  43,04+7,78 1361,90
6,0 gL' NaCl 0,1973+0,0194 0,9091 3,54+0,36 50,75+ 1,20 579,38
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Observando a producao em biomassa seca a Chlorella sp. teve a maior quantidade
de biomassa produzida no Controle (621,90 mg.L'"), seguido pela concentra¢io de 4,0
g.L'! de NaCl (559,65 mg.L'!), 2,0 g L' (428,90 mg.L'!) e finalmente o meio de maior
salinidade (342,60 mg.L‘l). Dentre os meios salobros, a maior produgao de biomassa foi
na concentracdo de 4,0 g.L"!, porém nos trés meios salobros a porcentagem lipidica nio

aumentou em comparagdo ao Controle.

100 1
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Figura 35: (A) Porcentagem da concentragdo de lipideos e (B) Producido em biomassa seca dos meios
salobros.
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N

Com relagdo a espécie Scenedesmus acuminatus, os resultados mostram que
dentre os meios salobros a maior acumulag@o lipidica ocorreu na concentragio 6,0 g.L”!,
sendo este 0 meio que mais se aproximou do Controle. Desse modo, este resultado aponta
para o fato de que esta espécie tem a sua acumulagdo lipidica favorecida em meios com
salinidade mais elevadas devido ao estresse salino. A maior produ¢do de biomassa
ocorreu no meio com concentracio 4,0 g.L!, sendo o seu valor maior que o Controle.

Comparando-se os resultados obtidos com os de Pancha et al. (2015), observa-se
que o teor de lipideos foi maior (41,96%) no meio de cultivo com maior concentracdo do
sal e, em contrapartida o autor obteve o valor de 33,13% no meio com maior salinidade,
nos cultivos da mesma espécie. Estes resultados mostram que o cultivo da microalga
Scenedemus acuminatus em meio salobro pode favorecer a acumulagao lipidica para fins
bioenergéticos.

Quanto a espécie Nannochloropsis sp. o maior teor de lipideos em biomassa seca
ocorreu também no meio com concentracio 6,0 g.L!, sendo este o maior teor lipidico
encontrado entre as espécies estudadas. Estes resultados denotam que para a cianobactéria
em questao a salinidade estd interferindo de forma positiva na acumulacdo de lipideos nas
células.

Comparando-se os resultados obtidos com os mostrados por Khatoon et al. (2014),
no presente trabalho o cultivo no meio com concentragio do sal de 6,0 g.L"! apresentou
um valor superior (60%), enquanto que os autores mostram que esta cianobactéria
apresentou teores de lipideos entre 20 e 50%. Este acréscimo pode ser justificado pelo
fato de que o estresse salino influencia em mecanismos fisioldgicos e bioquimicos
intracelulares, o que acarreta em um aumento no teor de lipideos.

Além disso, quando as células sdo expostas a salinidade, processos como a
regulacdo da captacdo e exportacdo de ions realizada através da membrana celular, bem
como o acimulo de solutos osmoprotetores e proteinas sdo ativados e, consequentemente,
ocorre um aumento no teor lipidico total, que dentro da célula serve como um material de
reserva de energia até que condi¢Oes favordveis sejam reestabelecidas.

Observou-se que dentre as microalgas estudadas a Monoraphidium contortum foi
a que apresentou os menores valores para o teor lipidico em biomassa seca, sendo o maior
para esta espécie obtido para o meio contendo 6,0 g.L ! de NaCl e a maior produtividade

em biomassa seca foi para a concentracio 4,0 g.L"!. Enquanto isso, Bogen et al. (2013)
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ao cultivar esta mesma espécie em meio sintético para avaliacao do teor lipidico e
produtividade em biomassa seca, obteve os valores de 22,2% de acumulacdo lipidica,
porém 300 mg.L"! de producio de biomassa.

No presente estudo nio foram observados aumentos em relacdo ao Controle para
esta espécie, tal como ocorreram com as espécies anteriores. Com relacdo a producao de
biomassa na concentracio de 4,0 g.L"! foi observado o maior valor comparando-se com
as demais concentragdes, porém sem maiores incrementos, o que indica que o aumento
do estresse salino ndo promoveu significativamente a producio de biomassa.

A espécie Pediastrum tetras apresentou os valores da porcentagem de lipideos em
biomassa seca bastante satisfatérios, sendo observado que em todos os meios de cultivo
salobros houve o aumento de tal fator com relacdo ao Controle. O meio com maior
concentracdo lipidica foi o de 2,0 g.L"!, seguido pelo de 6,0 g.L'!, 4,0 g.L"! e por tltimo
o Controle. Percebe-se que nas concentragdes 2,0 g..! e 4,0 g.L"!, se comparado com os
teores de lipideos das demais espécies nestas mesmas salinidades, a porcentagem lipidica
para a microalga em questdo foi a maior obtida entre todas elas, o que indica que o estresse
salino favoreceu um maior aumento do teor lipidico no cultivo da microalga Pediastrum
tetras.

Em relacdo a produgdo em biomassa seca ndo foram percebidos aumentos
expressivos, em relacdo ao Controle, para a microalga Chlorella sp. e Monoraphidium
contortum com o aumento da salinidade do meio, sendo verificado que os niveis de sal
contido no meio de cultivo ndo provocaram o aumento expressivo na produgdo de
biomassa. As espécies Scenedesmus acuminatus, Nannochloropsis sp. e Pediastrum
tetras, porém, mostraram aumento considerdvel na produgcdo de biomassa na
concentragdo de 4,0 g.L'!, sendo constatado que tal nivel de salinidade potencializou a
producdo de biomassa.

Observando todos os resultados em conjunto, e fazendo uma relagdo entre cinética
de crescimento, acumulacao de lipideos e producdo de biomassa seca pode ser verificado
que as espécies que se mostraram mais favordveis para serem cultivadas em meios
salobros sintéticos foram a Scedesdemus acuminatus € Nannochloropsis sp., observando-
se que na microalga o meio com 6,0 g.L"! teve a melhor combinacdo de resultados,
evidenciando que a producdo de biomassa com teor lipidico satisfatério é favorecida no

meio de maior salinidade, além dos aspectos cinéticos. Para a cianobactéria o0 meio mais
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salobro se mostrou ser o mais adequado para o cultivo, pois apesar de ter uma menor
producdo de biomassa e cinética de crescimento um pouco mais lenta, foi neste meio que
a producdo lipidica foi maxima.

A partir da realizacdo da ANOVA para a porcentagem de lipideos, foi realizado o
Teste F, sendo verificado se houve diferenca significativa entre os pares das médias. Este
resultado implica na influéncia da salinidade do meio na acumula¢do de lipideos para a
biomassa produzida. A Tabela 12 ilustra os resultados do Teste F, percebendo-se que para
todos os cultivos houve diferenca significativa entre as médias dos resultados de

porcentagem lipidica.

Tabela 12: Teste F para a % de Lipideos nos cultivos em meios salobros.
Flabelado = 4,07

Falculado R?
Chlorella sp. 519,83 99,49
Scenedesmus acuminatus 347,12 99,78
Nannochloropsis sp. 619,65 99,57
Monoraphidium contortum 9,56 78,19
Pediastrum tetras 7,31 84,54

Na Figura 36 tem-se os resultados do Teste de Tukey, onde € mostrado em quais
pares de médias ha diferenga significativa. Observa-se que nos cultivos salobros da
microalga Chlorella sp. (1) houve diferenca significativa entre o Controle e todos 0s
meios salobros. Pelo fato de os intervalos estarem a direita do zero percebe-se que a
salinidade dos meios influencia de maneira a diminuir a acumulagao lipidica, tendo maior
impacto no meio com concentragio de 6,0 g.L ™.

O mesmo ocorreu com as microalgas Scenedesmus acuminatus (2) e
Monoraphidium contortum (4), sendo a maior influéncia da salinidade observada nos
meios com concentracio 2,0 e 4,0 g.L"!. Com relagiio a cianobactéria Nannochloropsis
sp. (3) nota-se que o meio com salinidade de 6,0 g.L ' de NaCl influenciou de maneira
positiva na porcentagem de lipideos, visto que o intervalo estd a esquerda do zero. Nos
demais meios a salinidade afetou na acumulacao lipidica de maneira a diminui-la, o que
aponta para o incremento na porcentagem de lipideos a partir de cultivos realizados em

meios com salta salinidade para esta cianobactéria. Para a microalga Pediastrum tetras
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sO foi observada diferenca significativa entre o Controle e 0 meio com concentracdo 2,0

gLl
o @ || e : 2)
gL - Bt (3) d gl " " (4)
™ " (5) -
Figura 36: Teste de Tukey para a % de lipideos nos cultivos salobros sintéticos.
(1) Chlorella sp., (2) Scenedesmus acuminatus, (3) Nannochloropsis sp., (4) Monraphidium
contortum, (5) Pediastrum tetras.
e SEGUNDA ETAPA

A partir dos cultivos fechados realizados nas propor¢des descritas anteriormente,

e do monitoramento da concentracdo celular, nos préximos subtépicos sdo mostrados os

resultados obtidos na segunda etapa.

4.5 Curvas de crescimento em agua de poco e efluente de fossa séptica
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Foram representadas as curvas de crescimento para as espécies estudadas em
funcdo do tempo, cultivadas no meio de Controle e em dgua de poco com diferentes
propor¢des de efluente de fossa séptica (5%, 10%, 30%, 50% e 80%) e representados nas
Figuras 37 a 41.

As curvas de crescimento para a microalga Chlorella sp., na Figura 37,
apresentam grande semelhanca entre as curvas do Controle e as curvas dos meios com
propor¢ao de 5% e 10%, evidenciando que o crescimento da microalga nestes meios foi
satisfatorio. Pelas curvas, pode-se notar que as concentracdes celulares destes trés meios
apresentaram valores bastante préximos. Os resultados mostrados indicam ainda que o
crescimento da microalga Chlorella sp. em efluentes de fossas sépticas pode ser
favorecido em meios com baixas concentracdes de nutrientes.

Em contrapartida, nas curvas de crescimento para os meios com propor¢do de
agua fossica de 30%, 50% e 80%, o comportamento das curvas ficou abaixo do Controle,
indicando que a alta concentracdo de nutrientes pode ter desfavorecido o crescimento
desta microalga, sendo observada grande semelhanca no comportamento destas trés
curvas até por volta do oitavo dia de cultivo, quando a concentracio celular no meio de

80% diminuiu.
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Figura 37: Curvas de crescimento da microalga Chlorella sp. em dgua de pogo com diferentes proporgdes
de efluentes de fossas sépticas.
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A Figura 38 representa as curvas de crescimento para a microalga Scenedesmus
acuminatus, observando-se que o crescimento foi mais satisfatério, em comparagdao com
o Controle, nos meios com propor¢ao de 30%, 50% e 80% de efluente de fossa séptica, o
que denota que a produgdo de biomassa para a espécie em questao em tais meios pode ser
favorecida. Percebe-se que a densidade celular obtida no meio com propor¢ao de 50%
atingiu valores bem proximos ao Controle, indicando que esta microalga tem crescimento
satisfatério em meios com concentracdes de nutrientes intermedidrias.

Para as demais propor¢des constatou-se que o crescimento foi menor que o
Controle. Tais resultados ratificam que a producao de biomassa da espécie Scenedesmus
acuminatus em aguas residudrias de origem féssica apresentou os melhores resultados de
concentracdo celular para concentracdes de nutrientes (fossas sépticas) nas proporcoes
intermedidrias. Este fato pode indicar a viabilidade do cultivo desta espécie utilizando
como unica fonte de nutrientes dguas provenientes de fossas sépticas domésticas, fato que

acarretaria em diminui¢des significativas nos custos de produgao.
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Figura 38: Curvas de crescimento da microalga Scenedesmus acuminatus em dgua de poco com diferentes
proporcdes de fossas sépticas.

Conforme pode ser observado na Figura 39, as curvas de crescimento para a

cianobactéria Nannochloropsis sp. nos meios com proporc¢ao de 50% e 80% do efluente
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tiveram um comportamento bastante semelhante, tendo as concentracdes celulares,
principalmente na fase log de crescimento, atingido valores maiores que o Controle. Um
pouco abaixo destas propor¢des estd a curva do meio com 30% de nutrientes, sendo
verificado um crescimento satisfatério também neste meio.

A partir da fase de crescimento exponencial pode ser percebido que o meio com
proporcido de 10% do efluente de fossa séptica ndo alcancou maiores concentracdes
celulares em comparagcdo com o Controle nesta fase de crescimento. Nos demais meios a
densidade celular foi maior que o Controle na fase log, o que pode indicar uma melhor

cinética de crescimento.
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Figura 39: Curvas de crescimento da cianobactéria Nannochloropsis sp. em dgua de poco com diferentes
proporg¢des de efluentes de fossas sépticas.

O comportamento das curvas aponta para a viabilidade de producdo de biomassa
desta cianobactéria em dguas de pogos salobros acrescidos de dguas residuais domésticas
como fonte exclusiva de nutrientes. As curvas denotam que o crescimento pode ser
favorecido pelas altas concentracdes de esgoto féssico (nutrientes) no meio.

Na Figura 40 tem-se as curvas de crescimento para a espécie de microalga
Monoraphidium contortum, onde se percebe que as curvas das proporgdes de 10%, 30%

e 50% do efluente de fossa séptica ficaram acima do Controle, denotando-se maiores
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concentracdes celulares para estes meios. Sendo assim, concentragdes baixas e
intermedidrias de nutrientes provenientes de esgoto doméstico oriundo de fossa séptica
podem potencializar a produ¢do de biomassa desta espécie.

Também se verifica no crescimento da espécie Monoraphidium contortum a
ocorréncia da fase lag entre o dia do in6culo e o primeiro dia de cultivo, ou seja, neste
intervalo de tempo a taxa de crescimento celular foi inexpressiva em todas as proporg¢des,
ja que houve a adaptacdo das células nos meios de cultivo com a utilizagdo de esgoto

doméstico de fossa séptica como fonte de nutrientes.
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Figura 40: Curvas de crescimento da microalga Monoraphidium contortum em 4gua de pogo com
diferentes proporcdes de efluentes de fossas sépticas.

Com relacdo a espécie Pediastrum tetras e as curvas de crescimento apresentadas
na Figura 41, nas propor¢des de 5% e 10% do efluente de fossa séptica, observa-se que
estas foram bastante semelhantes com a curva do Controle, assim como a propor¢ao de
80%, que atingiu concentragcdes proximas e até maiores que o Controle na fase log de
crescimento. Estes resultados indicam velocidades maximas de crescimento préximas ou
maiores que o Controle nestas propor¢des de nutrientes.

Para os meios com proporcao de 50% e 30% do efluente, o comportamento das

curvas ficou bem abaixo do Controle, o que aponta para o fato de que estes meios com
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concentracdes intermedidrias de nutrientes podem nao favorecer o crescimento celular e,

consequente a producdo de biomassa para fins bioenergéticos.
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Figura 41: Curvas de crescimento da microalga Pediastrum tetras em dgua de pogo com diferentes
proporgdes de efluentes de fossas sépticas.

4.6 Parametros cinéticos de crescimento em agua de poco e efluente de
fossas sépticas

A partir das curvas de crescimento das espécies estudadas, assim como realizado
na primeira etapa, foi possivel realizar o calculo da velocidade méxima de crescimento
(Umax) para todas as proporcdes de dguas fossicas diluidas em dgua de poco, tendo como
coeficiente angular da reta o valor de pmax, expressa na unidade (dia!), conforme
mostrado na Tabela 13.

Com relacdo a microalga Chlorella sp. percebe-se que os melhores resultados em
termos cinéticos ocorreram no Controle e, entre os meios contendo a mistura dgua de
poco e efluente de fossa séptica os melhores valores de umsx € tg foram observados nas
proporcoes de 5% e 10% do efluente, apontando que a duplicacdo celular na fase
exponencial de crescimento ocorre mais rapidamente nos meios com as menores
propor¢des de nutriente. Em relacio a Scenedesmus acuminatus os valores da velocidade

maxima de crescimento e tempo de geracdo apresentaram resultados mais expressivos
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também nas proporcoes de 5% e 10% do efluente, havendo um grande aumento

comparando-se com o Controle.

Tabela 13: Resultados parametros cinéticos nos meios compostos por dgua de pogco
e efluente de fossa séptica.

Chlorella sp.
Mmix (dia™) R? ty (dia)
Controle 0,5441 +£0,0466  0,9348 1,28 +£0,11
5% 0,4382 +0,0192 0,8703 1,584 +0,07
10% 0,4606 +0,0112  0,9037 1,505 + 0,04
30% 0,3008 £0,0131 0,8654 2,307 +0,10
50% 0,2133 £0,0215 08112 3,271 +0,33
80% 0,2844 +£0,0548 0,7732 2,505 +0,53
Scenedesmus acuminatus
Mméx (dia™) R? tg (dia)
Controle 0,2286 +0,0048 0,8679 3,033 +0,06
5% 0,5649 +0,0237 0,8516 1,229 +0,05
10% 0,4202 £0,0372 0,8546 1,658 +0,14
30% 0,2281 £0,0187 0,8770 3,052 +0,24
50% 0,2204 +£0,0031 0,8987 3,145 +0,05
80% 0,2068 +£0,0122  0,9588 3,36 +0,19
Nannochloropsis sp.
Mmix (dia™) R? ty (dia)
Controle 0,2291 £0,0077 0,9620 3,028 + 0,10
5% 0,2256 £0,0079 0,7963 3,074 +0,11
10% 0,1932+0,0134 0,8671 3,6 +0,26
30% 0,1864 +£0,0097 0,7945 3,726 +0,19
50% 0,2306 +£0,0034  0,7802 3,006 + 0,04
80% 0,3997 £0,0315 0,8635 1,741 +0,13
Monoraphidium contortum
Mméx (dia™) R? tg (dia)
Controle 0,2157 £0,0017 0,9401 3,214 +0,03
5% 0,2952 +£0,0099 09314  2,35+0,08
10% 0,2586 +£0,0237 0,7513 2,695+ 0,24
30% 0,3514 £0,0065 09471 1,973 £0,04
50% 0,4053 £0,0183 09465 1,713 +0,08
80% 0,1918 £0,0028 09334 3,614 +0,05
Pediastrum tetras
Hmax (dia") R? tg (dia)
Controle 0,2586 £0,0338 0,9254 2,709 0,33
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5% 0,2754 £0,0412 0,8819 2,253 +0,36
10% 0,2624 £0,0075 0,9249 2,643 £ 0,08
30% 0,2756 £0,0638  0,9273 2,598 + 0,54
50% 0,2356 £0,0154 09165 2,951 +0,20
80% 0,3257+£0,0241 09495 2,136+0,16

No caso da cianobactéria Nannochloropsis sp. foram observados que na propor¢ao
de 80% de nutrientes os valores dos parametros cinéticos foram mais satisfatorios,
apontando para um crescimento favorecido em meios com altas concentragdes de
nutrientes (efluentes fdssicos). As demais propor¢des, bem como o Controle,
permaneceram com valores proximos

Para a espécie Monoraphidium contortum os melhores valores de pmix € tg
aconteceram na proporcao de 50% de nutrientes, verificando-se que neste meio foi a
espécie que atingiu a maior velocidade maxima de crescimento € menor tempo de
geracdo. A partir de tais resultados infere-se que esta espécie de microalga pode crescer
de maneira satisfatoria, do ponto de vista cinético, em meios com concentracdoes de
nutrientes intermedidrias. J4 na microalga Pediastrum tetras foi observado um melhor
crescimento no meio com maior concentracao de nutrientes, ndo sendo percebida grandes
variacdes nos demais.

A Figura 42 ilustra os resultados em formato grafico. Ao observé-la, é possivel
realizar comparacdes qualitativas entre as espécies, percebendo-se que a Chlorella sp. e
Scenedesmus acuminatus tiveram o seu crescimento favorecido, em meios com maiores
quantidades de dgua de poco e menores proporcdes de nutrientes (efluente doméstico). A
Nannochloropsis sp. e Pediastrum tetras apresentaram um melhor crescimento no meio
com menor quantidade de dgua salobra e maior concentra¢do de nutrientes. Percebe-se
que as proporg¢des de 30% e 50% de efluente de fossa séptica foram as melhores faixas
de concentracdo de nutrientes nos quais a Monoraphidium contortum cresceu, sendo
entdo os meios com baixas quantidades de &4gua salobra e niveis de nutrientes

intermedidrios a altos os que forneceram os melhores resultados cinéticos.
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Figura 42: Velocidade maxima de crescimento e tempo de geracdo para todas as espécies estudadas nas
diferentes propor¢des de fossa em dgua de poco.

A partir dos dados de velocidade médxima de crescimento e tempo de geragdo, com
a finalidade de ser analisada a influéncia da propor¢do de dguas residuais diluidas em
dgua subterranea, foi realizada uma ANOV A dos ensaios realizados, tendo como varidvel
de entrada as proporcdes de esgoto utilizadas nos niveis 0% (Controle), 5%, 10%, 30%,
50% e 80% do efluente de fossa séptica e, como varidvel dependente os valores de tmax
e te, empregando o Teste de Hipoteses para um fator, pela realizacdo do Teste F com o
valor de a = 0,05 utilizando o Software Minitab 17.

A Tabela 14 representa os valores obtidos do Teste F para cada espécie estudada.
Com respeito a microalga Pediastrum tetras verifica-se que o valor do Fcaiculado fOi menor
do que 0 Fabelado, constatando-se, entdo, que a variacdo nas concentracdes de nutrientes

nao influenciou, estatisticamente falando, os valores médios dos parametros cinéticos

(GUIMARAES, B. S.) Produgdo de biomassa de microalgas utilizando dguas residudrias como fonte de nutrientes em meios
salobros, para andlise da viabilidade de produgdo de biodiesel



104

(Umax € tg), 0 que pode mostrar que o fato de se cultivar tal espécie em meios salobros
utilizando como fonte de nutrientes dguas oriundas de fossas sépticas ndo altera de

maneira significativa a cinética de crescimento de tais microrganismos.

Tabela 14: Teste F para fmi € tz com o = 0,05 para a segunda etapa. (Frabelado = 4,48)

Featculado (Mmax) R? (umix) Fealculado (tg) R2 (tg)

Chlorella sp. 45,54 94,99 24,81 91,18
Scenedemus acuminatus 299,06 99,20 84,16 97,23
Nannochloropsis sp. 79,51 97,07 61,40 96,24
Monorapidium contortum 113,88 97,94 128,94 98,17
Pediastrum tetras 2,08 46,47 2,10 46,47

A partir do Teste F, foi realizado o Teste de Tukey para os parametros cinéticos
velocidade médxima de crescimento e tempo de geracdo, conforme pode ser observado nas
Figuras 43 e 44. Todos os testes foram realizados a um nivel de significancia de 5%,
destacando-se que os niveis do fator de entrada que ndo cortam o zero sao estatisticamente
diferentes entre si. Foram analisadas as comparagdes de todas as propor¢des de esgoto
doméstico oriundo de fossa séptica diluido em dgua de pogo com o Controle, verificando
quais delas possuiam diferenca estatistica.

Com relacdo a Mmax, para a microalga Chlorella sp. (1) ndo houve diferenca
significativa somente entre o Controle e a propor¢ao de 10% de nutrientes oriundos do
efluente de fossa séptica, mostrando que a mudanca de nivel do fator propor¢do de
nutrientes ndo influenciou estatisticamente no valor da velocidade médxima de
crescimento. Todas as demais proporcdes mostraram diferenca significativa, sendo
verificado que, no grafico todos os intervalos estdo a direita do zero, indicando que a
influéncia das propor¢des de nutrientes oriundos de fossas sépticas domésticas afetou de
maneira a diminuir a velocidade maxima de crescimento. A maior diferenca significativa
ocorreu na propor¢ao de 50% de nutrientes, ja que o intervalo ficou mais afastado do zero.
Este resultado mostra que esta propor¢do de nutrientes foi a que mais contribuiu para a
diminui¢do do valor de pumax, 0 que € confirmado pelo grafico da velocidade maxima de
crescimento (Figura 42), pois o menor valor deste pardmetro ocorreu justamente na

proporcao de 50% do efluente.
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Figura 43: Teste de Tukey entre as médias da velocidade maxima de crescimento em dgua de pogo e
efluentes de fossas sépticas.
(1) Chlorella sp., (2) Scenedesmus acuminatus, (3) Nannochloropsis sp., (4) Monoraphidium
contortum e (5) Pediastrum tetras

Com relagdo a espécie Scenedesmus acuminatus (2), diferente do que ocorreu com
a Chlorella sp., s6 houve diferenca entre o Controle € o meio com propor¢ao 5% de
nutrientes. As demais propor¢des ndo mostraram diferenca significativa com relagdo ao
Controle. Este resultado mostra que somente neste nivel hd a influéncia das concentragdes
de nutrientes no valor de pumsx, sendo observado que o intervalo entre o Controle e a
proporcao de 5% do efluente estd a esquerda do zero, o que aponta que o efeito das
concentragcdes de nutrientes € positivo na resposta (Umax), sendo confirmado pelo fato de
o valor de umsx ser o maior para todas as proporcdes, inclusive com relagdo ao Controle.

Para a cianobactéria Nannochloropsis sp. (3) foram observadas diferencas

significativas entre os pares Controle - 30% e Controle - 80% do efluente fdssico, sendo
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N

esta dltima a mais afastada do zero a esquerda, sendo o efeito positivo do fator
concentracdo de nutrientes no nivel de 80% na resposta (Umax). Observa-se também que
o valor de tal parametro para este nivel foi o maior observado entre os valores de tmax.
Os demais niveis (5%, 10% e 50%) ndo mostraram diferenca significativa com o
Controle, apontando para o fato de que a mudanca para tais concentracdes nao afetou
estatisticamente na resposta.

Para a espécie Monoraphidium contortum (4) percebe-se que o Unico par de
médias que ndo apresentou diferenca significativa com o Controle foi o de 80% do
efluente de fossa séptica. Verifica-se que, nos niveis em que houve diferenga significativa
0 aumento nas concentragdes de nutrientes contribuiu de maneira positiva na velocidade
especifica de crescimento, ja que, no grafico os intervalos estdo a esquerda do zero. O
nivel que mostrou maior impacto no valor de pumax foi o de 50% de nutrientes. Constata-
se também que todas as informacdes obtidas no Teste de Tukey sdo confirmadas pelos
valores de pumax apresentados na Figura 42.

Por outro lado, com relagdo a espécie de microalga Pediastrum tetras (5) percebe-
se que em todos os niveis ndo houve diferenca significativa entre as proporcdes de
nutrientes € o Controle. Por isso, o aumento nas concentracdes de nutrientes, nao
influenciaram estatisticamente nos valores da velocidade médxima de crescimento,
comparando-se com o Controle.

A Figura 44 representa o Teste de Tukey realizado para o tempo de geracdo. A
microalga Chlorella sp. (1) apresentou diferenca significativa entre o Controle € os niveis
30%, 50% e 80% do efluente de fossa séptica, percebendo-se que a mudanca dos niveis
provocou o aumento dos valores do tempo de geracao. O par Controle - 50% do efluente
estd mais afastado do zero, o que mostra que esta proporcao de nutrientes foi a que mais
influenciou estatisticamente para o aumento de tq.

Com relagdo a espécie Scenedesmus acuminatus (2) nota-se que houve diferenca
significativa entre o Controle e os dois primeiros niveis, onde percebe-se que no par
Controle - 5% a propor¢ao de nutrientes provocou uma maior diminui¢do do valor de tq.
O intervalo Controle € 10% do efluente localizou-se a esquerda do zero, apontando para
o aumento do tempo de geracdo como resultado da influéncia das concentragdes de

nutrientes do meio.
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Analisando os resultados do teste para a cianobactéria Nannochloropsis sp. (3),
houve diferenca significativa entre o Controle e as proporcdes 10%, 30% e 80% de
nutrientes, sendo verificado que os intervalos com relagcdo as duas primeiras ficaram a
esquerda do zero, ou seja, para estes niveis as concentracdes de nutrientes influenciaram
de maneira a aumentar o tempo de geracdo. Para a propor¢do de 80% t; foi afetado no

sentido de diminui-lo por interferéncia das concentracdes de nutrientes.
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Figura 44: Teste de Tukey entre as médias do tempo de geragdo nos meios com dgua de poco e efluente
de fossas sépticas.
(1) Chlorella sp., (2) Scenedesmus acuminatus, (3) Nannochloropsis sp., (4) Monoraphidium
contortum, (5) Pediastrum tetras

Para a espécie Monoraphidium contortum (4) todos os niveis apresentaram
diferenga significativa com relagdo ao Controle, ficando os intervalos, a direita do zero,

exceto para a propor¢do de 80% do esgoto oriundo de fossa séptica. Tal fato mostra que
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as concentragdes de nutrientes para todos os niveis influenciam no sentido de diminuir o
tempo de geracdo, exceto para o nivel de 80% no qual tal influéncia € observada no
aumento de tg.

Para espécie Pediastrum tetras (5), conforme ocorreu com os testes para a
velocidade mdxima de crescimento, ndo foi observada diferenga significativa em nenhum
dos niveis com relagdo ao Controle. Estes resultados confirmam que o aumento das
concentragdes de nutrientes no meio de cultivo pode nao ter influenciado estatisticamente
na varidvel resposta, sendo confirmado pelos valores de t; obtidos, os quais mostraram
valores proximos para todas as propor¢des de nutrientes, além do Controle.

Este resultado pode indicar que o cultivo desta espécie utilizando &guas
subterraneas salobras e efluente de fossa séptica como fonte exclusiva de nutrientes ndao
estd favorecendo a produgdo de biomassa, fato que ndo € interessante para o presente
trabalho, pois a utilizacdo de tais meios de cultivo visa maximizar a produ¢do de biomassa
e de lipideos aliada com a redu¢do dos custos de producio pela utilizacdo dos meios em

questao.

4.7 Condutividade elétrica e pH dos meios de cultivos contendo esgoto
doméstico oriundo de fossa séptica e agua de poco

A Figura 45 representa os valores da condutividade elétrica para todos os meios.
As curvas mostram um comportamento similar ao longo do tempo de cultivo para todas
espécies estudadas, onde € verificado que os valores permanecem relativamente
constantes, observando-se que, por volta da metade do cultivo hd um leve aumento,
podendo tal fato estar relacionado com o processo de evaporacdo de dgua que possa ter
ocorrido nestes dias.

A Figura 46 representa os graficos do pH em fun¢do do tempo de cultivo. Percebe-
se que para todos os meios em todas as espécies o pH, nos primeiros dias de cultivo tem
cardter neutro ou levemente alcalino e a sua tendéncia € de aumentar ficando o meio com
cardter basico ao final dos cultivos. Uma explicagdo para este fato foi dada por Sharma;
Singh; Korstad (2011). Eles afirmam que o CO: dissolvido no meio esta diretamente

relacionado com o pH do mesmo, de forma que quanto maior a quantidade de carbono

inorganico dissolvido no meio menor serd o pH dele. Dahmani et al. (2016) ratificam esta
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informacao mencionando que a concentra¢ao de CO2 no meio diminui ao longo do tempo
de cultivo devido a realizacdo da fotossintese, que a concentracdo de CO2 havendo, assim

o aumento gradativo do pH.
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Figura 45: Condutividade elétrica ao longo do tempo de cultivo utilizando 4gua de poco e efluente de
fossas sépticas em diferentes proporcdes.
(1) Chlorella sp., (2) Scenedesmus acuminatus, (3) Nannochloropsis sp.,
(4) Monoraphidium contortum, (5) Pediastrum tetras

Nas proporcdes de nutrientes em que a densidade celular obtida foi baixa, observa-
se que ao final do cultivo houve uma diminui¢do do pH, como no caso da microalga
Chlorella sp., onde se verificou que nas propor¢des de 30%, 50% e 80% de nutrientes

oriundos de fossas sépticas, por volta do sexto dia de cultivo hd uma tendéncia de
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diminuicdo do pH, sendo estes meios os que apresentaram as menores densidades

celulares. Pode-se observar tal ocorréncia também na propor¢ao de 80% de nutrientes no

cultivo da microalga Monoraphidium contortum e na de 80% da microalga Pediastrum

tetras.
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Figura 46: pH dos meios ao longo do tempo de cultivo para as espécies estudadas com a utilizagdo de
dgua de poco e efluentes de fossas sépticas em diferentes proporgdes.
(1) Chlorella sp., (2) Scenedesmus acuminatus, (3) Nannochloropsis sp.,

(4) Monoraphidium contortum, (5) Pediastrum tetras
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4.8 Analise de nutrientes e DQO em agua de poco e efluente de fossas sépticas

Na Tabela 15 tem-se as concentragdes iniciais e finais dos nutrientes analisados
em cada propor¢do utilizada como meio de cultivo, além do Controle, para todas as
espécies estudadas. Estes nutrientes sdo o nitrogénio, nas formas de NH3, N-NOs™ e N-
NO>", bem como o fésforo na forma do fon PO4>. Além destes também sdo apresentados
os dados de DQO analisados também antes e apds os cultivos.

Os resultados apresentados mostraram que em alguns meios houve aumento dos
niveis de nitrito e nitrato, principalmente nos cultivos das espécies Chlorella sp.,
Monoraphidium contortum e Pediastrum tetras, podendo apontar para o fato de que nos
meios com elevadas concentracdes iniciais de amdnia, como nos das espécies citadas, os
quais chegaram a atingir valores superiores a 140,0 mg.L"! de NH3 nas proporcdes de
80% do efluente oriundo de fossa séptica, houve uma maior oxidacdo da amodnia para
nitrito e nitrato, sendo a concentracdo final obtida bastante elevada em comparacdo com
a inicial. Esta oxidacdo foi devido a acdo de bactérias nitrificantes, as quais assimilam a
amonia, oxidando para nitrito e depois para nitrato.

Nos cultivos das espécies Scenedesmus acuminatus € Nannochloropsis sp., 0s
efluentes de fossas tinham menores concentracdes iniciais de N e P, sendo verificado que
na maioria dos meios ndo ocorreu a nitrificacdo. Naqueles em que ndo houve este
processo a concentragdo final dos fons N-NO2" e N-NOs" foi bastante inferior aos meios
anteriormente citados, nos quais ocorreu nitrificacao, ja que havia grandes concentracdes
de amoOnia no inicio dos cultivos.

Diante disso, pode ser apontada uma relacdo entre as concentragdes iniciais de
amonia e a a¢do de bactérias nitrificantes atuando no processo de oxidagao deste nutriente
presente no meio, de modo que, quanto maior seja a concentra¢ado inicial de NH3, maiores
sdo as oxidagdes para nitrito e nitrato por parte de tais microrganismos em conjunto com
o crescimento celular das microalgas, que, também atua na absor¢do de parte dos

nutrientes.
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Tabela 15: Concentracdo de nutrientes antes e apds os cultivos.

Chlorella sp.
NH; (mg.L™) N-NO; (mg.L™) N-NO; (mg.L™) PO (mg.L™) DQO (mg.L")
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final

Controle 0,72 +0,10 1,81 £0,27 180,63 + 14,32 31,99 +0,41 0,01 £0,01 0,28 £0,00 129,82 +2,24 122,11 £1,05 166,67 + 20,20 4,42 0,00

5% 26,97 £0,84 2,34 £0,75 39,98 £0,41 60,91 £2,27 0,04 0,00 1,38 £0,01 0,32+£0,11 15,44 £ 0,80 53,65 +£3,03 64,38 £12,14
10% 60,91 + 1,30 1,93 £0,52 35,98 £0,71 45,39 +2,16 0,04 +£0,00 6,04 +0,23 1,37 +£0,28 8,60 + 1,99 143,78 +3,03 53,65 +9,10
30% 122,53 £ 0,50 3,94 +£0,98 49,63 + 1,08 382,89 £12,73 0,66 = 0,00 62,79 £0,99 16,88 £ 0,34 21,40 1,85 91,20 £ 1,52 81,55+ 6,07
50% 132,34 +0,19 15,87 +2,09 23,05+£0,41 212,61 +8,15 0,38 £0,00 64,59 +0,02 31,37+£0,21 3596 +1,10 165,24 +3,03 100,86 9,10
80% 141,38 £0,83 43,80 +0,87 30,10 £ 1,47 724,39 £7,34 0,23 +£0,01 75,94 £0,37 59,37+0,73 73,68 1,10 216,74 £3,03 301,11 £4,71

Scenedesmus acuminatus

NH; (mg.L") N-NO;™ (mg.L") N-NO; (mg.L") PO.* (mg.L?) DQO (mg.L")
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final
Controle 1,36 +0,43 1,63 +0,60 0,82 +0,52 1,84 +0,12 0,02 +0,01 0,19 +0,03 20,26 £2,75 229,82 + 1,61 245,10 £27,73 69,05 + 10,10
5% 1,10£0,10 0,96 +0,81 45,16 +2,66 22,07 +2,03 0,01 0,00 0,30 £0,01 3,42 £0,46 4,81 +£0,91 156,86 + 0,00 80,95 +20,20
10% 2,59 +£0,25 1,43 +0,23 51,87+1,22 27,97 +0,64 0,01 +0,00 0,22 +0,01 4,56 +0,85 4,63 +0,91 176,47 + 13,86 38,10 + 13,47
30% 11,18 £0,38 1,83 £0,09 56,95 £ 6,26 1,83 +0,81 0,02 0,00 0,02 £0,01 10,00 * 2,59 5,68 £0,28 181,37 £45,53 59,52 £23,57
50% 22,51 +0,05 1,29+0,32 76,48 +3,07 3,25+0,35 0,05 + 0,00 0,01 £0,01 15,00 + 1,05 5,19+1,16 186,27 + 41,59 109,52 + 6,73
80% 53,36 £ 1,05 1,35+£0,82 84,67 £0,71 60,21 +£2,48 0,22 +£0,01 0,02 +£0,00 22,54 +3,33 6,14 £ 1,46 235,29 +13,86 61,90 £47,14

Nannochloropsis sp.

NH; (mg.L?) N-NO; (mg.L™") N-NO; (mg.L") PO, (mg.L?) DQO (mg.L")
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final
Controle 1,36 £ 0,43 1,02 £0,52 0,95 +0,60 21,76 + 1,86 0,02 +0,01 0,34 +0,03 20,26 £2,75 305,96 + 17,62 209,04 +£7,99 44,44 + 23,57
5% 2,34+0,19 1,60 £ 0,13 54,80 £ 1,78 12,41 £0,93 0,14 +£0,05 0,14 £0,03 3,25+0,66 0,61 £0,40 79,10 £ 15,98 52,78 £ 11,79
10% 3,17+0,75 2,34+0,29 57,27 +0,89 9,76 + 0,61 0,20 +0,10 0,14 +0,04 6,05 +0,95 1,40 + 0,40 84,75 £7,99 88,89 + 7,86
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30% 5,34+0,42 2,95+0,58 64,91 +7,37 5,33+0,99 0,26 + 0,05 0,30 +0,03 8,86 £ 0,92 0,79 +£0,26 84,75 +7,99 83,33+ 15,71
50% 6,03 £0,17 2,12+0,33 69,62 + 6,52 1,18 £ 1,05 0,37 £0,04 0,29 £0,01 11,49 £ 0,85 3,42 +0,79 180,79 + 15,98 72,22 £15,71
80% 16,45 +3,10 2,07 +0,41 72,91 +2,48 1,10+0,92 0,54 + 0,05 0,04 +0,01 15,00 0,53 5,09 +0,15 242,94 +7,99 22,22 +7,86

Monoraphidium contortum

NH; (mg.L?) N-NO; (mg.L™") N-NO; (mg.L") PO (mg.L?) DQO (mg.LY)
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final

Controle 0,00 = 0,00 0,90 +0,13 24,93 £3,18 133,82 +4,80 0,00 = 0,00 0,72 £0,02 11,84 £1,99 491+0,16 245,10 £27,73 54,30 + 6,40

5% 19,86 + 0,62 0,87 +0,18 0,45 +0,03 56,45 + 1,87 0,02 +£0,00 491 +0,05 8,63 £2,74 2,18 £0,06 121,50 + 3,30 81,45 £ 6,40

10% 42,31 +0,72 0,98 £0,43 0,46 +£0,03 37,40 £0,71 0,02 0,00 2,78 £0,02 7,68 £0,38 3,05+0,18 128,50 + 0,00 133,48 +3,20

30% 99,23 +0,38 0,96 +0,22 0,64 +0,06 37,87 +0,41 0,03 £0,00 2,36 +0,03 21,79 +0,73 4,95+0,11 183,41 +8,26 156,11 +£22,40

50% 129,75 +0,17 0,83 +0,17 0,82 £0,04 314,22 £ 1,47 0,03+0,00  28,39+0,53 35,96 £0,32 11,26 0,11 133,18 +26,43 108,60 + 6,40

80% 141,54 1,00  3,47+0,05 1,46 + 0,05 575,05 +£0,71 0,06 0,00 53,88 0,66 60,14 + 0,98 60,39 + 0,44 147,20 + 13,22 142,53 + 28,80

Pediastrum tetras

NH; (mg.L7) N-NO; (mg.L™") N-NO; (mg.L") PO, (mg.L?) DQO (mg.LY)
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final

Controle 0,00 = 0,00 1,46 £ 0,11 24,93 £3,18 0,87 £0,05 0,00 = 0,00 0,18 £0,02 11,84 £1,99 7,26 £0,28 245,10 £27,73 42,99 +3,20

5% 19,86 + 0,62 1,23 +0,09 0,45 +0,03 96,66 +0,39 0,02 £0,00 1,49 +0,01 7,12 +0,16 3,37 +0,00 121,50 + 3,30 153,85 + 6,40

10% 42,31 +0,72 1,42 +£0,37 0,46 +0,03 44,62 + 1,59 0,02 0,00 4,04 £0,06 7,68 £0,38 2,81 +0,06 128,50 + 0,00 92,76 +3,20

30% 99,23 +0,38 1,04 +0,19 0,64 +0,06 495,08 +2,16 0,03+0,00  3422+0,56 21,79 +£0,73 19,02 +£0,16 183,41 +£ 8,26 95,02 + 6,40

50% 129,75 £ 0,17 1,10£0,32 0,82 +0,04 615,50 £ 1,78 0,03+0,00  43,93+0,08 35,96 £ 0,32 25,16 £0,11 133,18 +26,43 126,70 + 6,40

80% 141,54 + 1,00 1,91 +£0,02 1,46 + 0,05 573,63 + 1,87 0,06 +0,00 45,11+0,34 60,14 + 0,98 42,98 + 0,54 147,20 + 13,22 126,70 + 25,60
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Com relaga@o ao fon fosfato percebe-se que em todos os cultivos da Chlorella sp.
e Scenedesmus acuminatus nas propor¢des de 5%, 10% de nutrientes e também no
Controle houve o aumento dos niveis finais em relacdo aos iniciais. Estes resultados
ratificam os obtidos por Delgadillo-Mirquez et al. (2016), os quais justificam este
aumento devido as rupturas celulares que podem ocorrer no periodo de cultivo. Os autores
destacam que tal fendmeno foi observado microscopicamente por Mart, Yous e Mu
(2000) que observaram o aspecto embranquecido das células.

Na sua pesquisa Delgadillo-Mirquez et al. (2016) ainda mostram que o
mecanismo de absorcao do fosfato do meio pode ocorrer por adsor¢do na superficie
celular e assimilacdo por parte da biomassa produzida, sendo este nutriente utilizado em
processos metabdlicos intracelulares e precipitacdo quimica devido aos altos valores de
pH que sdo observados ao longo dos cultivos. O autor ainda relata que a partir de
aproximadamente 100 horas de cultivo o pH pode atingir valores superiores a 9,5, o que
pode provocar a precipitacdo do fosfato, fato que também foi observado no presente
trabalho.

Observando os resultados concernentes a DQO nota-se que houve a diminui¢ao
na grande maioria dos meios de cultivos em todas as espécies estudadas, sendo verificada
portanto, a diminuic¢io da carga poluidora dos efluentes utilizados como meio de cultivo.
Foi observado que em algumas propor¢des houveram pequenos aumentos, tais como na
de 5% e 80% de nutrientes nos cultivos da Chlorella sp. e nas propor¢oes de 10% e 5%
para a Monoraphidium contortum e Pediastrum tetras, respectivamente. Tal fato pode ser
devido a nitrificagdo que ocorreu em tais meios, aumentando assim, as concentragdes de
nitrito e nitrato e, consequentemente a DQO. Estes aumentos, porém, ndo foram tao altos,

se comparados com os niveis de remog¢do de amoOnia observados.

4.9 Teor lipideos e producao em biomassa seca em agua de poco e efluente
de fossas sépticas

Na Tabela 16 tem-se um resumo dos resultados cinéticos, de acumulagdo lipidica
e producao de biomassa obtidos na segunda etapa, onde novamente se percebe, assim
como na primeira, que nao ha uma relacdo direta entre os melhores resultados cinéticos e

as maiores acumulagdes lipidicas. Portanto os resultados apontam para o fato de que um
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crescimento mais acelerado a determinadas concentracdes de nutrientes e salinidade do

meio ndo necessariamente implica em uma maior acumulacao de lipideos e produgdo de

biomassa microalgal.

Tabela 16: Resumo dos resultados obtidos na segunda etapa.

Chlorella sp.
.| 2 . .. Producao
Mmix (dia™) R te (dia) % Lipideos Biomassa (mg.L)
Controle 0,5441 £0,0466 0,9348 1,28 +0,11 26,63 + 0,08 621,90
5% 0,4382 +0,0192 0,8703 1,58 +0,07 73,51 12,93 1773,51
10% 0,4606 £0,0112 0,9037 1,50 £ 0,04 81,20 £ 3,72 801,15
30% 0,3008 £0,0131 0,8654 2,30 £ 0,10 12,38 + 6,39 410,84
50% 0,2133 £0,0215 0,8112 3,27 +0,33 20,11 £ 3,44 528,13
80% 0,2844 +£0,0548 0,7732 2,50+ 0,53 - -
Scenedesmus acuminatus
Hmix (dia™) R? t; (dia) % Lipideos Bionl:::s‘;“(i‘g’.hl)
Controle 0,2286 +0,0048 0,8679 3,03+0,06 58,50+0,14 1337,54
5% 0,5649 +£0,0237 0,8516 1,23 +0,05 25,51 £ 1,13 809,09
10% 0,4202 £0,0372 0,8546 1,66 +0,14 63,53 +3,67 1573,01
30% 0,2281 £0,0187 0,8770  3,05+024  4501+1,44 1605,89
50% 0,2204 £0,0031 0,8987 3,14 +0,05 63,51 £4,51 2008,21
80% 0,2068 £0,0122  0,9588 3,36 +0,19 74,56 + 3,56 471,19
Nannochloropsis sp.
Hmix (dia™) R? t; (dia) % Lipideos Bim::;’si“(i‘él_,)
Controle 0,2291 +£0,0077 0,9620 3,02 +0,10 36,31 + 0,75 191,88
5% 0,2256 £0,0079 0,7963 3,07 +£0,11 25,94 + 1,80 859,25
10% 0,1932 £0,0134 0,8671 3,6 £0,26 22,23 +7,80 911,28
30% 0,1864 £0,0097 0,7945 3,72+0,19 56,50 + 28,50 1526,86
50% 0,2306 +0,0034 0,7802  3,00+0,04 73,68 +5,09 2573,80
80% 0,3997 £0,0315 0,8635 1,74 +0,13 20,24 £ 0,34 283,94
Monoraphidium contortum
Hmix (dia™) R? t, (dia) % Lipideos Bim::;’si“(i‘él_,)
Controle 0,2157 £0,0017 0,9401 3,21+0,03 29,62+ 12,74 556,21
5% 0,2952 £0,0099 0,9314 2,35 +0,08 66,38 + 2,68 623,87
10% 0,2586 £0,0237 0,7513  2,69+0,24 28,48 +0,01 803,62
30% 0,3514 £0,0065 09471 1,97 +0,04 76,19 + 14,39 466,69
50% 0,4053 +£0,0183 09465 1,71 +£0,08 39,16 + 12,86 667,19
80% 0,1918 £0,0028 0,9334 3,61 +0,05 56,44 + 2,03 233,75

Pediastrum tetras
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Hmx (dia™) R? t; (dia) % Lipideos Bion‘::;‘;“(‘ii‘;L_l)
Controle 0,2586 +0,0338 09254 2,71+033  31,12+3,18 595,00
5%  02754+0,0412 08819 225+036 50,82 +2,58 289,00
10% 02624 +00075 09249 2,64+008 24,66 % 0,56 548,75
30%  02756+0,0638 09273 2,59+054 72,63 +0,52 392,56
50%  02356+00154 09165 2,95+£020 37,51+3,52 337,69
80% 0325700241 009495 2,13+0,16 27,57 +2,02 760,06

A Figura 47 representa os teores de lipideos obtidos para os cultivos das espécies
estudadas, relacionando estes resultados com os de produ¢do em biomassa seca, também
apresentados nesta figura. Para a espécie de microalga Chlorella sp. observa-se que os
cultivos nas propor¢des de 5% e 10% do efluente de fossa séptica apresentaram as
maiores porcentagens de lipideos em biomassa seca. Tais resultados superaram até
mesmo o meio de Controle, indicando que nos cultivos desta microalga hd uma maior
producdo lipidica em meios com maior propor¢do de 4gua subterranea e menor propor¢ao
de nutrientes oriundos de efluentes domésticos.

Com relacdo as demais proporcdes de nutrientes estudadas as porcentagens
obtidas foram de 12,38% para a de 30%, 20,11% para a de 50% e para a proporcao de
80% a biomassa produzida foi insuficiente para a realizacao da andlise do teor lipidico e
célculo da producgdo de biomassa seca.

Este resultado ratifica o que foi dito anteriormente sobre a microalga Chlorella sp.
acumular maior teor de lipideos quando estdo sujeitas ao estresse salino provocado pelo
cultivo em &4guas subterrineas de caracteristica salobra, predominantes no semidrido
nordestino. Os melhores resultados para a producdo em biomassa seca também foram
para os meios com proporc¢do de 5% e 10% de nutrientes, (1773,51 mg.L'' e 801,15 mg.L-
! respectivamente), os quais também foram maiores que a produgdo no Controle (621,90
mg.L1).

Portanto, para a produgdo da espécie Chlorella sp. em cultivos abertos e escala
piloto pode-se ter como ponto de partida as melhores relacdes de volume de dgua
subterranea e nutrientes obtidas no cultivo fechado realizado nesta etapa do trabalho,
devendo ser levado em conta a relacdo entre salinidade do meio, concentracdo de
nutrientes (efluente de fossa séptica) e acumulagdo lipidica. Logo, combinando-se os

resultados da primeira e segunda etapa, no cultivo em escala piloto desta espécie, para
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maximizar a acumulacgao lipidica e a produgdo de biomassa, devem ser utilizadas dguas
salobras com baixas salinidades, assim como baixas concentracdes de nutrientes oriundos

de efluente de fossas sépticas.
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Figura 47: Porcentagem de lipideos (A) e Producdo em biomassa seca das espécies estudadas nos meios
de cultivo contendo dguas residuais domésticas e dgua de poco (B).

Ainda com relacdo a Chlorella sp., constata-se que a salinidade do meio aliada as

concentragdes iniciais de amdnia, com valores de aproximadamente 30,0 mg.L! e 60,0
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mg.L! para as proporcdes de 5% e 10% de nutrientes, respectivamente, potencializaram
a acumulacdo de lipideos, o que mostra a viabilidade de producdo de biomassa da
microalga em questdo para a producdo de biodiesel tendo como meios de cultivo dguas
subterraneas de natureza salobra e como fonte de nutrientes dguas residuais oriundas de
fossas sépticas.

Por sua vez, observando os resultados para a espécie de microalga Scenedesmus
acuminatus nota-se que o maior teor de lipideos foi observado no meio com propor¢ao
de 80%, valor que superou o Controle, com teor lipidico no valor de 58,50%. Porém a
producdo de biomassa seca para este meio de cultivo ndo foi satisfatéria, ja que o valor
obtido foi muito pequeno se comparado com os demais meios (471,19 mg.L™1).

Utilizando-se da relagao salinidade do meio, concentragdo de nutrientes e teor de
lipideos, observa-se que o meio que apresentou os melhores resultados, tanto no que diz
respeito ao teor lipidico como a producdo de biomassa foi na propor¢dao de 50% de
nutrientes oriundos de fossas sépticas, que obteve porcentagem de lipideos no valor de
63,51%, superando o Controle, além de uma alta producdo de biomassa seca, com
concentracdo de 2008,21 mg.L™!.

As demais propor¢des também apresentaram valores aceitdveis, observando-se
que, para o meio 10% o teor de lipideos foi de 63,53% e a produgio 1573,01 mg.L!. O
meio 30% obteve 45,01% de lipideos e 1605,89 mg.L"! de producdo. A propor¢io de 5%,
porém, ndo teve resultados expressivos como os demais, sendo o seu teor lipidico de
25,51% e a producio de biomassa seca 809,09 mg.L'..

Tais resultados indicam que meios com salinidades maiores e altas concentragdes
de nutrientes de efluentes de fossa potencializam a acumulacdo lipidica, bem como
aumentam a producdo de biomassa da espécie Scenedesmus acuminatus.

No presente trabalho pode-se observar que, além do estresse fisiologico
provocado nas células devido a utilizacdo de efluentes oriundos de fossas sépticas, houve
também o estresse salino, provocado pela utilizacdo de dgua de poco de carater salobro,
0 que potencializou a acumulacio lipidica e a produgcdo de biomassa da microalga
Scenedesmus acuminatus.

Pode-se destacar a vantagem da utilizagcdo de dguas subterraneas e dguas residuais
domésticas féssicas ndo axénicas para a producdo de biomassa de microalgas com fins

biotecnoldgicos, sendo os custos de produgdo bastante minimizados, ja que tais meios sao
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de facil obten¢do e de baixo custo, principalmente na regido semidrida nordestina, onde
a maioria das dguas subterraneas tem carater salobro.

Nos cultivos da cianobactéria Nannochloropsis sp. verifica-se que os maiores
niveis de acumulacao lipidica ocorreram nos meios com proporc¢ao de efluentes de fossa
séptica em dgua de poco de 30% e 50% (56,50% e 73,68%, respectivamente), sendo
observado que, nestes meios a producdo de biomassa também apresentou resultados
bastante satisfatérios (1526,88 mg.L! e 2573,80 mg.L!), valores que superaram os do
Controle (36,37% de lipideos e 191,88 mg.L"! de producio em biomassa seca).

Estes resultados, combinados com os da primeira etapa, mostram que a produgao
de biomassa para a cianobactéria Nannochloropsis sp. apresenta melhor desempenho em
meios com salinidade e concentracdo de nutrientes altas, tanto do ponto de vista da
acumulagdo de lipideos como da producao de biomassa.

Comparando os resultados obtidos com os de Jiang et al. (2011), estes obtiveram
na propor¢do de 50% de nutrientes, 52,40% no teor de lipideos, enquanto que no presente
trabalho para a mesma propor¢ao de nutrientes a acumulacdo lipidica foi de 73,68%. Tal
fato pode ser atribuido a salinidade do meio, pois Jiang et al. (2011) utilizaram 4gua do
mar, que possui concentracao de sais bem mais elevada que dguas de pogos salobras, o
que pode ter influenciado na acumulacdo lipidica, além da concentracdo de nutrientes de
origem em esgoto doméstico oriundo de fossa séptica, sendo as concentracdes de N e P
no meio fatores preponderantes para o aumento da acumulacdo de lipideos.

Com relagdo aos cultivos da espécie Monoraphidium contortum verifica-se que 0s
melhores resultados em termos lipidicos ocorreram nos meios com propor¢ao 5% e 30%,
sendo os niveis de lipideos no valor de 66,38% e 76,19% e as produgdes de biomassa no
valor de 623,87 mg.L! e 466,69 mg.L"!, respectivamente. Tais resultados ndo foram tdo
satisfatorios, se comparado com as produtividades obtidas para as espécies anteriores
sendo, portanto, a producdo de biomassa menor para a espécie em questdo. Para a
propor¢ao de 80% do efluente de fossa séptica os valores obtidos foram satisfatérios no
que diz respeito a acumulacdo lipidica (56,44%), porém a produtividade em biomassa
caiu consideravelmente (233,75 mg.L').

O mesmo ocorreu com a espécie Pediastrum tetras, onde a acumulacdo lipidica
obteve o seu maior valor na propor¢do de 30%, com um valor de 72,63% com

produtividade em biomassa de 392,56 mg.L"!. O meio com maior producio foi o de 80%,
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porém com teor de lipideos em biomassa seca no valor de 27,57%, o que confirma a
necessidade do equilibrio lipideos versus producdo de biomassa seca.

E importante notar que, tanto para a microalga Monoraphidium contortum quanto
para a Padiastrum tetras as propor¢des com maior acumulagdo de lipideos superaram o
Controle, que apresentou niveis no valor de 29,62% e 31,12%, respectivamente, podendo-
se entdo afirmar que a utiliza¢do das dguas salobras com origem em pog¢os e nutrientes
com origem em 4guas residuais domésticas contribuiram para o aumento da producdo de
lipideos por parte das espécies de microalgas em questao.

Assim, como na primeira etapa, foi realizada a ANOVA para cada propor¢ao de
esgoto diluida em 4dgua de pogo, assim como para o Controle, sendo realizado o Teste F,
tal como apresentado na Tabela 17, sendo verificado que hd diferenca significativa nos

cultivos de todas as espécies estudadas.

Tabela 17: Teste F para a % Lipideos nos cultivos utilizando dgua de poco e efluente de fossa séptica.
Frabelado = 3,1 1

F calculado R?
Chlorella sp. 69,90 96,35
Scenedemus acuminatus 72,67 98,38
Nannochloropsis sp. 6,17 83,71
Monorapidium contortum 7,10 85,54
Pediastrum tetras 117,6 98,99

Na Figura 48 tem-se os Testes de Tukey realizados para cada espécie, sendo
observado em quais pares de médias a diferenca € significativa, o que mostra a influéncia
da concentracdo de nutrientes provenientes de fossa séptica na acumulagdo de lipideos.
Os resultados mostraram para a Chlorella sp. (1) que s6 houve diferenca significativa
entre o Controle e as proporcdes de 5% e 10%, sendo a influéncia da concentracio de
nutrientes fator que aumentou a concentragdo de lipideos, fato que € ratificado na Figura
47. Nas demais propor¢des nao foram encontradas diferencas entre as médias, nao
havendo, portanto, influéncia da concentra¢do de efluente doméstico na varidvel resposta.

Com relagdo a espécie Scenedesmus acuminatus (2) houve influéncia positiva na
porcentagem de lipideos na propor¢ao de 80% (a esquerda do zero) e negativa nas
proporcoes de 5% e 30% (a direita do zero), resultados confirmados pela Figura 47, ja

que a maior acumulacgdo lipidica ocorreu na proporcao de 80%. Nos meios 10% e 50%
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nao houve diferenca significativa. Para a cianobactéria Nannochloropsis sp. (3) também
nao foi observada diferenca entre os pares Controle e propor¢des de nutrientes, apontando
para o fato de que a maior porcentagem de lipideos obtida no meio com propor¢do de
50% pode ser devido a salinidade do meio. O mesmo foi observado para a espécie
Monoraphidium contortum (4), em que nao houve influéncia das concentragdes de
nutrientes e a varidvel resposta (lipideos).

Os resultados da microalga Pediastrum tetras (5) mostraram que entre o Controle
e a propor¢do de 5% houve diferenca significativa de maneira a aumentar o teor de
lipideos, ja que o intervalo ficou a esquerda do zero. Nao foi observada diferencga entre
para os meios 10%, 50% e 80%. Ja para a propor¢ao de 30% a influéncia da concentracdo

de nutrientes foi negativa, o que diminuiu a acumulacdo lipidica.

migies , (1) e — (2)

3) I = .

e = — — ’ (4)

o > (5)

Figura 48: Teste de Tukey para % Lipideos para os cultivos com dgua de poco e efluente de fossa séptica.
(1) Chlorella sp., (2) Scenedesmus acuminatus, (3) Nannochloropsis sp.,
(4) Monoraphidium contortum, (5) Pediastrum tetras.
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A Tabela 18 representa uma estimativa de producdo mensal para todas as
propor¢des utilizadas nos cultivos das espécies estudadas. A partir dos resultados
apresentados nesta tabela e na Figura 47 pode-se notar que em um intervalo de um més
de producdo a microalga Chlorella sp. obteria sua maior producdo de biomassa na

propor¢ao de 5% e também sua maior produgao lipidica.

Tabela 18: Producdo de biomassa prevista em um més de cultivo.

Chlorella sp.
% Lipideos Ci?los d(i . Produgﬁo o Produ}‘ﬁo
cultivo/més Biomassa/més (mg/L) Lipideos/més (mg/L)
Controle 26,63 3,0 1865,7 496,84
5% 73,61 3,0 5320,5 3916,42
10% 81,20 3,0 2403,5 1951,64
30% 12,38 3,0 1232,5 152,60
50% 20,11 3,0 15844 318,60
Scenedesmus acuminatus
% Lipideos Ci?los deA . ProdutiVAidade o ProduA(;ﬁo
cultivo/més Biomassa/més (mg/L) Lipideos/més (mg/L)
Controle 58,50 1,7 2273,8 1330,17
5% 25,51 1,7 13754 350,86
10% 63,53 1,7 2674,1 1698,86
30% 45,01 1,7 2730,0 1228,77
50% 63,51 1,7 3413,9 2168,17
80% 74,56 1,7 801,0 597,23
Nannochloropsis sp.
% Lipideos Ci?los deA . ProdutiVAidade o ProduA(;ﬁo
cultivo/més Biomassa/més (mg/L) Lipideos/més (mg/L)
Controle 36,37 1,8 3454 125,62
5% 25,94 1.9 1632,6 423,50
10% 22,23 1,8 1640,3 364,64
30% 56,50 1.9 2901,0 1639,07
50% 73,68 1,8 4632,8 3413,45
80% 20,24 1.9 539,5 109,2
Monoraphidium contortum
% Lipideos Ci?los deA . Produtivjdade » ProduA(;ﬁo
cultivo/més Biomassa/més (mg/L) Lipideos/més (mg/L)
Controle 29,62 2,1 1168,0 345,96
5% 66,38 2,1 1310,1 869,64
10% 28,49 2,1 1687,6 480,80
30% 76,19 2,1 980,0 746,66
50% 39,16 2,1 1401,1 548,67
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80% 56,44 2,1 490,9 277,06
Pediastrum tetras
% Lipideos Ci?los d(i Biomassz: produzida o ProduA(;ﬁo
cultivo/més por més (mg/L) Lipideos/més (mg/L)
Controle 31,12 2,0 1190,0 370,3
5% 50,82 2,1 606,9 308,43
10% 24,66 2,1 11524 284,18
30% 72,63 2,1 709,1 515,02
50% 37,51 2,1 723,6 271,42
80% 27,57 2,1 1596,1 440,04

Para a espécie Scenedesmus acuminatus pode-se estimar a maior producdo de
biomassa na propor¢do de 50% sendo, porém, a maior porcentagem em lipideos esperada
para a proporcdo de 80%. Levando-se em conta que ndo houve grande discrepancia na
acumulacdo de lipideos entre as proporc¢oes de 50% e 80% pode-se concluir que o melhor
rendimento para a produgdo da Scenedesmus acuminatus foi obtido no meio com 50% de
propor¢ao de esgoto de fossa séptica, ja que a producdo de biomassa foi mdxima.

Para os cultivos da Nannochloropsis sp. a producdo mixima de biomassa bem
como a acumulac¢do de lipideos ocorreu na proporcao de 50%. Nos cultivos das espécies
Monoraphidium contortum e Pediastrum tetras percebe-se que a producdo mensal
esperada seria menor, ja que as produtividades em biomassa obtidas para tais espécies
foram pequenas em comparagdo as espécies anteriormente citadas. A maior producao de
biomassa ocorreria na propor¢cao de 10% e 80% para a Monoraphidium contortum e
Pediastrum tetras, respectivamente sendo, porém, a porcentagem lipidica maxima
observada na propor¢do de 5% para a Monoraphidium contortum e 30% para a
Pediastrum tetras.

Diante disso, para a produgdo em escala piloto da biomassa das espécies estudadas
€ importante observar os dois fatores: acumulacgdo lipidica e produ¢do de biomassa, sendo
necessdrio considerar qual proporcdo deve ser utilizada no sentido de equilibrar estes
fatores, maximizando a acumulagao lipidica a partir da utiliza¢ao de nutrientes oriundos
de 4guas residuais e de dguas salobras de pocos.

Outro fator a ser considerado € a velocidade méxima de crescimento, ja que nas
producdes em larga escala para a producdo de biodiesel o tempo de cultivo € fator

N

preponderante a ser levado em consideragdo com relacdo a espécie a ser cultivada.
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Observa-se que a Chlorella sp. mostrou os melhores niveis de lipideos nos meios onde a
taxa de crescimento miximo foi mais alta, o que confirma a ideia de se cultivar tal
microalga em meios com baixa concentracio de nutrientes.

Isso ndo ocorreu com a microalga Scenedesmus acuminatus e a cianobactéria
Nannochloropsis sp., sendo verificado que os maiores niveis de lipideos ndo foram
encontrados nos meios onde os valores de pmsx foram os maiores. Desse modo também ¢é
importante o equilibrio entre acumulac¢do lipidica, producdo de biomassa e velocidade de
crescimento para a escolha da melhor propor¢ao de nutrientes a ser utilizada na producao
em escala piloto e posterior producio em larga escala.

Também pode ser feita uma relac@o entre a salinidade do meio, a concentracdo de
nutrientes e a acumulacdo lipidica obtida entre as espécies que mostraram os melhores
resultados de teor de lipideos e producdo de biomassa, sendo possivel observar que a
microalga Chlorella sp. teve os maiores teores de lipideos nos meios com propor¢ao de
nutrientes em 5% e 10% e a maior producio de biomassa na de 5%, tendo tais meios uma
salinidade média de aproximadamente 3020,8 mg.L!' e 2886,4 mg.L"!, respectivamente,
em termos de sélidos totais dissolvidos, calculadas a partir dos valores da condutividade
elétrica obtidos ao longo dos cultivos.

Desse modo, pode ser concluido que a microalga Chlorella sp. pode ter a sua
producdo de biomassa e acumulacdo de lipideos potencializada em meios com baixa
concentragdo de nutrientes e uma salinidade préxima a 3000 mg.L! em termos de sélidos
totais dissolvidos. Com os resultados de lipideos da primeira etapa verifica-se, porém que
em salinidades maiores o teor de lipideos e a produ¢do de biomassa pode ser prejudicada.

A espécie Scenedesmus acuminatus mostrou os melhores valores de percentual de
lipideos em biomassa seca na propor¢ao de nutrientes de 50%, com uma salinidade média
de 2009,6 mg.L"! em termos de sélidos totais dissolvidos. Verifica-se, também que neste
meio a producdo de biomassa seca foi méxima. A partir dos resultados da primeira etapa
verifica-se, porém que esta espécie possui alta tolerdncia a salinidade, podendo ser
cultivada em meios com concentracdo de sais maiores. Conclui-se, entdo que esta espécie
tem os seus maiores niveis de lipideos e biomassa produzida em meios com altas
concentracdes de nutrientes, sendo verificado também, a partir dos resultados da primeira

etapa que esta microalga suporta maiores salinidades, j4 que no meio com concentragao
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de 6 g.L"! de NaCl a acumulagio de lipideos foi maxima e a producio de biomassa seca
também foi satisfatoria.

A cianobactéria Nannochloropsis sp. também teve a sua acumulacdo lipidica e
producdo de biomassa maximizada na propor¢ao de 50%, meio com uma salinidade
média de 2156,8 mg.L‘l, sendo, portanto, os meios com altas concentracdes de efluente
doméstico os mais propicios para se produzir em larga escala. Observa-se, também que,
a partir dos niveis de lipideos obtidos nos cultivos realizados em meios salobros sintéticos
(1* Etapa), que a cianobactéria em questdo também teve resultados destes pardmetros
favorecidos em meios com salinidade maiores, j4 que na concentragio de 6 g.L"! de NaCl
a sua producdo de biomassa e lipideos foram médximos, sendo, portanto, possivel cultivé-
la, assim como a Scenedesmus acuminatus, com aguas de pocos de alta salinidade ou em
meios com altas concentragcdo de nutrientes de efluente de fossas e salinidades menores.

Com base nos resultados apresentados e, levando-se em conta que grande parte da
dgua subterrdnea encontrada no nordeste brasileiro, principalmente no semidrido é
salobra, esta regido pode ser apontada como de grande potencial para a producdo de
biomassa de microalgas e cianobactérias utilizando como fonte de nutrientes dguas de
efluente doméstico, haja vista ser um efluente de baixo custo de obtencdo para a produgdo
de biomassa destes microrganismos.

Além do que foi mostrado, no que diz respeito a produc¢ao de microalgas, como
fator de grande relevancia pode ser destacado o potencial de producdo de biomassa de
microalgas para fins de producdo de biocombustiveis como o biodiesel, haja vista os
niveis bastante satisfatérios de lipideos em biomassa seca obtidos.

Desta forma, pode-se destacar a possibilidade da produc¢do de microalgas em
escala piloto e grande escala, a ser explorada no semidrido nordestino em comunidades
rurais, utilizando o esgoto produzido nestes locais como fonte de nutrientes com a
diluicdo de tais efluentes utilizando-se d4guas de pocos disponiveis na regido.

Vale destacar a importancia do estudo de diversas propor¢des de esgoto diluido
em 4gua de poco realizado no presente trabalho, j4 que € possivel trabalhar com dguas
subterraneas de diversas salinidades, de acordo com a regido do semidrido. Desta forma
localidades que ndo tenham grande contingente populacional e, consequentemente pouca
disponibilidade de dguas residuais domésticas podem utilizar maiores quantidades de

dgua subterranea salobra para a producdo de biomassa e cultivar espécies que
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apresentaram os melhores resultados de crescimento e acumulacdo de lipideos em tais
meios.

Por outro lado, em localidades urbanas tais microrganismos fotossintéticos podem
ser cultivados em meios com maiores quantidades de efluente de fossa séptica e menores
quantidades de dgua subterranea salobra, tal como as propor¢des de 50% e 80% de
efluente de fossa séptica utilizadas, sendo cultivadas as espécies que apresentaram 0s

melhores resultados de crescimento e porcentagem de lipideos em tais meios de cultivo.

e TERCEIRA ETAPA

Considerando os resultados obtidos na segunda etapa e as proporcOes utilizadas
nos cultivos abertos, a partir do monitoramento da concentragdo celular, salinidade e pH
dos meios, serdo apresentados nos proximos subtdpicos os resultados obtidos na terceira

etapa, em termos de crescimento, cinética, teor lipidico e producio de biomassa.

4.10 Curvas de crescimento nos cultivos abertos nas lagoas de alta taxa.

As Figuras 49 e 50 apresentam as curvas de crescimento da Chlorella sp. e
Nannochloropsis sp., respectivamente em fun¢do do tempo, nos cultivos realizados nas
lagoas de alta taxa, denominadas Raceway 1 e 2. Pode-se observar que ambas apresentam
comportamentos semelhantes, onde o nimero de células aumenta em func¢io do tempo de
cultivo até atingir a concentracdo celular maxima que, para a Chlorella sp. foi de 6,67.10°
células.mL! no tanque 1 e 6,18.10° células.mL"! no Raceway 2. Para a Nannochloropsis
sp. os valores foram superiores a Chlorella sp., na ordem de 2,44.10° células.mL! e
3,60.10° células.mL".

O tempo nos cultivos abertos foi menor do que nos fechados, sendo de cinco dias
para a Chlorella sp. e oito a nove dias para a Nannochloropsis sp. Tais resultados indicam
que nas lagoas de alta taxa a falta de controle de parametros, principalmente como
temperatura e luminosidade, além de agentes externos aos cultivos, pode afetar o

crescimento da biomassa.
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Figura 49: Curvas de crescimento Chlorella sp. nos cultivos abertos.
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Figura 50: Curvas de crescimento Nannochloropsis sp. nos cultivos abertos.

4.11 Parametros cinéticos de crescimento.

A partir das curvas de crescimento, foi possivel o cdlculo dos pardmetros cinéticos
(Umax € tg) para os cultivos abertos, os quais sao mostrados na Tabela 19. Comparando-se

tais resultados com os obtidos na segunda etapa, para as proporcdes utilizadas nos cultivos
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abertos, observa-se que a velocidade maxima de crescimento foi maior nas lagoas de alta
taxa, tanto para o cultivo da Chlorella sp. quanto para a Nannochloropsis sp. e,
consequentemente o tempo de geracdo menor, indicando que a cinética de crescimento

ndo foi prejudicada nos cultivos abertos.

Tabela 19: Pardmetros cinéticos de crescimento nos cultivos abertos.
Chlorella sp.
Mmix (dia™) R? ty (dia)
Raceway 1 0,5509 £0,0449 0,7274 1,264 +£0,1007
Raceway 2 0,8448 £0,0811 0,7101 0,826 +0,0837

Nannochloropsis sp.

Mmax (dia™t) R? tg (dia)
Raceway 1 0,5618 £0,0617 0,8175 1,245 +0,1454
Raceway 2 0,5962 £0,0913 0,9272 1,181 +0,1832

Os resultados mostrados na Figura 51 dao uma visdo comparativa entre as
espécies, onde se percebe que a espécie que apresentou os melhores resultados em termos
da cinética de crescimento foi a Chlorella sp., apesar de ter atingido menores
concentracdes celulares, se comparada com a Nannochloropsis sp., 0 crescimento se

mostrou mais rapido ao longo do tempo de cultivo.

= 1y — 167 OChlorella sp.
g 09 =
s T 1.4 1 B Nannochloropsis sp.
% 0,8 4 =50
£ 12
= 0,7
0.6 1 1
0,5 1 0,8 1
0.4 1 0,6 1
0,3 1
04
0,2 1
0,1 A 0,2 1
0 0
Raceway 1 Raceway 2 Raceway 1 Raceway 2
Figura 51: Velocidade méxima de crescimento e tempo de geracdo nos cultivos abertos.
4.12 Condutividade Elétrica e Potencial Hidrogenionico dos cultivos abertos.
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Nas Figuras 52 e 53 tem-se os dados da condutividade elétrica e pH ao longo do
tempo de cultivo da Chlorella sp. e Nannochloropsis sp., onde pode ser observado que
ndo houveram mudancas significativas quanto a salinidade do meio, ficando a
condutividade elétrica praticamente constantes em todos os cultivos. Quanto aos dados
da cianobactéria Nannochloropsis sp., verifica-se que o meio no tanque 2 (Raceway 2)
possuia uma salinidade maior do que no 1. Isso se deve ao fato de que os cultivos
ocorreram em momentos diferentes. Sendo assim, houveram mudancas nas caracteristicas

do meio variando a cada efluente coletado.
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Figura 52: Condutividade elétrica e pH nos cultivos abertos Chlorella sp.
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Figura 53: Condutividade elétrica e pH nos cultivos abertos Nannochloropsis sp.

Quanto ao pH, assim como nos cultivos fechados, houve um leve aumento a
medida em que a densidade celular do meio foi aumentando, confirmando o que foi dito

por Sharma; Singh; Korstad, (2011), de que ao longo do tempo a concentracido de CO>
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dissolvido do meio diminui, o que aumenta o pH. Este fato estd diretamente ligado a

concentracdo celular e a realizagdo da fotossintese.

4.13 Analise das concentracoes de nutrientes nos cultivos abertos

A Tabela 20 apresenta os dados das concentracdes iniciais € finais dos nutrientes,
bem como os valores de DQO e DBOs e nimero de Escherichia coli. A partir dessas
informacdes foi analisado o potencial de remocdo de nutrientes, diminuicdo da carga
poluidora e do niimero de bactérias nos meios de cultivo.

Os dados mostram que houveram expressivas diminui¢cdes na concentracdo de
amonia, principalmente nos cultivos da Chlorella sp., onde o percentual de diminui¢cdo
foi de 92,9% e 92,4%. Para a Nannochloropsis sp. a remogao foi de 89,03% e 69,42%.
Como na segunda etapa, as concentracdes de N-NO>" e N-NO3™ aumentaram ao final dos
cultivos para as duas espécies, ratificando a ocorréncia do processo de nitrificacdao
realizado pela ac@o das bactérias nitrificantes, as quais oxidam a amdnia para N-NO2™ e
N-NOs.

Os aumentos ocorreram mais acentuadamente no Raceway 1 para a
Nannochloropsis sp., indicando que a acdo de tais bactérias foi mais efetiva nos efluentes
com maiores concentracoes de amonia. A absorcdo de fosforo total, ocorreu em todos os
cultivos, sendo observados percentuais de remocao entre 60% e 70%. Porém no cultivo
da Nannochloropsis sp. no Raceway 2, a absor¢ao foi de 20%.

Quanto aos niveis da carga poluidora, houve diminuicdo da DQO em todos os
cultivos, com percentuais de remog¢do variando entre 40% e 60%. Porém, houveram
pequenos aumentos na DBOs nos cultivos da Chlorella sp., o que mostra que a carga
poluidora ou matéria organica, permaneceu praticamente a mesma. No entanto, os valores
iniciais e finais foram baixos, quando comparados com os da Nannochloropsis sp. Nesta,

houveram diminui¢des de 35,6% e 71,4% nos Raceways 1 e 2, respectivamente.
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Tabela 20: Concentracdo de nutrientes, carga poluidora e quantificacio de E. coli inicial e final.

Chlorella sp.
NH3 N-NOs N-NO~» P total DQO DBOs
(mg.L") (mg.L") (mg.L") (mg.L") (mg de O2.L") (mg de O2.L")
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final

Raceway 1 42,17 +£4,34 3,01+£0,18 0,11 +0,00 0,48 £ 0,04 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,00 9,39 +2,39 363£1,04 62,11 +12,42 22,1 +6,96 2,63 5,70
Raceway 2 43,42 £ 3,47 329+040 0,16 0,02 0,31+0,13 0,01 +£0,00 0,02 +£0,00 143 +1,75 4,63 £ 1,64 76,6 + 3,59 35,74 £ 10,80 3,17 5,35

Nannochloropsis sp.

NH3 N-NOs N-NO~ P total DQO DBOs
(mg.L") (mg.L") (mg.L") (mg.L") (mg de O2.L") (mg de O2.L")
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final

Raceway 1 31594 +£3,71  34,64+£0,04 134+£0,53 997,45+227 0,011+0,00 (>14,7) 4,77 £ 0,06 1,07+0,11 76,60 £ 3,59 33,13+ 7,17 35,4 22,8
Raceway 2 42,97 £ 1,65 13,14+ 0,18 2,75+0,80 153,78 +2,11 0,049+0,00 0,735+0,00 38,07+4,89 3044+256 21455+791 11347+0,00 151,3 43,25

Chlorella sp.

N° E. coli (UFC/mL)
Inicial Final
1,52.10% £ 6,51 5,57 . 109+ 3,06
4,50.10°+£2,83.102 7,33.10°£ 1,15

Nannochloropsis sp.

N° E. coli (UFC/mL)

Inicial Final
1,26 . 10°£153 0,00
2,40.10°+£173 0,00
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As anélises de quantificac@o de bactérias Escherichia coli, principais indicadores
de contaminagdo fecal, mostraram que a diminui¢ao foi expressiva, havendo quedas de 2
e 3 log na concentracdo final em relacdo a inicial, nos cultivos das duas espécies. A morte
destas bactérias pode ser atribuida as caracteristicas do meio, como por exemplo o pH,
que ao longo do cultivo ficou bésico devido ao aumento da concentracio celular. Outro
parametro sdo as variagdes de temperatura a que sdo submetidas a Escherichia coli.
Portanto, o reuso de esgotos domésticos oriundos de fossas sépticas para o cultivo de
microalgas pode favorecer na diminui¢do dos niveis de contaminagdo de tais efluentes.

Comparando-se os resultados mostrados com os obtidos por Buchanan, et al.
(2018) os autores concluiram que, no seu trabalho, a diminuicdo de fésforo do meio foi
baixa (16,7%). Em contrapartida a remocao deste nutriente no presente estudo foi maior,
atingindo valores entre 60% e 70%. Com relacdo a remog¢do de nitrogé€nio, 0s autores
mostram que a diminuicdo foi independente da profundidade das lagoas nos periodos
mais quentes, tendo um percentual de remocao maior que 90%. No presente trabalho
foram obtidos os mesmos niveis de remocgdo, principalmente de amonia nos cultivos da
Chlorella sp. Quanto aos ions N-NOz" e N-NOs3", Buchanan, et al. (2018) relatam que os
niveis destes nutrientes também aumentaram. Os percentuais de remog¢ao de DBOs foram
maiores que 90%, valores maiores que os obtidos no presente trabalho, porém houve a
diminuicdo de 1,75 log da bactéria Escherichia coli. Em contrapartida no presente estudo
houve uma maior queda no nimero de colonias, ocorrendo a diminuicao de 2 a 3 log em

relagdo ao numero inicial.

4.14 Teor de lipideos e producao em biomassa nos cultivos abertos

A Tabela 21 relaciona os resultados oriundos das andlises do teor de lipideos em
biomassa seca, a producdo de biomassa, bem como os resultados relacionados a cinética
de crescimento das espécies estudadas. Observa-se ndo haver uma ligagado direta entre a
cinética e acumulacgdo lipidica nos cultivos abertos, ja que para as duas espécies 0 maior
teor de lipideos ocorreu no primeiro tanque, onde o crescimento foi mais lento.

Comparando-se tais resultados com os obtidos nos cultivos fechados constata-se
que, o teor de lipideos obtido nesta etapa do trabalho foi menor que os da segunda,

apontando para o fato de que o ndo controle de pardmetros como luz, temperatura,
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luminosidade e agentes externos ao cultivo afeta tanto a acumulagao lipidica intracelular

como a produc¢do de biomassa seca.

Tabela 21: Teor de lipideos da biomassa produzida nos cultivos abertos.

Chlorella sp.

Mméx (dia!) R? te (dia) % Lipideos  Producio Biomassa (mg.L!)
Raceway 10,5509 £0,0449 00,7274 1,264 £0,1007 51,12+ 11,96 200,72
Raceway 2 0,8448 £0,0811 0,7101 0,826 £0,0837 24,06 £9,72 168,26

Nannochloropsis sp.

Mmsx (dia™) R? ty (dia) % Lipideos  Producio Biomassa (mg.L!)
Raceway 1 0,5618 £0,0617 0,8175 1,245+0,1454 12,18 £0,12 233,60
Raceway 2 0,5962 £0,0913 0,9272 1,181 £0,1832 6,30 £ 0,05 463,04

Podem ser observadas diferencas dos teores lipidicos entre os Raceways 1 e 2,
tanto para a Chlorella sp. quanto para a Nannochloropsis sp. Percebe-se que, o fato dos
cultivos da cianobactéria terem sido realizados em momentos distintos, submetendo-os,
portanto a condi¢des como temperatura e luminosidade diferentes, além de diferentes
concentracdes de nutrientes, acarretaram em diferenca na acumulagao lipidica e produgdo
de biomassa. Na Chlorella sp., este fato pode ser devido a agentes externos ou alteracoes
intracelulares ocorridas.

A partir das observagdes realizadas, foi possivel projetar a quantidade de biomassa
produzida em cultivos em larga escala, visando a producdo de biodiesel, com a utiliza¢io
de aguas subterrdneas salobras e efluentes domésticos oriundos de fossa séptica de
cidades de pequeno e médio porte localizadas na regido do semidrido nordestino. Na
Tabela 22 estdio apresentados valores, indicando que, para um volume previsto de 200 m*
de cultivo, estima-se que a produgdo mensal de biomassa da microalga Chlorella sp.
ficaria entre 200 e 241 Kg e, em termos lipidicos uma producao na faixa de 50 e 120 Kg
em biomassa seca, sendo esta utilizada integralmente na produ¢do de biodiesel. Com a
Nannochloropsis sp., para este mesmo volume de cultivo, a produgdo seria obtida entre
200 e 308 Kg de biomassa seca, porém, a quantidade de lipideos vidveis para fins

bioenergéticos seriam entre 19 e 24 Kg.
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Tabela 22: Produgdo em larga escala prevista.

Chlorella sp.
% Lipideos Ci?los deA V(?lume \ . Produgzzlo . ’Produ(;A‘Zlo
cultivo/més Cultivo (m°) Biomassa/més (Kg)  Lipideos/més (Kg)
Raceway 1 51,12 6,00 200 240,86 123,13
Raceway 2 24,06 6,00 200 201,91 48,58
Nannochloropsis sp.
% Lipideos Ci?los deA V(?lume \ . Produgzzlo . ’Produ(;A‘Zlo
cultivo/més Cultivo (m°) Biomassa/més (Kg)  Lipideos/més (Kg)
Raceway 1 12,18 4,29 200 200,23 24,39
Raceway 2 6,30 3,33 200 308,69 19,45

As estimativas mostradas confirmam a viabilidade de producdo de microalgas em
larga escala, para a produgdo de biocombustiveis, utilizando meios de cultivo de baixo
custo. E importante observar que, a cada cultivo realizado, as propriedades do meio
podem variar, levando-se em conta que, as caracteristicas de 4guas subterrineas e
efluentes de fossa séptica variam até mesmo dentro de uma mesma regido podendo
impactar na producdo. Dessa forma, a escolha da espécie a ser cultivada na producido em
larga escala deve ser feita com base nas particularidades do meio de cultivo, como a
concentracdo de nutrientes, que depende das caracteristicas do efluente oriundo de fossa
séptica, além da salinidade das dguas subterraneas, onde € observado que cada pocgo
possui caracteristicas fisico-quimicas particulares, que dependem da regido em que esta
localizado.

Portanto, apesar dos teores lipidicos obtidos nos cultivos abertos terem sido
menores que nos fechados, isto ndo inviabiliza a producio de biomassa de microalgas em
larga escala para fins bioenergéticos, o que pode ser confirmado pelos resultados obtidos
na previsdo da producdo esperada em um més de cultivo, os quais vem ratificar a
viabilidade de producdo em larga escala de biomassa de microalgas, para a produgdo de
biocombustiveis, a partir de meios de cultivo de baixo custo.

Também sdo enfatizadas as condi¢des climdticas do semidrido nordestino
brasileiro e tropical, como temperatura e luminosidade, que vem consolidar a
possibilidade de producdo em larga escala de biomassa de microalgas, pois trata-se de
uma regido com altas temperaturas praticamente todo o ano, além da alta incidéncia da

luz solar, o que afeta diretamente na eficiéncia fotossintética das espécies cultivadas.
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Além disso, destaca-se o potencial de aplicag@o deste trabalho em comunidades
difusas da regido semidrida, no sentido de reuso de efluentes de fossas sépticas e
utilizacdo de &4guas subterraneas de cardter salobro, na produ¢do de biomassa de
microalgas para fins de producdo de biodiesel. Baseado nos resultados obtidos nas trés
etapas do trabalho, a escolha da espécie a ser cultivada em cada regido é funcdo da

salinidade das dguas dos pog¢os versus a concentracdo de nutrientes presentes no efluente.

4.14 Analise de separacao da biomassa

Neste subtdpico sao mostrados os resultados obtidos no processo de separagdo da
biomassa, utilizando membranas ceramicas. Para o sistema desenvolvido, a pressdao de
operacdo utilizada foi de 3,3 bar, sendo esta a que apresentou o melhor desempenho na
separa¢do, em termos de recuperagdo da biomassa versus a vazao do permeado, a qual,
na configuragao utilizada foi de 0,02 L.min"! e o fluxo médio obtido foi 1,62 + 0,09 L.min"
. m™. A eficiéncia da separacio foi quantificada por medi¢des de cor e turbidez do meio
nas correntes de alimentacao, permeado e concentrado. Na Figura 54 tem-se amostras da

alimentacdo e permeado, sendo possivel comparar visualmente a diferenca dos dois

meios.

Figura 54: Amostras da alimentag@o e do permeado apds o processo de separagdo

A Tabela 23 contém os dados de cor e turbidez colhidos no estudo da separacio
da biomassa por membranas ceramicas, utilizando o sistema de separa¢do nas condi¢des
de operacdo mencionadas. Para a Chlorella sp. o percentual de remoc¢do de cor foi de

81,29% e 97,83% de turbidez e para a Nannochloropsis sp. a remogao foi de 78,03% e
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89,06% respectivamente. E importante destacar que o entupimento dos poros e o acimulo
de biomassa se mostraram como fatores que dificultaram o processo de separacdo, sendo

por isso a vazdo de permeado do sistema (0,02 L.min™!) baixa.

Tabela 23: Dados de cor e turbidez obtidos na separagdo com membranas.

Chlorella sp.
Alimentacdo Permeado Concentrado
Cor, unidade Hazen (mg Pt-Co/L) 185,3 34,7 500,3
Turbidez (uT) 163,3 35 506,0

Nannochloropsis sp.

Alimentacio Permeado Concentrado
Cor, unidade Hazen (mg Pt-Co/L) 469,0 103,0 561,0
Turbidez (uT) 193,0 21,1 301,0

O processo de separagdo com as membranas ceramicas evidenciou que a
incrustacdo implicou em uma baixa vazao e fluxo de permeado, sendo observado que o
tempo de separagdo foi alto. O mesmo ocorreu no trabalho de Wu, et al., 2018, no qual
houve a incrustagdo da biomassa e de matéria organica do meio, bem como a formagao
de um gel impermeédvel na superficie da membrana no processo de separagdo da
microalga Chlorella vulgaris. Portanto, pode-se afirmar que a ocorréncia da incrustagao
¢ inevitavel no processo de separacido da biomassa com membranas, sejam ceramicas ou
de outro material.

Porém, € importante ser destacada a eficiéncia obtida no presente estudo na
separacdo da biomassa, constatada pela alta remocdo de cor e turbidez do meio,
mostrando uma alta recuperacdo de biomassa. Por isso, devem ser estudadas a
minimizacao da incrustacdo, pela limpeza fisica periddica das membranas, bem como o
aprimoramento na configuracao do sistema de separacio projetado.

Outro fator que pode aumentar a vazao e fluxo de permeado é o aumento do
nimero de elementos de membranas e suas dimensdes, principalmente para a produgao
em larga escala. Desse modo, a drea de contato entre a biomassa produzida com a
superficie da membrana serd maior, aumentando assim, o volume de biomassa separada
em um menor intervalo de tempo. E importante notar, portanto, o amplo campo de atuacio

N

e pesquisa disponivel no que diz respeito a separagdo da biomassa com membranas
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ceramicas, sendo indispensavel o aprimoramento das tecnologias empregadas, visando a
combinacdo de eficiéncia de separa¢do, na recuperacao da biomassa versus vazao e fluxo
de permeado.

Diante do exposto, destaca-se o grande potencial do processo de separagdo
utilizando membranas ceramicas, ressaltando o baixo custo de producao, facilidade de
manuseio e a possibilidade de reutilizacdo do permeado tanto para novos cultivos de
microalgas como para outros fins, como a irrigacdo, haja vista o meio de cultivo ainda
possuir nutrientes que podem ser reaproveitados. Outro aspecto importante € a
possibilidade de produgcdo de biomassa de microalgas para fins bioenergéticos no
semidrido nordestino, regido com um clima extremamente favordvel para a producdo

durante todo o ano.
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5. CONCLUSOES

e Com relacdo ao potencial de crescimento em meios salobros sintéticos, através
das curvas de crescimento e do cédlculo da velocidade mdxima de crescimento e
tempo de geracdo, constata-se que, dentre as espécies estudadas, as que
suportaram as maiores salinidades foram a Scenedesmus acuminatus e
Nannochloropsis sp., sendo observado que a salinidade do meio contribuiu para o
aumento na velocidade maxima de crescimento.

e Observou-se que a porcentagem de lipideos em biomassa seca produzida nos
meios de cultivo salobros sintéticos apresentou resultados satisfatorios, obtendo-
se teor celular superior a 60% no cultivo da cianobactéria Nannochloropsis sp. em
meio de cultivo contendo 6,0 g.L"! de NaCl. As espécies Scenedesmus acuminatus
e Pediastrum tetras também mostraram resultados bastante satisfatérios proximos
a 50%. A microalga Chlorella sp., no entanto teve a sua acumulagdo lipidica
reduzida nos meios com altas concentragdo do sal.

e Os cultivos fechados realizados com a utilizacao de efluente de fossa como fonte
de nutrientes em dgua de poco mostraram a partir das curvas de crescimento, que
para todas as espécies ocorreu o aumento da velocidade maxima de crescimento
e diminuicao do tempo de geracdo, em relagcdo ao Controle, sendo constatado que,
em tais fontes de nutrientes o crescimento se dd mais rapidamente que nos meios
convencionais de cultivo.

e (Quanto aos cultivos realizados na segunda etapa, as espécies que mostraram 0s
melhores resultados em termos de acumulacao lipidica e producdo de biomassa,
revelando maior potencial para producdo em escala piloto foi a Chlorella sp. na
proporcao de 5% de efluente de fossa séptica e Nannochloropsis sp. na de 50%.

e A partir das porcentagens lipidicas e producdo de biomassa seca, as espécies
estudadas que se mostraram mais eficientes nos cultivos fechados, nos meios
compostos por dgua de pocgo e efluentes domésticos oriundos de fossa séptica
foram a Chlorella sp. e Nannochloropsis sp., sendo a porcentagem de lipideos da
primeira favorecida em meios com baixas concentracdo de nutrientes e dguas

salobras com baixa salinidade. A Nannochloropsis sp. teve os teores de lipideos
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mais expressivos nos meios com altas concentracdes de nutrientes e, também
podendo ser utilizadas dguas de pocos com salinidades mais elevadas.

e A partir da producdo de biomassa em escala piloto prevista para um més de
cultivo, levando-se em conta a previsao da quantidade de biomassa produzida e
do teor de lipideos esperado, as espécies que se mostraram mais vidveis para a
producdo em escala piloto foram a Chlorella sp. e Nannochloropsis sp.

e (Quanto aos cultivos abertos em escala piloto, houve uma diminui¢do nas
concentracdes celulares, em relacdo as etapas 1 e 2. Tal fato era esperado devido
a falta de controle de parametros diretamente ligados ao crescimento microalgal,
tais como temperatura e luminosidade. Quanto a cinética de crescimento, esta
mostrou ser mais rapida que nos cultivos fechados, observando-se que o tempo de
cultivo foi menor que na primeira e segunda etapa, fato que compensou as
menores concentracdes celulares obtidas.

e Os teores de lipideos nos cultivos abertos foram menores que os obtidos nos
fechados. Porém tais diminui¢des nao inviabilizam a produgdo das espécies
estudadas em larga escala, visto que as evidéncias mostradas podem ratificar a
viabilidade de producdo de microalgas em larga escala, para fins de
biocombustiveis, utilizando meios de cultivo de baixo custo.

e Com relacdo ao consumo de nutrientes, oriundos de efluente de fossa séptica,
tanto nos cultivos fechados como nos abertos, verificou-se a diminuicdo
expressiva dos niveis de amonia, observando também a diminui¢@o dos niveis de
fosfato e carga poluidora para todas as espécies. Foi constatado também que em
meios onde havia alta concentracao inicial de amonia foi favorecida a ocorréncia
do processo de nitrificagdo por parte de bactérias nitrificantes presentes no meio,
0 que acarretou no aumento dos niveis de nitrito e nitrato.

e Foram constatadas diminui¢do da carga poluidora através das analises de DBOs e
DQO tanto nos cultivos fechados como nos abertos. Logo, os resultados obtidos
comprovam que a produc¢do de biomassa de microalgas com a utilizacdo de
efluentes de fossas sépticas como fonte de nutrientes trazem impactos ambientais

positivos, diminuindo os niveis de polui¢do nos corpos d’agua.
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e Nos cultivos abertos as andlises de quantificacdo de bactérias Escherichia coli
mostraram expressivas diminui¢des na quantidade de coldnias presentes no final
dos cultivos em relagdo ao nimero inicial, para as duas espécies. Portanto, o reuso
de efluentes de fossas sépticas como fonte de nutrientes para o cultivo de
microalgas pode favorecer na diminui¢do dos niveis de contaminacdo de tais
efluentes, trazendo expressivos beneficios ambientais.

e O processo de separagdo da biomassa com membranas ceramicas se mostrou
eficaz, pois a recuperacdo da biomassa do meio foi expressiva, sendo obtido
percentuais de remocdo de cor e turbidez maiores que 80%. Portanto foi
constatada a grande viabilidade de utilizacdo de membranas ceramicas,
produzidas com materiais de baixo custo, encontrados na propria regidao
semidrida, para a separacio da biomassa de microalgas. Além da alta recuperacdo
de biomassa, as membranas sdao de facil manuseio e limpeza, além da
possibilidade de reutilizacdo por intimeras vezes. Logo, a utilizacdo de
membranas ceramicas vem contribuir na diminui¢c@o dos custos de produgdo de
biomassa de microalgas.

e Osresultados das estimativas de producao de biomassa em larga escala discutidas
mostram o grande potencial para o escalonamento da producdo da biomassa de
microalgas na regido do semidrido nordestino, utilizando os meios de cultivo
estudados, visando a diminui¢do dos custos de produgao.

e Foi constatada a possibilidade de implementacdo de estacdes de producdo de
biomassa de microalgas, utilizando efluentes de fossas sépticas de cidades de
pequeno e médio porte e d4guas subterraneas da regido, com caracteristica salobra,

nas condi¢des do semidrido tropical para fins de produgdo de biodiesel.
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6. PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS

No ambito da producdo de biomassa de microalgas em meios salobros, com a
utilizacdo de efluentes domésticos oriundos de fossas sépticas para fins bioenergéticos e,
como perspestivas para futuros estudos podem ser utilizadas outras espécies de
microalgas, sendo analisados o potencial de crescimento, acumulagao lipidica e produgdo
de biomassa. Na separacdo da biomassa com utilizacdo de membranas ceramicas podem
ser estudadas outras configuracdes de sistemas de separacdo, contando com um maior
numero de elementos de membranas, sendo exploradas as condi¢des de separagdo para,
inclusive, a producao em larga escala.

Outro tépico importante a ser explorado é a possibilidade implementacdo de
sistemas de producdo de biomassa em larga escala, com utilizacdo do esgoto doméstico
de cidades de pequeno e médio porte e pocos da regido como meio de cultivo, para a

producdo de biodiesel.
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ANEXOS

I - Concentracao celular média ao longo do tempo de cultivo em meios salobros
sintéticos.

1. Chlorella sp.

N° de Células/mL
Dia de cultivo Controle 2,0 g.L! 4,0 g.L! 6,0 g.L!

0 1,16.10° 1,16.10° 1,16.10° 1,16.10°
1 4,21.10° 2,83.10° 2,92.10° 2,78.10°
2 1,25.10° 3,71.10° 3,61.10° 3,03.10°
3 1,89.10° 4.67.10° 5,50.10° 4,67.10°
4 2,90.10° 1,10.10° 1,31.10° 6,92.10°
5 4,03.10° 1,10.10° 1,48.10° 7,08.10°
6 5,94.10° 1,90.10° 1,86.10° 1,00.10°
7 8,14.10° 1,81.10° 2.46.10° 9,67.10°
8 1,66.107 2,73.10° 2,80.10° 9,17.10°
9 7,08.10° 2.,34.10° 3.,42.10° 7,25.10°
10 6,51.10° 3,13.10° 3,21.10° 4,50.10°
11 3,88.10° 3.41.10°

12 4,69.10°

13 5,58.10°

2. Scenedesmus acuminatus
N° de células/mL

Dia de cultivo  Controle 2,0gL' 4,0gL'! 6,0gL!

0 9,08.10*  9,08.10* 9,08.10*  9,08.10*
1 2,77.10°  2,08.10*  2,42.10* 1,92.10*
2 3,45.10°  5,33.10* 6,92.10*  6,33.10*
3 6,02.10°  6,00.10* 1,52.10° 4,17.10*
4 1,62.10° 1,13.10° 3,05.10°  7,08.10*
5 1,93.106  1,49.10°  6,29.10° 1,54.10°
6 2,34.10  2,30.10° 1,32.105  5,03.10°
7 2,73.106  5,33.10° 2,04.105  6,42.10
8 3,06.10° 442105  2,09.10° 1,43.10°
9 3,64.106  6,58.10°  2,08.10°  1,50.10°
10 4,55.10°  7,67.10°  2,27.10° 1,29.10°
11 5,14.10° 1,32.105  2,84.108 1,44.108
12 5,36.10° 1,91.10°  2,84.10° 1,49.10°
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13 6,90.10° 2,12.10° 4,53.10° 1,80.10°
14 8,76.10° 2,15.10° 3,21.10° 1,25.10°
15 9,08.10°  2,31.10° 3,08.10° 1,23.10°
16 8,44.109
17 1,06.107
18 1,25.107
3. Nannochloropsis sp.
N’ de células/mL

Dia de cultivo  Controle 2,0gL! 40gL! 6,0gL!
0 1,16.10° 1,16.10° 1,16.10° 1,16.10°
1 1,72.10° 5,08.10*  9,50.10* 1,34.10°
2 2,68.10° 2,94.10° 3,57.10° 3,53.10°
3 4,79.10° 3,23.10° 3,80.10° 6,67.10°
4 7,25.10° 4,50.10° 6,08.10° 8,92.10°
5 6,25.10°  4,33.10° 1,03.10° 1,12.108
6 5,92.10° 7,75.10° 1,53.10° 1,33.10°
7 1,03.10° 8,50.103 1,96.10° 1,95.10°
8 1,23.10° 8,50.10° 2,75.10° 2,59.10°
9 1,68.10° 1,46.106  2,85.10°  2,50.10°
10 2,02.10° 1,23.10° 3,05.10° 2,69.10°
11 2,48.10° 1,04.10° 3,13.10°  3,10.10°
12 2,62.10° 1,83.10° 3,15.10° 3,17.10°
13 3,33.109 1,95.10° 3,63.10°  3,66.10°
14 3,95.10° 2,16.10° 4,51.10° 4,41.10°
15 4,13.10°  3,01.10° 4734.10° 4,73.10°
16 6,69.10°
17 4,59.10°

4. Monoraphidium contortum
N° de células/mL

Dia de cultivo  Controle 2,0gL! 40gL! 6,0gL!
0 2,18.10° 2,18.10° 2,18.10° 2,18.10°
1 2,58.10° 2,49.10° 2,33.10° 2,42.10°
2 5,53.10° 8,23.10° 7,28.10° 3,45.10°
3 5,77.10° 8,68.10° 5,52.10° 2,92.10°
4 1,21.108 1,20.10° 8,92.10° 3,67.10°
5 1,31.10° 2,28.10° 1,48.10° 6,58.10°
6 1,92.10°  2,67.10° 1,53.10  7,92.10°
7 2,74.10° 3,23.10° 1,79.10° 1,20.10°
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8 2,73.10%  3,87.10%  1,71.10°  1,12.10°
9 3,21.10  4,26.105  1,18.10%  1,23.10°
10 4,62.106 3,88.10° 1,71.10°  1,07.10°
11 3,96.105  4,80.105  2,03.10%  1,68.10°
12 4,11.10°  4,80.10°  2,35.10°  1,89.10°
13 7,38.10  6,26.105  3,45.10°%  1,48.10°
14 8,73.10  7,65.10°  3,50.10°  1,34.10°
15 7,18.10%  7,13.10%  4,62.10°  1,33.10°

5. Pediastrum tetras

N’ de células/mL
Dia de cultivo  Controle 2,0gL! 40gL! 6,0gL!

0 2,18.10°  2,18.10° 2,18.10°  2,18.10°
1 2,4510°  3,42.10° 2,48.10° 3,89.10°
2 7,17.10°  6,75.10° 1,00.106  2,62.10°
3 9,83.10° 1,08.10°  1,02.10°  5,58.10°
4 1,39.106  2,17.10° 2,17.105  5,83.10°
5 1,55.10°  2,63.10° 2,43.10°  8,50.10°
6 2,49.106  3,86.10° 2,50.10°  9,75.10°
7 2,55.10°  3,51.10°  2,72.10°  1,20.10°
8 4,01.106 536.105 3,18.10% 2,06.10°
9 4,81.10°  6,60.10°  4,12.10°  2,56.10°
10 4,94.10 725105 3,87.105 2,62.10°
11 6,37.10° 1,21.107  4,28.10°  2,44.10°
12 7,35.10° 1,19.107  5,21.108 1,94.10°
13 8,03.10°  9,37.10°  5,21.10°  2,59.10°
14 8,07.10°  8,38.10°  4,67.10°  3,93.10°
15 5,48.10°  6,67.10°  5,40.10°  2,73.10°
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IT — Concentragao celular média ao longo do tempo nos cultivos realizados com
dgua de poco e efluente de fossa séptica.

1. Chlorella sp.

N° de Células/mL

Dia de cultivo  Controle 5% 10% 30% 50% 80%
0 1,16.10° 1,16.10° 1,16.10° 1,16.10° 1,16.10° 1,16.10°
1 421.10°  336.10° 3,02.10° 4,02.10° 3,23.10° 1,94.10°
2 1,25.10° 1,63.10° 1,03.10° 3,75.10° 4,75.10°  4,58.10°
3 1,89.10° 228.10° 1,38.10° 342.10° 4,33.10°  3,00.10°
4 2,90.10°  2,77.10° 232.10° 6,92.10° 4733.10° 4,67.10°
5 4,03.10° 578.10° 4,73.10° 7,83.10° 4,33.10° 5,42.10
6 5,94.10°  6,05.10°  4,38.10° 1,15.10°  4,92.10° 5,83.10°
7 8,14.10°  7,75.10°  5,40.10° 1,28.10°  8,67.10° 5,50.10°
8 1,66.10"  9,40.10°  6,53.10° 1,01.10°  9,58.10°  3,92.10°
9 7,08.10° 1,44.107 1,19.107 1,21.10°  1,76.10°  242.10°

—_
o

6,51.10°  1,59.107  7,36.10°  1,32.10° 1,47.10° 5,83.10*

2. Scenedesmus acuminatus

N° de Células/mL

Dia de cultivo  Controle 5% 10% 30% 50% 80%
0 9,08.10*  9,08.10* 9,08.10*  9,08.10*  9,08.10*  9,08.10*
1 2,77.100 4,01.10° 3,25.10° 2,16.10° 246.10° 2,13.10°
2 3,45.10° 9,00.10° 5,74.10° 395.10° 530.10° 3,01.10°
3 6,02.10° 1,48.10° 1,21.10° 7,75.10° 1,08.10°  4,08.10°
4 1,62.10°  1,65.10° 1,37.10°  8,92.10° 5,75.10° 5,08.10°
5 1,93.10°  1,87.10° 1,58.10° 1,08.10° 1,16.10° 7,25.10°
6 2,34.10°  1,49.10° 2,03.10° 1,19.10° 1,66.10°  7,58.10°
7 2,73.10°  1,51.10° 2,38.10°  1,33.10° 2,01.10° 8,17.10°
8 3,06.10° 1,77.10° 1,97.10° 1,86.10° 248.10° 1,21.10°
9 3,64.10°  1,69.10°  1,79.10° 2,06.10° 2,81.10° 1,67.10°

10 4,55.106 1,75.108 1,74.10°  2,58.10°  4,13.10° 1,88.10°
11 5,14.10°  1,87.10°  2,37.10°  3,17.10°  4,37.10°  1,96.10°
12 5,36.10° 1,71.10  2,73.10°  3,67.10° 4,82.10°  2,73.10°
13 6,90.10°  1,63.10°  3,03.10° 2,94.10° 5,00.10° 2,68.10°
14 8,76.106  2,07.10°  2,72.10°  4,15.10% 5,81.10°  3,04.10°
15 9,08.105 2,29.105 2,18.105 3,92.105 7,90.105 4,01.10°
16 8,44.106  2,27.10° 1,78.10°  3,88.10°  8,88.10°  5,17.10°
17 1,06.107  2,64.10° 2,44.10° 4,03.10° 9,53.10° 5,33.10°
18 1,25.107  2,62.10°  2,45.10° 4,49.10° 9,39.10°  6,18.10°
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3. Nannochloropsis sp.

N° de Células/mL

Dia de cultivo  Controle 5% 10% 30% 50% 80%

0 1,16.10° 1,16.10° 1,16.10° 1,16.10° 1,16.10° 1,16.10
1 1,72.10°  3,00.10° 1,40.10°  2,49.10° 3,56.10°  2,68.10°
2 2,68.10°  4,40.10° 2,08.10° 3,34.10° 7,46.10° 3,96.10°
3 4,79.10° 9,88.10° 2,92.10° 6,92.10° 1,48.10° 1,05.10°
4 725.10° 9.83.10° 542.10° 1,33.10°  225.10°  2,29.10°
5 6,25.10° 1,21.106  4,83.10° 1,61.10°  297.10°  2,00.10°
6 5,92.10° 1,33.10°  7,58.10° 1,55.106  2,50.10°  2,53.10°
7 1,03.10° 1,64.10°  1,30.10° 1,48.10°  3,53.10° 2,43.10°
8 1,23.10° 1,33.10°  1,85.10° 1,68.106  3,83.10°  3,37.10°
9 1,68.10° 1,78.10°  1,51.10° 2,12.10°  4,33.10° 2,92.10°
10 2,02.10° 1,85.10°  2,20.10° 1,98.10°  4,37.10°  3,04.10°
11 2,48.105  2,43.10° 233.10° 240.10° 599.10° 3,36.10°
12 2,62.10°  2,83.10° 2,31.10° 2,92.10° 6,18.10°  3,61.10°
13 3,33.10° 1,85.10° 1,93.10° 325.10° 5,80.10° 3,24.10°
14 3,95.10° 1,58.10°  2,02.10° 2,72.10°  6,91.10°  2,10.10°
15 4,13.10°  2,19.10° 2,73.10° 3,50.10°  3,53.10° 1,83.10°
16 6,69.10° 1,49.10°  2,87.10°  3,05.10° 596.10° 7,50.10°
17 4,59.10° 3,15.10° 6,41.10°

4. Monoraphidium contortum

N° de Células/mL
Dia de cultivo  Controle 5% 10% 30% 50% 80%
0 2,18.10°  2,18.10° 2,18.10°  2,18.10° 2,18.10°  2,18.10°
1 2,58.10°  2,54.10° 2,20.10° 2,76.10° 1,73.105  2,73.10°
2 5,53.10°  3,00.10° 3,33.10° 4,83.10° 3,67.10° 4,17.10°
3 5,77.10°  5,00.10° 9,67.10° 1,05.10°  5,00.105> 6,00.10°
4 1,21.106  4,92.10° 1,11.10° 1,11.106  5,67.10°  8,50.10°
5 1,31.10°  9,00.105 2,08.10° 2,58.10° 1,21.106  4,83.10°
6 1,92.10°  7,83.10°  8,77.10° 4,32.10° 3,77.10°  7,17.10°
7 2,74.10°  2,13.10° 4,05.10° 6,23.10°  3,10.10° 1,25.10°
8 2,73.10° 1,20.10°  6,03.10°  6,58.10°  3,48.10° 1,48.10°
9 3,21.106  2,07.10°  6,17.10°  6,62.10°  4,33.10° 1,87.10°
10 4,62.105  3,10.105  6,43.109 1,02.107  6,38.10°  1,40.10°
11 3,96.10 42310  4,95.10° 1,33.107 1,42.107  2,14.10°
12 4,11.105 3,38.105  6,52.108 1,49.107  1,10.10"  2,92.10°
13 7,38.10°  8,00.10°  7,90.10° 1,87.107 1,33.107  2,41.10°
14 8,73.10° 1,85.107 1,04.107 1,34.107  6,58.10°  4,22.10°
15 7,18.10°
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5. Pediastrum tetras

N° de Células/mL

Dia de cultivo  Controle 5% 10% 30% 50 % 80%
0 2,18.10°  2,18.10° 2,18.10° 2,18.10° 2,18.10°  2,18.10°
1 2,45.100  3,16.10° 2,13.10° 286.10° 2,07.10° 327.10°
2 7,17.10°  329.10° 7,33.10° 3,50.10° 4,00.10°  3,50.10°
3 9,83.10° 1,18.10° 9,67.10°> 3,33.10° 4,17.10° 4,50.10°
4 1,39.10°  1,33.10°  1,13.10° 3,33.10° 4,25.10° 4,67.10°
5 1,55.10° 2,13.10° 1,61.10° 583.10° 5,67.10° 1,82.10°
6 2,49.10  2,70.10°  238.10° 6,42.10° 1,85.10°  1,28.10°
7 2,55.10°  4,19.10°  3,43.10° 8,50.10° 1,73.10°  2,29.10°
8 4,01.10° 3,58.10° 3,45.10° 8,50.10° 1,83.10° 4,85.10°
9 481.10° 5,07.10° 4,72.10° 9,17.10° 2,40.10° 5,05.10°
10 49410° 5,17.10° 548.10° 2,08.10° 2,43.10° 5,75.10°
11 6,37.10°  6,84.10° 6,44.10°  3,08.10°  3,00.10°  5,90.10°
12 7,35.10°  9,06.10° 9,32.10° 3,34.10° 2,93.10° 1,07.107
13 8,03.10°  8,02.10°  8,23.10°  1,69.10°  4,50.10°  1,02.10’
14 8,07.10°  7,23.10° 1,05.107 2,45.105 4,83.10° 1,58.107
15 5,48.10°

III — Concentracgdo celular média ao longo do tempo de cultivos nas lagoas de alta taxa
(raceways)

Chlorella sp. Nannochloropsis sp.

Raceway 1 Raceway2 Racewayl Raceway 2
N° de Células.mL!

0 3,75.10* 3,75.10* 5,00.10* 3,58.10*
1 5,00.10* 4,33.10* 6,33.10* 3,25.10*
2 3,38.10° 4,27.10° 3,83.10° 5,00.10*
3 4,34.10° 6,03.10° 5,53.10° 2,27.10°
4 4,93.10° 6,18.10° 4,12.10° 4,32.10°
5 6,67.10° 3,92.10° 1,28.10° 5,42.10°
6 1,75.10* 5,58.10* 1,57.10° 8,25.10°
7 2,23.10° 8,33.10°
8 3,60.10°
9 2,91.10°
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IV - Andlise Fisico-quimica po¢o LABDES

PARAMETROS RESULTADOS
Condutividade Elétrica, pmho/cm a 25 °C 5.570,0
7,6
Potencial Hidrogenionico, pH
Turbidez, (uT) 3,0
Cor, Unidade Hazen (mg Pt—Co/L). 7,0
Dureza em Calcio (Ca**), mg/L 72,0
Dureza em Magnésio (Mg**), mg/L 120,6
682,5
Dureza Total (CaCOs3), mg/L
Sédio (Na*), mg/L 1.119,9
Potassio (K*), mg/L 6,3
Aluminio (AI**), mg/L 0,00
Ferro Total, mg/L. 0,06
Alcalinidade em Hidréxidos, mg/L (CaCO3) 0,0
Alcalinidade em Carbonatos, mg/L (CaCO3) 32,0
Alcalinidade em Bicarbonatos, mg/L (CaCO3) 308,0
Alcalinidade Total, mg/L (CaCO3) 340,0
Sulfato (SOs7), mg/L 295,3
Fésforo Total, mg/L 0,0
Cloreto (CI"), mg/L 1.622,4
N-Nitrato (NOs), mg/L 5,4
N-Nitrito (NO2’), mg/L 0,336
Amonia (NH3), mg/L 0,00
Silica, mg/L (SiO2) 13,5
ILS (Indice de Saturacio de Langelier) 0,36
STD (Sélidos Totais Dissolvidos a 180°C), mg/L 3.650,7
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