UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO PARANA
CAMPUSDE MARECHAL CANDIDO RONDON
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO DOUTORADO EM AGRONOMIA - PPGA

LUIS FERNANDO SOUZA GOMES

PRODUCAO DE Scenedesmus subspicatus ASSOCIADA COM MICRORGANISMOS
NITRIFICANTESUTILIZANDO AGUA RESIDUARIA COMO MEIO DE CULTIVO
ALTERNATIVO

M arechal Candido Rondon
2013



UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO PARANA
CAMPUSDE MARECHAL CANDIDO RONDON
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO DOUTORADO EM AGRONOMIA - PPGA

LUIS FERNANDO SOUZA GOMES

PRODUCAO DE Scenedesmus subspicatus ASSOCIADA COM MICRORGANISMOS
NITRIFICANTESUTILIZANDO AGUA RESIDUARIA COMO MEIO DE CULTIVO
ALTERNATIVO

Tese apresentada a0 Programa de Pés-Graduagdo em
Agronomia em cumprimento parcial aos requisitos para a
obtencdo do titulo de Doutor em Agronomia, &rea de
concentracdo Producdo Vegetal e linha de pesquisa em
Sistemas de Producdo Sustentaveis.

Orientador: Prof. D. Sc. Paulo Sérgio Rabello de Oliveira
Co-orientador: Prof. D. Sc. Armin Feiden
Co-orientador: Prof. D. Sc. Nyamien Y ahaut Sebastien

M arechal Candido Rondon
2013



Dados Internacionais de Catal ogagao-na-Publicagédo (CIP)
(Biblioteca da UNIOESTE — Campus de Marechal Candido Rondon -
PR., Brasil)

Gones, Luis Fernando Souza
G633p Produgcdo de Scenedesnus subspicatus associada com
m crorgani snos nitrificantes utilizando agua residuaria conp
neio de cultivo alternativo / Luis Fernando Souza Gomes. -—
Mar echal Candi do Rondon, 2013.
53 p.

Oientador: Prof. Dr. Paulo Sérgio Rabello de Qiveira

Coorientador: Prof. Dr. Armn Feiden
Coorientador: Prof. Dr. Nyam en Yahaut Sebastien

Tese (Doutorado em Agronom a) - Universidade Estadual do
Ceste do Parana, Canpus de Marechal Candi do Rondon, 2013.

1. Scenedesnus subspicatus — Cultivo — Agua residuaria -

Cervajaria . 2. Bioconbustivel. 3. Bionmssa algal. 4.
M croal ga. 5. Bioaunentacdol. Universidade Estadual do
Qeste do Parana. I1. Titulo.

CDD 22.ed. 579.83
Cl P- NBR 12899

Ficha catal ogréfica elaborado por Marcia Elisa Sbaraini-Leitzke CRB-9/539



@)
unioeste

Universidade Estadual do Oeste do Parana

Campus de Marechal Candido Rondon - CNPJ 78680337/0003-46 PARANA
Rua Pernambuco, 1777 - Centro - Cx. P. 91 - http://www.unioeste.br
Fone: (45) 3284-7878 - Fax: (45) 3284-7879 - CEP 85960-000
Marechal Candido Rondon - PR.

Ata da reunido da Comissao Julgadora da Defesa de Tese do Quimico LUIS FERNANDO
SOUZA GOMES. No primeiro dia do més de julho de 2013, as 9 horas, sob a presidéncia
do Prof. Dr. Paulo Sérgio Rabello de Oliveira, em sessdo reservada, reuniu-se a Comissdo
Julgadora da Defesa da Tese do Quimico Luis Fernando Souza Gomes, discente do
Programa de Pds-Graduagdo stricto sensu em Agronomia — Nivel Mestrado e Doutorado,
com &rea de concentracdo em “"PRODUCAO VEGETAL", visando a obtencdo do titulo de
“"DOUTOR EM AGRONOMIA”, constituida pelos membros: Prof. Dr. Dile Pontarolo
Stremel (UFPR - Palotina), Prof.? Dr.? Adriana Maria de Grandi (Unioeste), Prof. Dr.
Reinaldo Aparecido Bariccatti (Unioeste - Campus de Toledo), Prof. Dr. Brener
Magnabosco Marra (UFPR - Palotina) e Prof. Dr. Paulo Sérgio Rabello de Oliveira
(Orientador).

GOVERNO DO ESTADO

Iniciados os trabalhos, o candidato apresentou seminario referente aos resultados
obtidos e submeteu-se a defesa de sua tese, intitulada: “Producdo de Scenedesmus
subspicatus associada com microrganismos nitrificantes utilizando Aagua
residuaria como meio de cultivo alternativo”.

Terminada a defesa, procedeu-se ao julgamento dessa prova, cujo resultado foi o
seguinte, observada a ordem de arguicao:

Prof. Dr. Dile PONtarolo SEremel......uveiiiiiiiiiiiine et ciinsrseesnessensrnsennersenssnss Aprovado
Prof: Dt Adrtana Maria de Grandiniaissminsinsii i Aprovado
Prof. Dr. Reinaldo Aparecido BaricCatli.........ccicviaiinivninirassnsniisesssariornsssssrrnsnsans Aprovado
Prof. Dr: Brener Magnabosco Marta: o isvasisasididiiipanaidrriivim v Aprovado
Prof. Dr. Paulo Sérgio Rabello de Oliveira (Orientador)......ccovvvereeiiineeanniinnnennns Aprovado

Apurados os resultados, verificou-se que o candidato foi habilitado, fazendo jus,
portanto, ao titulo de “DOUTOR EM AGRONOMIA”, drea de concentragdo:
"PRODUCAO VEGETAL"”. Do que, para constar, lavrou-se a presente ata, que vai
assinada pelos senhores membros da Comissao Julgadora.

Marechal Candido Rondon, 1° de julho de 2013.

Prof B Dile-Pontdrolo §h=e<nel
{ \ W _-‘{._)
R
2 Prof?, Dr®,Kdriana Maria de Grandi

Prof. Dr. Reh{aﬂo Ap%recido Bariccatti

k] .
Prof. Dr. Paulo Sérgio ‘f{ibello de Oliveiﬁ (Orientador)



Se vocé esta procurando uma grande oportunidade,

descubra um grande problema.

Martinho Lutero



Dedicatéria

Dedico este trabalho a minha mée, Maring;
Minha esposa, Leticia aos filhos Eduardo, Jodo Manoel e Luisa Fernanda (Di) os

guais me ajudaram, incentivaram e compreenderam o que eu queria.



AGRADECIMENTOS

Aos professores do programa de pos graduacdo em Agronomia da Universidade
Estadual do Oeste do Parana, campus de Marechal Candido Rondon, os quais contribuiram de
forma significativa para a redlizacdo deste trabalho e com a ampliagdo dos meus

conhecimentos, os quais levarei por toda minha vida.

Ao meu orientador Prof. D. Sc. Paulo Sérgio Rabello de Oliveira, por sua orientacéo
na elaboracao deste trabal ho.

Aos meus co-orientadores Prof. D. Sc. Armin Feiden, por sua orientacéo e Prof. D.

Sc. Nyamien Y ahaut Sebastien , também por sua orientacéo juntamente com seu trabal ho.

Ao Marcos Venicio Rosa, académico de Engenharia de Pesca, pelo seu trabaho e
dedicacéo.

Em especial, a Universidade Estadual do Oeste do Parana, por ter possibilitado, além
da minha graduacdo, também o meu aprimoramento, o qual me possibilitard melhores

oportunidades na vida.

Aos colegas de curso pela amizade, companheirismo e auxilio durante a realizacéo
deste trabal ho.

Aos colegas de trabalho na UFPR também pela amizade, companheirismo e auxilio,
0s quais irdo se identificar neste trabalho, e véo lembrar as nossas reunides no escritorio do

Bico.

E a todas as pessoas que de alguma forma contribuiram para a realizacdo deste
trabal ho.



RESUMO

PRODUCAO DE Scenedesmus subspicatus ASSOCIADA COM MICRORGANISMOS
NITRIFICANTESUTILIZANDO AGUA RESIDUARIA COMO MEIO DE CULTIVO
ALTERNATIVO

Grande parte dos problemas ambientais esta relacionado com a exploracdo e utilizagdo de
energia, principamente as mudangas climéticas associadas a0 aumento da concentracéo de
CO; na atmosfera, a qual compromete a producéo vegetal. Como boa parte da tecnologia de
producéo esta baseada em derivados de petroleo, ndo é dificil observar as vantagens do Brasil,
com sua imensa capacidade de producédo de energia a partir de fontes renovaveis. Neste
cendrio surgem as algas como aternativas paraa substituico das matérias-primas atualmente
utilizadas, estas apresentam vérias vantagens frente aos vegetais superiores como: ata
eficiéncia fotossintética, alta velocidade de crescimento, ata produtividade de biomassa, etc.
Podendo serem cultivadas em meios de culturas convencionais ou meios aternativos como
&guas residuérias. Também as limitacBes impostas pela diretiva 2009/28/CE do parlamento
europeu, a qual limita ou impede que matérias-primas utilizadas para alimentacdo sgjam
utilizadas para producdo de biocombustiveis. Apontando para o futuro dos biocombustiveis de
terceira geracdo, produzidos a partir de biomassa algal. O Brasil € o terceiro maior produtor
de cervgla, no processo produtivo € gerada uma grande quantidade de residuos,
principalmente aguas residuarias. Sendo assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o cultivo
de microalga Scenedesmus subspicatus associada com microrganismos nitrificantes, como
formas de bioaumentacdo, utilizando como meio de cultivo alternativo agua residuaria de
cervgaria. Através da caracterizacdo fisico-quimica da agua residuaria de cervejaria e testes
de concentragdo avaliando-se as velocidades especificas de crescimento, determinando-se a
producdo de biomassa e de lipidios. Para o0 delineamento estatistico das velocidades
especificas de crescimento adotou-se um esguema fatorial com 2 fatores e 2 niveis e
repeticbes em um ponto, e para a produtividade de biomassa e teor de lipidios adotou-se o
DIC com quatro tratamentos e cinco repeticdes. Os dados foram submetidos a andlise de
variancia e teste F e a comparacdo das medias dos tratamentos foi realizada pelo teste de
Tukey (p < 0,05). A maior velocidade especifica de crescimento foi obtida no tratamento
com 100% agua residuaria bruta de cervearia associada a um dos microrganismos
nitrificantes, 0,8427 d*, o qual foi adotado nos tratamentos seguintes. Para produtividade de
biomassa os tratamentos 1, 2 e 3, meio MC com microrganismo, meio MC sem
microrganismo e agua residuéria de cervejaria com microrganismo, respectivamente, nao
apresentaram diferenca significativa produzindo 0,4988, 0,4815 e 0,4023 g L™ semana®,
respectivamente, sendo superiores ao tratamento 4, agua residuaria de cervgaria, gque
produziu 0,1107 d*, e para o teor de lipidios os tratamentos 4, 3, 1 e 2 apresentaram diferenca
significativa produzindo 33,68, 22,81, 15,34 e 13,36%, respectivamente, sendo o tratamento 4
superior aos demais podendo este ser associado a uma condicéo de estresse provocada pela
relacdo ndo ideal das fontes de N, ou a um estado nutricional ndo adequado. A microalga
Scenedesmus subspicatus apresentou uma produtividade de biomassa de 0,4023 g L™ semana
! no tratamento 3, com um teor de lipidios de 22,81%, podendo produzir 209.196 kg de
biomassa ha' ano™, ou 47.717,61 kg de lipidios ha' ano™.

Palavras chave: Biocombustivei's, bioaumentacao, lipidios, cervejaria



ABSTRACT

Scenedesmus subspicatus PRODUCTION ASSOCIATED WITH
USING MICRO NITRIFYING WASTEWATER ASA MEANSOF ALTERNATIVE
CROP

Much of the environmental problems associated with the exploration and use of energy,
especidly climate change associated with the increased concentration of CO, in the
atmosphere, which impairs the production plant. How much of the production technology is
based on petroleum products, it is not difficult to see the advantages of Brazil, with its
immense capacity for energy production from renewable sources. In this scenario arise algae
as an dternative to the replacement of raw materias currently used, these have severa
advantages compared to the higher plants as high photosynthetic efficiency, high growth rate,
high biomass productivity, etc. Can be grown in culture media conventional or alternative
means as wastewater. The limitations imposed by the directive 2009/28/EC of the European
Parliament, which limits or prevents the raw materials used for food to be used for biofuel
production. Pointing to the future of biofuels of third generation, produced from biomass
algal. The Brazil isthe third largest producer of beer, in the productive processis generated a
large amount of waste, mainly waters residuary. Thus, the aim of this study was to evaluate
the cultivation of microalgae Scenedesmus subspicatus associated with nitrifying
microorganisms, as forms of bioaugmentation using as a means of aternative cultivation of
brewery wastewater. Through the physicochemical characterization of brewery wastewater
and concentration tests evaluating the specific growth rates, determining the production of
biomass and lipids. For the statistical design of the specific growth rates was adopted a
factorial design with 2 factors and 2 levels and repetitions at one point, and biomass
productivity and lipid content was adopted DIC with four treatments and five replications.
Data were subjected to analysis of variance and F test and comparison of treatment means was
performed by Tukey test (p <0,05). The highest specific growth rate was obtained by
treatment with 100% brewery raw wastewater associated with nitrifying microorganisms,
0.8427 d'*, which was adopted in subsequent treatments. For biomass productivity treatments
1, 2 and 3, through MC with microorganism through M C without microorganism and brewery
wastewater with microorganism, respectively, showed no significant difference yielding
0.4988, 0.4815 and 0.4023 g L™ week™, respectively, higher than the 4 treatment, wastewater
brewery, which produced 0.1107 d*, and the lipid content in treatments 4, 3, 1 and 2 showed
significant difference producing 33.68, 22.81, 15.34 and 13.36%, respectively, with treatment
being superior to the other 4 this may be associated with a stress condition caused by no ideal
ratio of N sources, or a nutritional status was not appropriate. The microalga Scenedesmus
subspicatus presented a biomass productivity of 0.4023 g L™ week™ in treatment 3, with a
lipid content of 22.81%, which can produce 209,196 kg biomass ha' year™?, or 47,717.61 kg
lipid ha' year™.

Key words: Biofuels, bioaugmentation, lipids, brewery
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1INTRODUCAO

Apoés a revolucéo industrial, no final do século XVIII, e durante o século XX, 0s
impactos das atividades humanas no meio ambiente tornaram-se muito significativos. A
comunidade cientifica tem divulgado que o aumento da populacdo e do consumo pessoal,
principalmente nos paises desenvolvidos, originou problemas ambientais cuja solucdo é o
grande desafio para pesquisadores de todo o mundo.

Grande parte dos problemas ambientais esta relacionado com a exploracéo e utilizacéo
de energia. Poluicdo, chuva &cida, destruicdo da camada de ozénio, aguecimento da terra por
causa da intensificacdo do efeito estufa, destruicdo da fauna e da flora sdo aguns dos efeitos
dos processos atualmente disponiveis para a geracéo de energia.

Para enfrentar o aumento da demanda por energia no futuro, € preciso encarar o uso da
energia sob a ética do consumo sustentével, ou sgja, agquele que atende as necessidades da
geragdo atual, sem prejuizo para geragOes futuras. I1sso significa eliminar desperdicios e
buscar fontes aternativas mais eficientes e seguras para 0 homem e o0 meio ambiente. Como
boa parte da tecnologia de producéo contemporanea esta baseada em derivados de petrdleo,
ndo é dificil observar as vantagens competitivas do Brasil, com sua imensa capacidade de
producdo de energia a partir de fontes perenes: sol, ventos, biomassa.

Neste cend&rio a producdo vegetal é uma area de extrema importancia, pois aém de
produzir biomassa para alimentacdo, também sera responsavel pela producdo de biomassa
para producéo de biocombustiveis.

Porém, uma preocupacdo j& constatada é a tendéncia de cultivos das fontes agricolas
de biomassa em regime de monoculturas e com 0 uso intensivo de agrotoxicos. A
sustentabilidade do aproveitamento da biomassa na matriz energética brasileira passa,
portanto, por medidas ambiental mente adequadas e socia mente justas no setor agricola.

Neste contexto surgem as algas marinhas e continentais como alternativas promissoras
na substituicéo das matérias-primas atualmente utilizadas, estas apresentam vérias vantagens
frente aos vegetais superiores como: alta eficiéncia fotossintética, ata velocidade de
crescimento, alta produtividade de biomassa, etc. Podendo serem cultivadas em meios de
culturas convencionais ou meios alternativos como aguas residuérias, em sistemas fechados
ou abertos, com maiores ou menores gastos de materiais e energia. Levando a expanséo das
grandes fronteiras agricolas do futuro, partindo para a agricultura aquética, tanto marinha

como continental.



Também as limitagdes impostas pela diretiva 2009/28/CE do parlamento europeu, a
qual limita ou impede que matérias-primas utilizadas para aimentacéo sejam utilizadas para
producdo de biocombustiveis. Apontando para o futuro dos biocombustiveis de terceira
geracao, produzidos a partir de biomassa algal.

A industria cervejeira no Brasil € um dos motivadores da economia em diversos
municipios, daqueles que tém o cultivo da cevada como atividade principal, quanto daqueles
onde estd instalado as fébricas e os centros de distribuicdo. Além de contribuir
significantemente com a economia do pais, em torno de 1% do PIB, tendo a maior
arrecadacao de tributos entre os setores da economia com dedicagdo a bens de consumo,
superando a fabricacdo de veiculos e cigarros, a industria brasileira de cerveja conguistou
lugar de destague no cenério internacional (SANTOS, 2005).

NoO processo produtivo da cerveja é gerada uma grande quantidade de residuos,
principamente aguas residudrias. A grande quantidade e a elevada carga organica destas
aguas residuarias faz com que este seguimento seja considerado pelos Orgdos ambientais
como sendo de ato potencial poluidor. O grande nimero de indUstrias cervejeiras e o elevado
volume de &gua residuaria que estas produzem fazem com que este setor tenha de investir
cada vez mais no sistema de tratamento de seus efluentes (SANTOS, 2005).

Segundo Santos (2005), em S&o Paulo sdo utilizados de 4 a 7 litros de égua por litro de
cervela, podendo chegar a 10 litros, as aguas residudrias sdo tratadas nas ETE que séo
compostas por um pré-tratamento, neutralizacéo e equalizacdo, e um sistema de tratamento
biol 6gico integrando etapas anaerdbia e aerdbia.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o cultivo de microalga Scenedesmus
subspicatus associada com microrganismos nitrificantes utilizando como meio de cultivo
alternativo agua residuéria de cervejaria. Através da caracterizagdo fisico-quimica da agua
residuaria de cervejaria e testes de concentragdo avaliando-se as velocidades especificas de

crescimento determinando-se a producéo de biomassa e de lipidios.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Problematica Ambiental

2.1.1 Mudangas climaticas

A energia desempenha um papel fundamental em todas as atividades humanas, néo
sendo diferente no relacionado ao desenvolvimento socio-econdmico das ultimas décadas, o
qual necessitou de um grande aumento do consumo energético, baseado principa mente nos
combustiveis fosseis (RUSSO, 2011). Segundo 0 mesmo autor, 0 aumento do consumo de
petroleo a partir da década de 70, associado a elevacdo de seu preco, transformou a energia
em um importante fator de desenvolvimento, passando a constituir uma problematica politica
e estratégica a nivel mundial.

A gravidade dos impactos ambientais vai depender em grande parte da fonte de
energia usada. O emprego de fontes ndo renovéaveis, como o petréleo, o gas natural, o carvao
mineral e o potencial nuclear, estdo associados a maiores riscos ambientais, tanto locais
(poluicdo do ar) como globais (efeito estufa). As fontes de energia renovévels, como: a agua,
0 sol, os ventos e a biomassa, séo consideradas as formas de geracdo mais limpas que existem,
embora também possam afetar o meio ambiente, dependendo das suas formas de utilizacéo.

Segundo Macédo (2000), desenvolvimento sustentavel é o conjunto de esforgos para
obtenc&o de um ponto de equilibrio entre a atividade produtiva e o respeito ao meio ambiente.

Segundo Buckeridge, Mortari e Machado (2008), as mudancas climéticas globais estéo
relacionadas a0 aumento da concentracdo de gas carbOnico na atmosfera oriundo
principalmente da queima de combustiveis fossels.

O Painel Intergovernamental de Mudangas Climéticas (International Panel on Climate
Change - IPCC) concluiu, no seu terceiro relatorio, que a temperatura media da atmosfera
aumentou em 0,6°C + 0,2°C durante o seculo XX (IPCC, 2001). Os modelos globais do IPCC
apontam que entre 1900 e 2100 a temperatura globa pode aumentar entre 1,4°C e 5,8°C,
representando um agquecimento maior do que o observado para o século XX, o qua néo
possui precedentes durante os ultimos 10.000 anos.

Este aumento da temperatura compromete a producéo vegetal de maneira significativa,

pois altera o periodo de floragdo das plantas, regimes e locais de chuvas, extingdo de espécies



tanto vegetais como animais (insetos de interesse agrondmico), aumento da populacdo de
insetos praga, etc.

A elevacdo da concentracéo de gas carbonico na atmosfera é considerada uma das
principais causas do aguecimento global. A fixacdo bioldgica através do cultivo de algas é
uma aternativa promissora no sequestro deste, visto que paralelamente a captura do gas
carbonico ocorre a producdo de biomassa rica em compostos de valor comercial (JACOB-
LOPES et al., 2009).

No campo da producéo de energia da biomassa, 0 Brasil € um pais absolutamente
privilegiado (CENBIO, 2012). Por dispor da incidéncia da energia solar durante todo o ano,
em quase toda a sua extensao territorial, pode se propor a implantar um amplo programa de
geracao de energia de variadas fontes alternativas como: biodiesel gerado a partir de gorduras
e/ou 6leos de origem vegetal e/ou animal, dcool de cana-de-agUcar, biogas de dejetos e restos
de producéo, etc. (VASCONCELLOS, 2002).

2.1.2 Aguas residuérias

Segundo a Politica Nacional de Recursos Hidricos, lei 9.433 de 8 de janeiro de 1997,
a agua é um bem de dominio publico, recurso natural limitado e dotado de valor econémico.

A &gua é uma substancia muito utilizada nas industrias em geral, ndo sendo diferente
nas agroindustrias, nas quais desempenha varios papéis, desde transporte de energia (vapor),
refrigeragcdo, controle de umidade, vedac&o de equipamentos, ndo comprometendo de maneira
significativa sua qualidade. Porém em aguns usos como lavagem de matérias-primas,
equipamentos, pisos e paredes, higiene pessoa e de roupas e também no processamento
destas matérias-primas, a agua acaba incorporando outras substancias alterando
significativamente sua qualidade.

Esgoto é o termo usado para caracterizar os dejetos provenientes dos diversos usos das
aguas, tais como domestico, comercial, industrial, agricola, estabelecimentos publicos,
infiltracdo de agua na rede de esgotos, etc. (UEHARA, 1989).

A &gua utilizada na industria e que tem a suas caracteristicas dteradas sdo
denominadas de esgoto industrial, efluente liquido, &guas servidas, usadas ou residuérias.
Dependendo do tipo de industria, ela possui caracteristicas especificas, ndo podendo ser

lancadas no meio ambiente sem o devido tratamento prévio, o qual tem a funcdo de remover



tais contaminantes e poluentes, conferindo caracteristicas proximas a inicial ou conforme
determinacéo legal.

Atuamente grande parte das pesquisas séo relacionadas ao tratamento de efluentes,
com vistas a diminui¢do dos impactos ambientais sobre 0s recursos hidricos.

As &guas residuarias devido ao seu ato conteldo de nutrientes, nitrogénio e fésforo,
constituem um meio apropriado para o crescimento de microalgas, as quais tem demonstrado
sua capacidade de remocao de nitrogénio e fosforo para seu crescimento (KWANG-Y ONG;
CHOUL-GYUN, 2002).

2.1.3 Efluente de cervegjaria

Segundo Rebello (2009), a cerveja é uma das bebidas mais antigas do mundo, os
primeiros indicios datam de 8.000 a. C. na Palestina. A Lei que regulamenta a fabricagdo de
cervgja no Brasil € a Lei n° 8.918, de 14 de julho de 1994, regulamentada pelo Decreto n°
2.314, de 4 de setembro de 1997, que dispde sobre a padronizacdo, a classificacdo, o registro,
a inspecao, a producéo e a fiscalizacdo de bebidas, a qual em seu artigo 64 define cerveja
como: bebida obtida pela fermentacdo alcodlica do mosto cervejeiro oriundo do malte de
cevada e égua potavel, por agdo dalevedura, com adicdo de lUpulo.

Segundo lannicelli (2008), o processo de fabricacdo da cervegja é composto pelas
seguintes fases: malteacéo — processo de germinacdo e eliminacdo do crescimento da cevada;
armazenamento — armazenamento do malte; moagem — processo de moer 0 malte; preparacéo
do mosto — cozimento do malte; filtragem inicial — filtragdo do mosto em filtro prensa ou cuba
filtro; lupalagem — adicdo de lUpulo; xarope de maltose — adicdo de xarope de maltose;
fervura — fervura do mosto; decantador — decantacdo do mosto; resfriador — resfriamento do
mosto; fermentac&o — adi¢do de levedura para fermentagdo; maturagéo — periodo de producéo
de gas carbbnico e estabilizagcdo da cerveja; filtragem final — filtragdo fina para diluicdo e
incorporacéo de gés carbdnico; adega — armazenamento da cerveja pronta para envasar, e
envazamento — processo de enchimento da cerveja nas embalagens. Em diversas destas fases
s80 geradas aguas residudrias do préprio processo ou da limpeza dos equipamentos.

O Brasil em 2007 era o quinto maior produtor mundial de cerveja com producéo de
8,5 bilhdes de L ano™ perdendo para a China com 27,0 bilhdes de L ano™, Estados Unidos
com 23,6 hilhdes de L ano™, Alemanha com 10,5 bilhées de L ano™ e Rissia com 9,0 bilhdes
de L ano™ (SINDICERV, 2007). Segundo Sobral (2012), em 2011 o Brasil passou a terceiro



maior produtor mundia de cerveja com 13,3 bilhdes de L ano™, porém é o décimo quinto em
consumo com apenas 62 litros por pessoa por ano contra 143 litros por pessoa por ano da
Republica Tcheca, primeira colocada em consumo, em producéo so perde para a China com
48,9 hilhdes de L ano™ e os Estados Unidos com 22,5 bilhdes de L ano™.

A qualidade e quantidade destas aguas residuarias podem variar significativamente
dependendo dos processos que ocorrem dentro da cervearia, sendo composto basicamente de
acucares, amido soluvel, etanol, &cidos volateis, etc. todas formas organicas que séo
facilmente biodegradaveis (IANNCELLI, 2008). Por exemplo, a lavagem de garrafas gera
grandes volumes de efluente, mas com reduzida carga orgénica, porém, a fermentagcdo e
filtragem geram apenas 3% do volume de efluentes, mas sdo responsaveis por 97% da carga
organicatota (GUERREIRO, 2006).

Kochenborger (2012), caracterizando efluente bruto de cervejaria utilizado na limpeza
dos equipamentos chegou aos seguintes resultados; DQO 2.156 mg L™ O,; DBOs 1.388 mg
L™t Oy; fésforo total 7,66 mg |I™; 6leos e graxas 45,6 mg L™; nitrogénio total 24,32 mg L™
s6lidos suspensos 443 mg L™ e pH 5,02.

Segundo Santos (2005), a industria cervejeira caracteriza-se como grande consumidor
de &gua, e em funcdo das suas operagdes de fermentacdo e limpeza de equipamentos também
é grande a quantidade de &gua residudria geradas com valores de DBO 1.200 43.000mg L™ e
s6lidos suspensos de 100 4800 mg L™, sendo estes considerados altos. E volumes entre 3 46

litros de &gua residuéria por litro de cerveja produzida, podendo chegar a 9.

2.1.4 Legislacdo ambiental — Efluente

A resolucéo n° 430 de 13 de maio de 2011 do Conama, que atera e complementa a
resolucdo n° 357 de 17 de marco de 2005 do Conama, dispde sobre as condi¢des e padrdes de
lancamento de efluentes. Em seu artigo 16 define as condigdes e padrdes para langamento de
efluentes diretamente no corpo receptor sendo:

| - condigdes de lancamento de efluentes:

a) pHentre5a9;

b) temperatura: inferior a 40°C, sendo que a variagao de temperatura do corpo receptor

nado devera exceder a3°C no limite da zona de mistura;



c) materiais sedimentéveis; até 1 mL L™ em teste de 1 horaem cone Inmhoff. Parao
lancamento em lagos e lagoas, cuja velocidade de circulagdo sgja praticamente nula, 0s
materiais sedimentaveis deverdo estar virtual mente ausentes;

d) regime de lancamento com vazéo maxima de até 1,5 vez a vazdo meédia do periodo
de atividade diaria do agente poluidor, exceto nos casos permitidos pela autoridade
competente;

€) Oleos e graxas.

1. leos minerais: até 20 mg L™
2. 6leos vegetais e gorduras animais: até 50 mg L™;

f) auséncia de materiais flutuantes; e

g) Demanda Bioguimica de Oxigénio (DBO 5 dias a 20°C): remoc¢do minima de 60%
de DBO sendo que este limite sO podera ser reduzido no caso de existéncia de estudo
de autodepuracdo do corpo hidrico que comprove atendimento as metas do enquadramento
do corpo receptor;

Il - Padrdes de lancamento de efluentes:

Nitrogénio amoniacal total 20,0 mg L™ N, além de vérios outros pardmetros
Inorganicos e organi cos.

Estes par@metros devem ser atendidos pelas indUstrias para poderem langar seus
efluentes no corpo receptor, além de outros estabel ecidos pelos 6rgdos ambientais estaduais

e/ou municipais.

2.2 Producéo de Algas

2.2.1 Meios de cultivo

Os meios de cultivo artificiais foram criados na tentativa de simular o meio natural
onde aquela alga ocorria. Definidos como meios convencionais, pois foram bem sucedidos,
proporcionando os elementos essenciais ao desenvolvimento de uma determinada espécie de
alga. Os meios artificiais podem ser completamente sintéticos, dguas naturais enrigquecidas
com nutrientes ou aguas residuarias, esta Ultima apresentando como vantagens um baixo custo
e uma alta disponibilidade (RUSSO, 2011).



Segundo Miyawaki (2010), os meios de cultivo utilizados podem alterar de forma
significativa a taxa de crescimento e a composi¢do da biomassa de microalga, e demandam
investimentos altos relacionados aos nutrientes utilizados. Para manter grandes concentragoes
de algas no cultivo se faz necessario a adi¢éo de sai's inorganicos 0s quais impactam no custo
deste.

Para diminuir estes problemas os meios de cultivo artificiais foram substituidos por
fertilizantes utilizados na agricultura tradicional com formulagbes N:P,Os:K,O, 0s quais
também apresentam um custo significativo.

Nos ultimos anos a tendéncia é o uso de aguas residuarias para substituir estas fontes
de nutrientes a um custo zero, inclusive trazendo vantagens ambientais, pois promovem a
remocao destes nutrientes da agua residuaria, promovendo a fitorremediacéo, reduzindo assim
0 consumo de fertilizante mineral (recurso ndo renovavel).

Segundo Cruz et al. (2006), o nitrogénio é um importante elemento para o
metabolismo das plantas, pois contribui para a formagdo das proteinas e clorofilas. Porém a
reducdo na sua quantidade pode reduzir o crescimento das algas, entretanto, ocorre um
aumento na quantidade de lipidios produzidos (MY AWAKA, 2010).

O nitrogénio pode ser proveniente de varias fontes como uréia, amdnia ou ion amdnio
(formas dependentes do pH do meio), nitritos e nitratos.

Segundo Becker (1995), o pH do meio de cultivo € um dos parémetros mais
importantes no cultivo de algas, pois determina a solubilidade do gas carbbnico e outros
minerais no meio influenciando o metabolismo das algas.

Além da quantidade de nitrogénio no meio, outro fator que pode aterar o crescimento
das plantas € a relacdo nitrato e ion aménio presente. Em estudo com mandioca submetida a
vérias proporgdes de nitrato e ion aménio Cruz et al. (2006) observaram que esta apresenta
melhor desempenho em proporcdes de 9:3 e 6:6 mol m™,

Segundo Russo (2011), também as relagdes nitrogénio fosforo (N:P) sdo importantes
nos meios de cultivo influenciando na produtividade e na ocorréncia de uma dada espécie,
sendo a relacdo considerada Otima 16:1, através da qual pode ser determinado o nutriente
limitante do cultivo. Outro parémetro importante € a disponibilidade de luz e distribuicéo
desta no meio de cultivo, o qual pode ser minimizado por agdo mecénica de pas, bombas ou
injecdo de ar (aeracdo), as quais promovem uma mistura do meio.

O meio MC, descrito por Watanabe (1960), para o género Scenedesmus € um dos
mei oS convencionais para esta microalga, sendo constituido de 1,250 g de nitrato de potassio,
1,250 g de sulfato de magnésio heptahidratado, 0,020 g de sulfato de ferro Il heptahidratado,



1,000 g de uréia, juntou-se também 1,00 ml da solucéo cinco, dissolvidos em um litro de agua
destilada. A solugdo cinco contém 2,900 g de acido bérico, 1,810 g de cloreto de manganés
tetrahidratado, 0,110 g de cloreto de zinco, 0,08 g de sulfato de cobre heptahidratado 0,018 g
de molibdato de aménio tetrahidratado, os quais também séo dissolvidos em um litro de agua
destilada.

2.2.2 Microrganismos nitrificantes

As microalgas estdo associadas a outros microrganismos como bactérias de maneira
simbidtica, fornecendo oxigénio e melhorando a atividade biol 6gica destes, os quais utilizam
0 oxigénio para biodegradacéo aerdbia dos compostos organicos que sao transformados em
gas carbbnico e entdo assimilados pelas microa gas (RUSSO, 2011).

A nitrificaco biolégica é o fenébmeno no qual as formas de nitrogénio organico e
amoniacal sdo transformadas a nitritos e posteriormente a nitratos, num processo de oxidacao.
Esta ocorre em duas fases: nitrosacao e nitracéo.

Na fase de nitrosagcdo o0 nitrogénio organico e amoniacal é oxidado a nitrito
principalmente por bactérias nitrosas do género Nitrosomonas e Nitrosococcus segundo a

equagao 1.
2NH;+ 30, » 2NO,+ 2H,0+4H"+ Biomassa (1)

Na fase de nitracdo o nitrito é oxidado a nitrato principalmente por bactérias nitricas

do género Nitrobacter e Nitrospira, conforme equacéo 2.
2NO,+ O, — 2NO;+ Biomassa 2

Também bactérias do género Pseudonocardia sdo capazes de redizar a nitrificagdo
biol 6gica dos compostos de nitrogénio.

As bactérias actinobactérias (Pseudonocardia) sdo encontradas em associacdo
simbidtica com formigas cultivadoras de fungos protegendo-o de outro fungo parasita
(Escovopsis) que ameacam 0s ninhos, esta protecdo é obtida pela producéo de substancias
antibi6ticas pela bactéria (POULSEN et al., 2010).

Li et al. (2011), obtiveram quatro compostos, trés derivados e um sintetizado, a partir
de um isolado de Pseudonocardia sp. obtida de sedimentos do mar da China, dos quais trés
apresentaram efeito citotoxico contra células tumorais e atividade antibacteriana sobre

Saphylococcus aureus.



10

2.2.3 Bioaumentacao e bioestimul agdo

Segundo Lazzaretti, Campos e Nogueira (2000), as primeiras tentativas de uso de
microrganismos auxiliares no tratamento de residuos foi no processo de digestdo anaerdbia,
na década de setenta foram desenvolvidos produtos com o objetivo de melhorar a eficiéncia
dos sistemas de tratamento de efluentes denominado de biocaumento.

Bioaumentacdo € definida como a suplementacdo de microrganismos externos de
ocorréncia natural, tais como bolores e leveduras, e principamente bactérias na unidade de
tratamento biol6gico (MACEDO, 2000).

Nos meios artificiais técnicas de bioaumentacdo, bioestimulagdo e a combinagéo das
duas podem ser utilizadas para manterem as relacOes entre algas e microrganismos ideais, a
bi oestimulacéo baseada no aumento da atividade microbiana nativa pela adicdo de nutrientes
e a bioaumentagdo baseada na adi¢do de linhagens microbianas exdgenas (RAIMUNDO;
R1ZZO; TRINDADE, 2003). Estes autores encontraram um melhor resultado da relagéo
C:N:P (Carbono:Nitrogénio:Fosforo) para a nutricdo dos microrganismos (Nocardia nova) na
condicdo 100:1,25:1 para remover hidrocarbonetos de solo contaminado.

Nestes processos € necessario um determinado periodo para obtencdo dos resultados
em funcdo das bactérias e enzimas adicionados que trabalham em simbiose atingirem um
ponto de equilibrio com os microrganismos ja existentes (ROSA, 1995).

2.2.4 Algas

O termo alga foi primeiramente proposto como uma categoria taxondmica em 1753,
por Lineu no seu classico Species plantarum.

Segundo Bicudo e Menezes (2006), a melhor caracterizacdo para as algas sd0 0s
talofitos e protistas clorofilados, alguns inclusive seus parentes ndo pigmentados, cujos 6rgaos
de reproducéo jamais sdo envoltos por um conjunto ou tecido constituido de células estéreis.

Varios autores classificam as algas em seis grupos que se diferenciam pela coloracéo e
substancias de reserva, sendo: Cyanophyta — algas azuis; Clorophyta - agas verdes, amido e
sacarose; Euglenophyta — euglenoides, paramilo; Rodophyta — algas vermelhas, amido;
Chrysophyta — algas douradas, diatomaceas, crisolaminaring, lipidios, e Phaeophyta — algas
marrons, laminarina e lipidios (BARSANTI; GUALTIERI, 2006).
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As agas como outras plantas necessitam de quatro componentes basicos para seu
desenvolvimento, sendo: luz com fotoperiodo claro de no minimo 10 h dia*, temperatura de
20°C, gas carbonico e agua (FERRARI; OLIVEIRA; SCABIO, 2005). E seu crescimento
responde a interacdo mutua destes fatores com varios outros como: nutrientes, pH, salinidade,
aeracao, etc.

As algas sdo organismos autotréficos, produzem a energia necessaria a0 Seu
metabolismo através da fotossintese, contendo clorofilas a, b e ¢, sGo importantes na producéo
de oxigénio nos corpos de agua e em aguns tratamentos de esgotos, mas podem proliferar em
excesso, causando deterioragdo da quaidade da &gua. A clorofila a é responsével pelo
primeiro estagio da fotossintese através da transferéncia de elétrons e a clorofila b juntamente
com os carotenoides e ficobilinas auxiliam na absor¢éo da luz e na transferéncia de energia
para os tilacOides, centros de reacdo (TAIZ; ZIEGER, 2004).

Por serem fotossintetizantes, através da clorofila, elas tem a capacidade de absorver a
energia da luz solar e converte-la em calor e energia quimica, transformando desta maneira
gas carbénico em metabdlicos essenciais. Segundo Carlsson et al. (2007), 0 mecanismo
fotossintetizante das algas € comparavel a0 das plantas terrestres, porem devido a sua
estrutura celular ser mais simples associado ao meio liguido que a maioria ocorre, sd80 mais
eficientes na absorcdo de gas carbdnico e nutrientes do que as plantas superiores, tendo uma
maior produtividade em biomassa. As microalgas apresentam maior eficiéncia fotossintética
que os vegetais superiores e sdo excelentes fixadoras de gas carbénico (BROWN; ZEILER,
1993).

Segundo Grima et al. (1999), a luz utilizada pelas algas situa-se entre 400 a 700 nm
sendo designada por radiacéo fotossintética ativa, a qual corresponde a uma parte da energia
fornecida pelo sol sendo dependente da latitude, horario, época do ano e clima.

Os termos micro e macro ndo apresentam significado taxondmico, somente estdo
associados ao tamanho da alga.

S80 eucariotas, pois possuem 0 nucleo das células confinado por uma membrana
celular, como nas plantas superiores constituida de celulose, e apresentam um maior nivel de
diferenciacdo interna que 0s microrganismos procariotas. Em agumas classificagOes
pertencem ao reino protista por ndo apresentarem alto nivel de diferenciagdo celular, porém
algumas macroalgas marinhas, as quais podem atingir varios metros de comprimento,
apresentam alta diferenciacdo possuindo inclusive vasos condutores. Segundo Guiry e Guiry

(2013), em seu materia basico parataxonomia de algas,estas sdo classificas no reino Plantae.
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Normamente se multiplicam pela simples divisdo da célula, reproducdo assexual, ou
por fragmentagdo, ou ainda por reproducdo sexual (BARSANTI; GUALTIERI, 2006).

Nos sistemas de tratamento de efluentes, além de produzirem oxigénio, também
removem nutrientes como nitrogénio, fosforo e carbono para satisfazerem suas proprias
necessidades nutricionais (UEHARA, 1989). Segundo Dinis, Monteiro e Boaventura (2004),
as microalgas também podem adsorver contaminantes como metais pesados, ions positivos,
em sua superficie carregada negativamente.

Muitas algas preferem o nitrogénio na forma de ion amdnio, por ser este rapidamente
sintetizado em aminoécidos, ou entdo na forma de nitratos, produzindo 1,6 kg e 2,0 kg de
oxigénio, respectivamente, para cada 1 kg de algas em peso seco (ARCEIVALA, 1981).

No trabalho de Oswald (1988), a partir de dados experimentais foi possivel determinar
a estequiometria para o materia celular das algas, as quais apresentaram um percentua de
carbono de 52,4, hidrogénio 7,4, oxigénio 29,7, nitrogénio 9,2 e fésforo 1,3 em cinzas base
seco, respectivamente. Resultando na seguinte formula CiosH181045N16P, a qual pode ser
utilizada para determinar a quantidade de nutrientes removida pelas algas.

Também consomem gas carbénico das lagoas, subproduto da respiracéo das bactérias
saprofitas e dos bicarbonatos do préprio meio liquido, modificando o equilibrio carbonato-
bicarbonato e, em consequéncia da formacdo de ions OH’, eleva o pH do liquido, cujos
valores variam de 8 a 11. Quando ha uma elevacdo do pH acima destes valores, ocorre uma
reducdo do nimero de bactérias, precipitacdo dos fosfatos de cdlcio e perda parcial da amoénia
para a aimosfera. Portanto, em culturas com pH écido ocorre uma maior disponibilidade de
gas carbonico, sendo este, a fonte de carbono utilizada pelas microalgas (UEHARA, 1989),
também de nitrogénio na forma de ion aménio, que € a forma predominante do nitrogénio
amoniacal em pH &cido.

A aeracdo artificiad além de ser fonte de gas carbbnico também serve para
homogeneizar os cultivos mantendo as algas em suspensdo distribuindo desta maneira os
nutrientes no meio e expondo todas as células afonte de luz (UFSC, 2010).

As microalgas ja estéo sendo estudadas para remocao de gas carbdnico proveniente da
gueima de combustivels fosseis nas industrias, para cada 100 toneladas de alga séo fixados
183 toneladas de gés carbbnico, sem custos para este componente (CHISTI, 2007; MORAIS;
COSTA, 2008)

Nas lagoas de estabilizacdo as algas sdo responsaveis pelos maiores problemas destas

instalagdes, pois contribuem significativamente para o aumento dos solidos em suspensao.
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As agas que mais ocorrem em lagoas de estabilizacdo sdo as agas verdes as quais
indicam uma boa condic¢&o de funcionamento, pH elevado e um meio liquido balanceado em
nutrientes, e as algas azuis unicelulares, coloniais ou filamentosas sendo menos eficientes na
producdo de oxigénio, ocorrem em pH neutro ou alcalino, em temperaturas mais elevadas e
onde ocorre uma deficiéncia ou desequilibrio de nutrientes como nitrogénio, por possuirem
vaclolos de gés em suas células, estas flutuam na superficie da lagoa dificultando a
penetracéo daluz solar no liquido.

Segundo Seeliger e Cordazzo (1980), estudos ecolégicos executados in situ, muitas
vezes ndo representam as relagbes entre algas e um parametro ambiental, fazendo-se
necessarios estudos experimentais em laboratério, os quais variando-se um parametro pode-se
avaliar aresposta a esta variagao, 0 que € necessario para conhecer a ecologia basica daguela
espécie.

O interesse pelo cultivo de algas vem crescendo mundialmente nos Ultimos anos,
principalmente em relac&o aos aspectos econdmicos usando a biomassa para a produgdo de
alimentos ou produtos biotecnol dgicos, também com relacdo aos aspectos ambientais dentre
os quais podem ser destacados a fitorremediacdo, pela remocéo de nutrientes, metais pesados
e outras substancias, sequestro de gés carbénico, producéo de oxigénio, bioindicadores, etc.

As microalgas apresentam elevada produtividade em biomassa, necessitando de menor
area para seu cultivo, respectivamente um menor custo (TEIXEIRA; MORALES, 2006), e 0
solo pode ser degradado, pois serve somente como meio suporte para o cultivo. A producéo
de biomassa é continua, ndo seguindo regimes de safras. O meio de cultivo pode ser
reaproveitado e como fontes de carbono podem ser utilizados o gés carbdnico residua de
processos (BENEMANN, 1997; MORAIS; COSTA, 2008) e fontes organicas residuais
(VICHEZ et al., 1997).

Segundo Carlsson et al. (2007), algumas algas produzem amido como substancia de
reserva o qual pode ser transformado em dcool combustivel, outras produzem lipidios como
substancia de reserva que pode ser transformado em biodiesel e algumas podem produzir
hidrogénio que também pode ser utilizado como combustivel.

Por apresentar em alguns casos ciclo de vida em torno de 6 h, tornando-se desta
maneira um dos organismos mais eficientes na producdo de biomassa, se comparado com
plantas superiores.

A obtencéo do contelido lipidico pode ser conseguida pela simples extragdo mecanica

em prensas, extragdo com solventes quimicos ou associacdo de ambos.
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Existem varios estudos comparando o contelido e a produtividade de lipidios das
microalgas com relacdo a vegetais superiores. Pérez (2007), comparando a producdo de
biodiesel de microalgas produzidas em lagoas abertas levantou um potencial de 50 a150 t ha™
ano™ contra0,2 20,6 t ha' ano™ paraa soja, resultando num aumento de 83 a 750 vezes,

No trabalho de Chisti (2007), é relatado que o conteldo de lipidios nas microalgas
podem ultrapassar 80% do seu peso seco, sendo mais comum se situarem entre 20% e 50%,
quando comparado com a produtividade de 6éleo da soja, a qual produz 446 L hal, as
microalgas com 70% de lipidios produzem 136.900 L ha*, e microalgas com 30% de lipidios
produzem 58.700 L ha™*, resultando num aumento de 307 e 131 vezes, respectivamente.

O crescimento celular pode ser definido como o aumento ordenado de todos os
componentes metabdlicos, na andlise cinética das reagcdes biol dgicas € importante quantificar
taxas e quocientes metabdlicos tais como: tempo de duplicacdo, taxas volumeétricas, taxas
especificas de consumo de substrato, quociente metabdlico de consumo de nutrientes por
biomassa, taxa de remocdo de nutrientes e taxa especifica de crescimento, proporcionando
uma andlise destas dinémicas (RUSSO, 2011).

O numero exato de espécies de algas ainda ndo € conhecido, possivelmente entre
200.000 a 1.000.000 de espécies.

A microalga Scenedesmus pertence a divisdo Chlorophyta, classe Chlorophyceae,
ordem Chlorococcales, familia Scenedesmus, podendo ser encontrada solitaria ou em pares
formando cendbios (VILLASMIL, 2004). Segundo Bicudo e Menezes (2006), o género
Scenedesmus sdo individuos coloniais com dois, quatro, oito, dezesseis e até trinta e duas
células dentro do cendbio, € 0 mais comum dentre as algas verdes e vivem flutuando nas

&guas.

2.3 Biocombustiveis

Os biocombustiveis de primeira geracéo tem como matéria-prima o agtcar, 0 amido e
0s 6leos e/ou gorduras vegetais e/ou animais, 0s quais concorrem diretamente com a producéo
de alimentos, a segunda geracdo tem como matéria-prima culturas ndo destinadas a
alimentac&o e residuos, a terceira geragdo baseia-se na producdo de microalgas como matéria-
prima (RUSSO, 2011).

Biodiesel € uma denominacéo genérica de combustivels para motores de combustdo

interna com ignicdo por compressdo (ciclo diesel), derivados de fontes renovaveis, como
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0leos de dendé, soja, palma, mamona, etc. O Brasil foi pioneiro em pesquisas sobre biodiesel
com os trabalhos do professor Expedito José de Sa Parente, da Universidade Federal do
Ceardg, 0 qual € autor da patente Pl — 8007957. A primeira patente, brasileira, do biodiesdl, ja
de dominio publico (PARENTE, 2003).

Os Oleos e gorduras vegetais ou animais sao triacilglicérois, produtos naturais da
reacdo do 1,2,3-propanotriol (glicerol) com &acidos graxos, cujas cadeias tém numeros de
carbonos que variam de 12 a 22 e tem peso molecular 3 vezes maior que o diesel. A
transesterificacdo provoca a quebra das moléculas dos triacilglicérois, em presenca de acool e
catalisador, gerando uma mistura de ésteres dos acidos graxos correspondentes, liberando o
glicerol, substancia que forma goma e provocaria a carbonizagdo do motor, como subproduto
da reacdo, sendo o peso molecular e também as propriedades fisico-quimicas desses
monoésteres proximas as do diesdl.

Segundo PARENTE (2003), o que tem sido denominado de biodiesel, é um
combustivel renovével, biodegradavel e ambientalmente correto, sucedaneo ao 6leo diesdl,
constituido de uma mistura de ésteres metilicos ou etilicos, obtidos da reacdo de
transesterificacdo de qualquer triglicerideo com um acool de cadeia curta, metanol ou etanal,
respectivamente.

A grande vantagem do biodiesel € o seu uso direto em motores ciclo diesel com pouca
ou sem nenhuma adaptacdo. Muitas das montadoras mantém a garantia para motores que
usem misturas com até 5% de biodiesel, pois nessa porcentagem € considerado um aditivo,
melhorando inclusive o poder de lubrificagdo que o Oleo diesel deve apresentar e que lhe é
conferido pelo enxofre, o qual atuamente foi diminuido significativamente, passando de
2.000 ppm a 10 ppm (S10).

Para a bioguimica os lipidios encontrados nas algas possuem caracteristicas fisico-
quimicas semelhantes aos encontrados em outros vegetais, podendo assim ser consideradas
matérias-primas para a producéo de biodiesel.

Segundo Chisti (2007), a maior parte dos lipidios encontrado nas microalgas esta na
forma de triacilglicérois, os que servem para producéo de biodiesel, sendo que a biomassa de
algas apresenta principal mente carboidratos, proteinas e lipidios.

Rosales et al. (2010), em cultivos de cepas de Scenedesmus obliquus em erlenmeyers a
25°C sob aeracdo constante utilizando o meio de cultivo BGN obtiveram 9% de lipidios.

Em estudos realizados com microalgas verdes, tendo 17% de lipidios, quando
submetidas a auséncia de nitrogénio durante um periodo de 4 a 9 dias, tiveram um aumento de
2 a 3 vezes seu contetdo lipidico (MY AWAKI, 2010).
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Nos Ultimos anos as microalgas tem sido consideradas como importante aternativa
para substituir as fontes tradicionais de matérias-primas, oleaginosas, para producdo de
biodiesel no Brasil e no mundo pois superam muitos vegetais terrestres em produtividade e
quantidade de lipidios, apresentando um crescimento mais rgpido e um maior rendimento em
biomassa (MY AWAKI, 2010).

Segundo Dimitrov (2007), o biodiesel de agas ainda € inviavel devido ao seu ato
custo, porém, este pode ser diminuido em funcéo dos trabalhos para selecionar espécies de
microalgas com elevado teor de lipidios, um melhor entendimento da sua fisiologia e na
melhoria das tecnol ogias dos cultivos.

Segundo Leal e Lea (2007), a necessidade de reducéo do uso e dependéncia de
combustiveis de origem féssil, controle da quantidade de gases de efeito estufa (GEE)
lancados na atmosfera sdo 0s principais elementos para desencadear a substituicéo destes por

fontes aternativas como os biocombustiveis.

2.3.1 RED (Renewable Energy Directive)

A diretiva 2009/28/CE do parlamento europeu e do conselho de 23 de abril de 2009,
relativa a promogdo da utilizagdo de energia proveniente de fontes renovaveis que atera e
subsequentemente revoga as diretivas 2001/77/CE e 2003/30/CE, conhecida também pela
sigla RED (Renewable Energy Directive), traz véarias definicdes e sistemas de certificacdo
para que biocombustiveis sgjam utilizados dentro da comunidade europeia, tendo como
principais metas o uso de 20% de energia proveniente de fontes renovaveis do total global e
10% para a energia proveniente de fontes renovaveis nos transportes até 2020, também uma
mel horia da eficiéncia energética de 20% até 2020.

Segundo a diretiva 2009/28/CE os biocombustiveis sO sero elegivels de incentivos
guando for possivel garantir que ndo provém de zonas ricas em biodiversidade ou, no caso de
zonas designadas para fins de protecdo da natureza ou para a prospeccdo de espécies ou
€cossistemas raros ameacados ou em risco de extingdo, que a autoridade competente apresente
provas de que a producdo de matérias-primas ndo afeta esses fins.

Esta diretiva prejudica a comercidizacdo de soja brasileira para a comunidade
europela, pois a maior parte dos gréos esmagados sdo destinados para a producdo de
biodiesel, e no anexo V — Regras para o caculo do impacto dos biocombustiveis, outros

bioliquidos e dos combustiveis fosseis de referéncia na formagéo de gases com efeito estufa—



17

0 biodiesel produzido a partir do éleo de soja reduz somente 31% os gases do efeito estufa
(GEE) em relagdo aos combustivels fésseais, sendo 0 que mais impactou neste valor foram as
emissOes de gases de efeito estufa por defeitos discriminado para o processamento (incluindo
el etricidade excedente) o qual apresentou 0 segundo maior valor para as matérias-primas para
biodiesel, emissdo de gases de efeito estufa por defeitos discriminados para o transporte e
distribuicéo no qual a soja superou todas as outras matérias-primas inclusive para a producéo
de dcool e biogas.

As certificacbes serdo atribuidas aos biocombustiveis que reduzirem pelo menos 35%
das emissdes de gases de efeito estufa comparado aos combustiveis fossel's, esta proporcao vai
aumentar para 50% em 2017 e 60% em 2018.



3MATERIAL E METODOS

O cultivo da microalga Scenedesmus subspicatus, Figura 1, foi realizado no Instituto
de Pesquisa em Aquicultura Ambiental (INPAA) no laboratorio de Ficologia da Universidade
Estadual do Oeste do Parana — UNIOESTE - Campus Toledo, o qual forneceu a cepa da
microalga. O meio aternativo, agua residuaria de cervegaria, foi cedida pela Industria
Nacional de Bebidas (INAB), também situada em Toledo. As andlises fisico-quimicas para
caracterizacdo da agua residuaria, determinacdo da biomassa produzida e teor de lipidios das

amostras foram realizados no laboratério de quimica organica da Universidade Federa do

Parand— UFPR — Setor Palotina.
G

Figura 1 - Microal ga Scenedesmus subspicatus
Fonte: Algoteca de Coimbra— ACOI (2013)

3.1 Caracterizagio Fisico-Quimica da Agua Residuéria de Cervejaria

3.1.1 Nitrogénio amoniacal

A concentracdo de nitrogénio amoniacal foi determinada conforme Standard Methods
(1998).

Para cada amostra pipetou-se 35,00 mL. Adicionou-se 1,00 mL de citrato de sodio e
agitou-se, apds adicionou-se 1,00 mL fenol e agitou-se. Também adiciou-se 1,00 mL
hipoclorito diluida e agitou-se. Foi deixado em repouso no minimo por 3 horas em lugar

escuro. A leiturafoi realizada a 630 nm num espectrofotdmetro digital marca Edutec modelo
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EEQ-9029. Utilizou-se agua destilada pura como branco. Relacionou-se a concentragdo da
amostra com a curva padréo previamente estabel ecida.

3.1.2 Nitrito

A concentracdo de nitrito foi determinada conforme Standard Methods (1998).

Para cada amostra de agua, incluindo diluicdes padroes, pipetou-se 5,00 mL em tubo
de ensaio, com réplica. Adicionou-se 0,10 mL de sulfanilamida sob agitagdo e aguardou-se de
2 a 10 minutos. Adicionou-se 0,10 mL de naftil sob agitacdo. A leitura foi realizada no
intervalo entre 20 a 30 minutos a 540 nm num espectrofotémetro digital marca Edutec modelo
EEQ-9029. Utilizou-se agua destilada pura como branco. Relacionou-se a concentracéo da

amostra com a curva padréo.

3.1.3 Nitrato

A concentracdo de nitrato foi determinada conforme Standard M ethods (1998).

Os ions nitratos presentes na amostra foram reduzidos a nitrito na presenca de cadmio
amalgamado, tornando possivel a sua determinacao.

Foram colocados 10,00 mL das amostras de agua em frascos plésticos, incluindo
padrdes, adicionou-se 0,600 g de cadmio amalgamado e 0,10 mL de cloreto de ambnia
concentrado (3 molar), agitando por 20 minutos, para redugcdo do ion nitrato a nitrito, e
utilizou-se 0 sobrenadante como amostra. Para cada amostra de agua, incluindo diluices
padroes, pipetou-se 500 mL em tubo de ensaio, com réplica. Adicionando 0,10 mL de
sulfanilamida, sob agitacéo aguardando por 2 a 10 minutos. Adicionou-se 0,10 mL de naftil e
agitou. A leitura foi realizada no intervalo de 20 a 30 minutos a 540 nm, num
espectrofotdmetro digital marca Edutec modelo EEQ-9029. Utilizou-se agua destilada pura

como branco. Rel acionou-se a concentragdo da amostra com a curva padréo.
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3.1.4 Ortofosfato

A concentracdo de ortofosfato foi determinada conforme Standard M ethods (1998).

Foram colocados 30,00 mL da amostra de agua em um recipiente, apos adicionou-se 3,00
mL de reagente misto sob agitacdo. Foi deixado em repouso 30 minutos, e apos feita a leitura a 882
nm, num espectrofotdbmetro digital marca Edutec modelo EEQ-9029. Utilizou-se agua destilada

pura como branco. Relacionou-se a concentracdo da amostra com a curva padréo.

3.1.6 Determinacéo do pH

O pH foi determinado através de pHmetro, sendo calibrado conforme instruces do
fabricante antes das medigdes. As medicdes foram feitas através daimersdo direta do eletrodo
nos recipientes de cultivo.

3.2 Meosde Cultivo

3.21MeoMC

Com o auxilio de uma balanca digital de precisdo foram pesados 1,250 g de nitrato de
potéssio, 1,250 g de sulfato de magnésio heptahidratado, 0,020 g de sulfato de ferro Il
heptahidratado, 1,000 g de uréia, juntou-se também 1,00 mL da solucéo cinco, os quais foram
dissolvidos em um litro de agua destilada. A solucéo cinco foi preparada pesando-se 2,900 g
de &cido bodrico, 1,810 g de cloreto de manganés tetrahidratado, 0,110 g de cloreto de zinco,
0,08 g de sulfato de cobre heptahidratado 0,018 g de molibdato de aménio tetrahidratado, os
quais também foram dissolvidos em um litro de &gua destilada (WATANABE, 1960).
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3.2.2 Meio dternativo: Agua residuéria de cervegjaria

A &gua residu&ria de cervejaria foi coletada antes do sistema de tratamento de
efluentes em dia de producéo com todas as etapas sendo realizadas, sendo posteriormente

autoclavada a 120°C durante 20 min e apos resfriada a temperatura ambiente.

3.2.3 Microrganismos nitrificantes

Os microrganismos nitrificantes utilizados no experimento foram dois, sendo um deles
um produto comercial, pool de bactérias nitrificantes, composto por nitrosomonas, nitrobacter
e nitrospira denominado de Nite Out 11 produzido pela Ecological Laboratories, Inc, e o outro
uma cepa de pseudonocardia nitrificans F7548 fornecido pela Agricultural Research Service
(ARS) culture collection (NRLL) do United States Departamento of Agriculture (USDA),
ambos com origem nos Estados Unidos da América e com concentracéo celular de 3.10°

célulasmL™.

3.3 Avaliacéo do Cultivo da Microalga

3.3.1 Concentragdo celular das microalgas

A concentracéo celular das microalgas foi determinada por contagem utilizando-se um
microscopio e o auxilio de uma camara de Neubauer espel hada.

Utilizando-se 0 esquema proposto em UFSC (2010), Figura 2, no qual so contados os
guatro quadrados maiores dos cantos da camara e o quadrado maior da parte central, que
depois de somados sdo dividos por cinco e multiplicado por vinte e cinco, nimero total de
quadrados maiores da camara, resultando um nimero X. Como a camara de Neubauer possuii
400 quadrados menores, cada um com uma &rea de 0,0025 mm? e profundidade de 0,1 mm, o
resultado da concentracio celular serd expresso em valores na ordem de grandeza de X 10*

célulasmL™.
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Figura 2 - Esguema de uso da camara de Neubauer
Fonte: UFSC (2010)

3.3.2 Determinacéo das vel ocidades de crescimento

O balango de massa celular de forma simplificada em um fotobiorreator pode ser

representado pela equacéo 3.
d(XV
l (XV) =X.Fo-X.F+r,V (3)
dt acumulo
Onde:
d(XV) i _
3 =acumulo de massa celular por unidade de tempo
{ acumulo

X.Fy=fluxo de massa que entrano sistema
X.F =fluxo de massaque sai do sistema

r,V=massa gerada pela reacdo
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Considerando a producéo celular num sistema fechado do tipo batelada com volume
constante, resulta em que o fluxo de massa de entrada e massa de saida sdo iguais a zero, 0
acumulo celular é funcéo somente da vel ocidade de geracdo de células.

\Y l&i()l =V 4
actmulo

Deve-se buscar uma funcéo para a velocidade de reacéo de geracdo, a qual deve ser
expressa por uma equagdo algébrica, para crescimento geramente se expressa por uma
funcdo linear da propria concentracdo celular. Para um sistema batelada (fotobiorreator
batelada) com volume constante operando na fase exponencia considera-se que a velocidade
de reagdo celular € proporcional a concentragdo celular multiplicada pela velocidade

especifica de crescimento constante, equago 05.

r=unX (5)
Substituindo a equagdo 5 na equagao 4 e simplificando o volume, tem-se
d(X) _
lTl - ThX (6)
acimulo

O termo a esguerda da equacdo 6 pode ser caracterizado pela taxa de geracéo celular,

para um fotobiorreator batelada 0 acimulo coincide com ataxa de geragdo, equagéo 7.

d(X) A
&, T v

acimulo geracdo

A velocidade especifica também pode ser determinada pela equacdo 8, plotando-se as
concentragdes em um gréafico em fungdo do tempo e procedendo ao célculo das tangentes e
dividindo-se pelas concentragdes nos pontos tangenciais. Obtem-se uma série de valores de
vel ocidade especif cas, optando por uma média representativa.

1
X

d(X)
dt

- ®)

l geragdo

Para este caso especifico, observacdes experimentais mostram que a fase lag pode ser
negligenciada, assm , podemos integrar a equacéo 6 com os limite inferiores de integracéo

considerando o tempo inicial zero e a concentragdo inicial ado inicio do experimento

X d(X) ~ t
J e ©

Considerando vel ocidade especifica constante na fase exponencia e integrando:
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X
Inseo =t (10)

Rearranjando os termos da equacéo 10, para obter a concentragdo celular em funcéo

do tempo nafase exponencial:
X=Xg.eMt (1)
O modelo né&o linear da equacdo 11 requer a estimativa do parametro |, ja comentado
anteriormente. Neste trabalho optou-se pelo método dos minimos quadrados do modelo

linearizado, equacdo 10, onde a reta é forcada a coincidir com a origem para obter a condicéo

inicial de acordo com o valor experimental, Figura 3.

A

In{X/%0)

>

t

Figura 3 — Procedimento de guste linear. O coeficiente angular da reta pode ser obtido
facilmente, representando a velocidade especifica de crescimento constante na fase
exponencial.

A avaliacdo da vel ocidade especifica de crescimento da microalga é um método eficaz
para avaiar a reproducdo destas, as quais apresentam ciclo de vida curto, evitando desta
maneira desperdicios de recursos, por se determinar o tempo 6timo para sua colheita
(PEREIRA FILHO et al., 2010).
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3.3.3 Cultivo sem fotoperiodo

Os cultivos foram divididos em duas etapas, na primeira foram avaliadas as
concentragbes da agua residuaria bruta de cervearia associados aos microrganismos
nitrificantes. Na segunda etapa, apds selecdo da concentracéo da &gua residuéria bruta de
cervgaria e quantidade do microrganismo nitrificante, foram feitos as repicagens para
obtencdo da biomassa.

No primeiro experimento os tratamentos foram divididos entre os dois microrgani Smos
nitrificantes. Com volumes de 50,00 mL, e concentracdo inicial da microalga Scenedesmus
subspicatus de 10,25.10* células mL™, estes foram colocados sobre bancada com |ampadas
fluorescentes de 40 W, luz do dia, de forma continua, com intensidade luminosa de 2.000 lux,
sem aeracéo.

Para o produto comercia Nite Out Il, conforme Tabela 1, os tratamentos foram:

Tratamento 1 - 100% de &gua residuaria (testemunha)

Tratamento 2 - 100% de &guaresiduaria+ 1,00 mL de Nite Out 11

Tratamento 3 - 40% de agua residuaria + 0,50 mL de Nite Out Il (repeticéo 2)

Tratamento 4 - 40% de &guaresiduéria + 0,50 mL de Nite Out I (repeticéo 1)

Tratamento 5 - 25% de aguaresiduaria + 1,00 mL de Nite Out ||

Tratamento 6 - 25% de agua residuaria

Tabela 1 — Valores codificados dos tratamentos utilizando agua residuéria de cervejaria
associado ao Nite Out |1

Valores codificados

Tratamentos

[&guaresiduaria] [mo]
1 (+1) (-1)
2 (+1) (+1)

3 (repeticéo 2) 0 0

4 (repeticao 1) 0 0
5 (-1) (+1)
6 (-1) (-1)

Para a cepa de Pseudonocardia nitrificans, conforme Tabela 2, os tratamentos foram:
Tratamento 1 - 100% de a&gua residuéria (testemunha)
Tratamento 2 - 100% de agua residuaria + 1,00 mL Pseudonocardia nitrificans
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Tratamento 3 - 40% de é&gua residuaria + 0,50 mL Pseudonocardia nitrificans
(repeticéo 2)

Tratamento 4 - 40% de é&gua residuaria + 0,50 mL Pseudonocardia nitrificans
(repeticdo 1)

Tratamento 5 - 25% de &gua residuéria + 1,00 mL Pseudonocardia nitrificans

Tratamento 6 - 25% de agua residuaria

Tabela 2 — Valores codificados dos tratamentos utilizando &gua residuéria de cervejaria
associado a Pseudonocardia nitrificans

Valores codificados

Tratamentos

[&guaresiduaria] [mo]
1 (+1) (-1)
2 (+1) (+1)

3 (repeticéo 2) 0 0

4 (repeticao 1) 0 0
5 (-1) (+1)
6 (-1) (-1)

Na segunda etapa os cultivos foram iniciados nos dois meios, MC e &guaresiduéria de
cervgiaria associada com microrganismo nitrificante, Pseudonocardia nitrificans, a qua
apresentou maiores velocidades especificas de crescimento, e sem associacdo. Com volumes
de 30,00 mL, e concentragdo inicial da microalga Scenedesmus subspicatus de 12,00.10"
células mL™?, sendo este repicado a cada sete dias mantendo-se constante a concentrago
inicial, estes foram colocados sobre bancada com |ampadas fluorescentes de 40 W, luz do dia,
de forma continua, com intensidade luminosa de 2.000 lux. Somente a partir da primeira
repicagem sofreram aeracao.

Tratamento 1 — 29,10 mL de meio MC + 0,90 mL de Pseudonocardia nitrificans.

Tratamento 2 — 30,00 mL de meio MC sem microrganismo

Tratamento 3 — 29,10 mL de &gua residuéria+ 0,90 mL de Pseudonocardia nitrificans.

Tratamento 4 — 30,00 mL &gua residuéria sem microrganismo
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3.3.5 Produtividade de biomassa

O materia obtido nos cultivos foi submetido a centrifugacéo a 3.000 rpm durante 15
minutos, para separacao da biomassa, a qual posteriormente foi seca em estufa a 85°C durante
24 horas.

Sendo a produtividade obtida pela relagcdo entre a biomassa seca e o volume de cultivo

num determinado interval o de tempo.

3.3.6 Produtividade de lipidios

Apobs secagem, a biomassa algal foi pesada e triturada, sendo transferidas para um
papel filtro e colocadas em sistema de extracdo de lipidios tipo Soxleth, utilizando-se como
solvente extrator éter de petroleo. As amostras permaneceram em refluxo durante oito horas.

Apo6s desengorduradas, as amostras foram secas em estufa a 85°C para eliminagdo do
excesso de solvente. Depois de retiradas da estufa foram colocadas em dessecador para
estabilizar atemperatura com atemperatura ambiente para posterior pesagem.

O contetdo lipidico foi determinado pela diferenca entre 0 peso inicia da amostrae o
peso da amostra depois de desengordurada.

3.3.7 Delineamento experimental

Para determinacdo da melhor concentracéo da égua residudria de cervejaria para uso
como meio aternativo ao cultivo da microalga Scenedesmus subspicatus associada a
diferentes concentracbes de microrganismos nitrificantes, um pool de bactérias
(nitrosomonas, nitrobacter e nitrospira) e Pseudonocardia nitrificans, foram realizados dois
experimentos. Os quais passaram por gustes lineares para estimar as vel ocidades especificas
de crescimento.

O delineamento experimental foi do tipo completo 22 (2°), dois fatores (k) e dois
niveis com todas as combinagdes possiveis entre todos os niveis de cada fator, e mais dois
pontos, cujo objetivo é obter uma inferéncia estatistica maior, com a variavel velocidade
especifica de crescimento () como variavel dependente e as variaveis concentracdo da agua

residué&ria e concentragdo dos microrganismos nitrificantes como variaveis independentes.
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Ensaios no ponto central ou proximos a este, podem fornecer informagdes muito Uteis sobre
respostas entre os niveis inicialmente atribuidos aos fatores, além de evidenciar a qualidade
darepetibilidade do processo, comprovando se o g uste é adequado ou néo.

Para avaliar a produtividade de biomassa e teor de lipidios da mesma foi utilizado um
delineamento inteiramente casualizado (DIC) com quatro tratamentos e cinco repeticoes, 0s
dados foram submetidos a andlise de variancia e teste F e a comparagdo das meédias foi
realizada pelo teste de Tukey (p<0,05).

Paratratar os dados obtidos experimentalmente foram utilizados os programas Excel e
o Statistica® 8.0.



4 RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo fisico-quimica da aguaresiduaria de cervearia

Os valores apresentados na tabela 3 correspondem aos parametros fisico-quimicos

analisados para a agua residuaria bruta de cervejaria gue foram determinados no laboratério.

Tabela 3 - Parametros fisico-quimicos analisados para a dgua residuéria de cervejaria

Parametro Concentracéo determinada
(mgL™)
Nitrogénio amoniacal 20,9
Nitrato 4,15
Nitrito 0,27
Ortofosfato 2,73
pH 6,57

Para 0s parametros inorganicos, somente o nitrogénio amoniacal € previsto na
resolucdo 430/11 do Conama, tendo um limite méximo de 20 mg L™, para lancamento em
corpos receptores. Nd podendo esta agua residudria ser lancada diretamente no corpo
receptor sem tratamento prévio.

Sendo as fontes de nitrogénio utilizadas pela microalga a amoniacal e o nitrito, e a
fonte de fosforo o ortofosfato, os quais se encontram na agua residuaria da cervejaria numa
relacdo N:P em torno de 20:1, com um excesso de nitrogénio, prestando-se portanto para o
cultivo de microal gas.

4.2 VVelocidades especificas de crescimento

A velocidade especifica de crescimento € arazéo entre o nimero de células produzidas

pela unidade de tempo, determinadas na fase exponencial de crescimento conforme curvas de

crescimento.



30

Na Figura 4, sdo apresentadas as curvas de crescimento da microalga Scenedesmus
subspicatus com diferentes concentracBes de &gua residuéria de cervejaria associado com

diferentes concentracdes de Nite Out 1.

200

120

/5'5(\ A
: A NS

dia

104 ¢élukas mL-!

w1 - 100% efluente
=== 1 - 100% efluente + 1 mL Nite Out IT
=== 1 40% efluente + 0,5 mL Nite Out IT (repeticio 2)
=4 - 40% efluente + 0,5 mL Nite Out IT (repeticio 1)
5. 25% efluente + 1 mL Nite Out IT
= - 25%) efluente

Figura 4 - Curvas de crescimento da microalga Scenedesmus subspicatus com diferentes
concentragcoes de agua residuaria de cervejaria e diferentes concentractes de Nite Out I1.

Os dados relativos ao aumento da concentracdo de células da microalga Scenedesmus
subspicatus cultivadas com diferentes concentracbes de agua residuéria de cervearia e
diferentes concentragdes de Nite Out |l foram linearizados pela transformacdo dos mesmos
em logaritmo neperiano da concentracao dividida pela concentracdo inicial (In (X/Xo)) nafase
exponencia de crescimento. Resultando na equagdo da umareta, naqual o coeficiente angular
representa as vel ocidades especificas de crescimento (L).

Estes gréficos, Figuras 5, 6, 7, 8, 9 e 10, apresentaram coeficientes de correlacdo altos,
0,9622, 0,9768, 0,9973, 0,9431, 0,9906 e 0,9881, respectivamente, representando uma alta

associacao das duas variaveis.
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No gréfico da Figura 5, se obtém a velocidade especifica de crescimento, coeficiente
angular da reta, sendo para o experimento 01, 100% de agua residuéria de cervgjaria, igual a
0,36d™.

35 -
In(X/X0) = 0,36t
31 Re=0962
25 -
E15-
14
05 -
0 . .

8 10

Tempo(d)

Figura 5 - Gréafico de linearizacdo dos dados de crescimento celular da microalga
Scenedesmus subspicatus em 100% &gua residuaria de cervejaria na fase exponencial do
crescimento — experimento 01.

No gréfico da Figura 6, se obtém a velocidade especifica de crescimento, coeficiente
angular da reta, sendo para o experimento 02, 100% &gua residudria de cervejaria e 1,00 mL
deNite Out I1, igual a0,3525d™.

In(X/X0) = 0,3525x
R2=0,9768

In(X/X0)
'—\
(6)]

0 2 4 6 8 10
Tempo(d)

Figura 6 - Grafico de linearizagdo dos dados de crescimento celular da microaga
Scenedesmus subspicatus em 100% agua residuaria de cervejaria + 1,00 mL de Nite Out Il na
fase exponencia do crescimento — experimento 02.
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No gréfico da Figura 7, se obtém a velocidade especifica de crescimento, coeficiente
angular dareta, sendo para o experimento 03, 40% &gua residuéria de cervejaria e 0,50 mL de

Nite Out Il (repeticdo 2), igual 20,1753 d™.

In(X/X0) =0,1753x
14 R2=0,9973

In(X/X0)

Tempo(d)

Figura 7 - Gréfico de linearizagdo dos dados de crescimento celular da microaga
Scenedesmus subspicatus em 40% agua residuéria de cervegjaria + 0,50 mL de Nite Out 11
(repeticdo 2) nafase exponencial do crescimento — experimento 03.

No gréfico da Figura 8, se obtém a velocidade especifica de crescimento, coeficiente

angular dareta, sendo para 0 experimento 04, 40% &gua residuéria de cervejaria e 0,50 mL de

Nite Out |1 (repeticdo 1), igual a0,2967 d™.

25 -
In(X/X0) = 0,2967x

2 =
R2=0,9431 .

In(X/X0)

Tempo(d)

Figura 8 - Gréafico de linearizacdo dos dados de crescimento celular da microaga
Scenedesmus subspicatus em 40% agua residuéria de cervegjaria + 0,50 mL de Nite Out 1l
(repeticdo 1) nafase exponencial do crescimento — experimento 04.
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No gréfico da Figura 9, se obtém a velocidade especifica de crescimento, coeficiente
angular dareta, sendo para 0 experimento 05, 25% agua residuéria de cervejaria e 1,00 mL de

Nite Out I1, igual 20,1969 d.

1,4 -
In(X/X0) =0,1969x

1,2 | R? = 0,9906 *

In(X/X0)

0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7

Tempo(d)

Figura 9 - Gréfico de linearizacdo dos dados de crescimento celular da microalga
Scenedesmus subspicatus em 25% agua residuéria de cervglaria + 1,00 mL de Nite Out |1 na
fase exponencia do crescimento — experimento 05.

No gréfico da Figura 10, se obtém a velocidade especifica de crescimento, coeficiente

angular da reta, sendo para o experimento 06, 25% agua residuaria de cervegjaria, igua a

0,2479 d*.

| In(X/X0) =0,2479x
R2=0,9881 &

In(X/X0)
o909 prrpepe
A OO O FL N DM O

o
N

o

Tempo(d)

Figura 10 - Gréafico de linearizacdo dos dados de crescimento celular da microaga
Scenedesmus subspicatus em 25% agua residuaria de cervglaria na fase exponencia do
crescimento — experimento 06.
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Na Tabela 4, andlise de variancia da velocidade especifica de crescimento (u) da
microalga Scenedesmus subspicatus cultivada com diferentes concentragbes de agua
residuaria de cervejaria e diferentes concentractes de Nite Out 11, verificou-se que ndo houve
diferenca significativa para a vel ocidade especifica de crescimento (1) da microalga ao serem
comparados os fatores ao nivel de 5% de significancia.

Apresentando variancia (s?) de 0,0037006, indicando que os valores encontrados est&o

muito perto dos valores esperados.

Tabela 4 - Andlise de variancia da velocidade especifica de crescimento da microalga
Scenedesmus subspicatus cultivada com diferentes concentracbes de &gua residuaria de
cervearia e diferentes concentragoes de Nite Out 11.

Ccv GL SQ QM Fcaculado Ftabelado
[&guaresiduaria) 1 0,02432 0,023432 6,331993™ 18,5
[mo] 1 0,000900 0,000900 0,243204"™ 18,5
Interaco 1 0,000400 0,000400 0,108091"™ 18,5
Erro 2 0,003701 0,00371
Total 5

™ n&o significativo pelo teste F a 5% de significancia. s° — 0,0037006. R* — 76,96%

Através do gréfico de Pareto, Figura 11, gerado pelo programa Statistica 8.0°, o qual
apresenta as estimativas absolutas dos efeitos para a andlise multivariada dos experimentos,
observa-se também que ndo houve significancia dos paréametros analisados a 5%, nem da

Interagdo dos mesmos.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: VE
Z*(2-0} design, MS Residual=, 0037006
DV: VE

T,
i

\

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 11 - Grafico de Pareto apresentando as estimativas absolutas dos efeitos para a andlise
multivariada a 5% de significancia.
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Na Tabela 5, sdo apresentados os dados originais e codificados que deram origem a
determinacdo das velocidades especificas méximas caculadas (Mcacuiad) Utilizando-se
diferentes concentracbes de éagua residuaria de cervgaria associados a diferentes
concentragdes de Nite Out 11, conforme tratamento proposto.

Estes foram cal culados usando o modelo, equacdo 12, gerado a partir da superficie de
resposta apresentada na Figura 12, a qual apresenta coeficiente de determinacdo (R?) de
76,96%, sendo considerado um bom valor para a propor¢do da variacdo explicada pela
regresséo.

Na coluna tratamentos da Tabela 5, o item teste refere-se a simulagdo do fatores sobre
a velocidade especifica de crescimento, que ndo responde significativamente ao aumento da

concentracdo destes.

Tabela 5 - Dados originais e codificados para determinacéo das velocidades especificas
maximas (calculada) utilizando-se diferentes concentracdes de agua residuaria de cervejaria
associados a diferentes concentracdes de Nite Out |1, conforme tratamento proposto.

Vaores codificados Vaores Originais Varidvel deresposta
Tratamentos
[&guaresiduaria] [mo] [aguaresidudria] [moO] U Mcalculada
1 (+1) (-1 100% OmL 0,360 0,350
2 (+1) (+1) 100% 1,00mL 0,350 0,340
3 0 0 40% 050 mL 0,170 0,213
4 0 0 40% 0,50 mL 0,290 0,213
5 (-1 (+1) 25% 1,00mL 0,190 0,155
6 (-1 (-1 25% OmL 0,240 0,205
Teste 100% 1,00 mL 0,345

A adicdo de Nite Out Il ndo afetou a velocidade especifica de crescimento da micro
alga Scenedesmus subspicatus associada com a agua residuaria bruta de cervejaria, sendo a
principal influéncia no aumento da velocidade especifica de crescimento a propria
concentracdo da &gua residuéria bruta de cervejaria

No tratamento 6, constituido por 25% de &gua residuaria bruta de cervearia,
determinou-se uma velocidade especifica de crescimento de 0,24 d*, sendo esta trinta por
cento menor que no tratamento 1, constituido por 100% de agua residuaria bruta de cervejaria,

o qual apresentou vel ocidade especifica de crescimento de 0,36 d™.
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Bl <0.26
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B <0.28
0 <0.24
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Figura 12 - Superficie de resposta para velocidade de crescimento da microalga Scenedesmus
subspicatus com diferentes concentragdes de adgua residuéria e diferentes concentragdes de
Nite Out I1.

Z=0,192+0,166.X-0,063.Y +0,053.X.Y (12)
Onde:

Z — velocidade especifica de crescimento (L)

X — concentrag@o da &guaresiduériade cervejaria

Y — concentragdo de Nite Out |1

Segundo Abreu (1994), a concentracdo do fon amdnio de 10 a 150 mg L™ se torna
inibitoria para bactérias Nitrosomonas sp., e as bactérias Nitrobacter sp. apresentam inibicéo
em concentragdes do fon aménio de 0,1 a1,0 mg L™

Tendo a &gua residudria de cervejaria apresentado um concentracéo de 20,9 mg L™ de
nitrogénio amoniacal, poderia ser esta uma das causas que influenciaram 0s experimentos
utilizando a &gua residuéria de cervejaria associada ao produto Nite Out I1.

Na figura 13, sdo apresentadas as curvas de crescimento da microalga Scenedesmus
subspicatus com diferentes concentragcBes de &gua residuéria de cervejaria associado com

diferentes concentracdes da bactéria Pseudonocardia nitrificans.
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dia
=1 - 100% efluente
w2 - 100% efluente + 1 mL Pseudonocardia nitrificans
w3 _ 40% efluente + 0,5 mL Pseudonocardia nitrificans (repeticio 2)
w4 - 40 % efluente + 0,5 mL Pseudonocardia nitrificans (repeticio 1)
5-25% efluente + 1lmL Psendonocardia nitrificans
b= - 25% efluente

Figura 13 - Curvas de crescimento da microaga Scenedesmus subspicatus com diferentes
concentragcoes de agua residuéria de cervejaria e diferentes concentragdes de Pseudonocardia
nitrificans.

Também os dados relativos a0 aumento da concentracdo de células Scenedesmus
subspicatus cultivadas com diferentes concentragdes de agua residuaria de cerevejaria e
diferentes concentragdes de Pseudonocardia nitrificans foram linearizados pela
transformacéo dos mesmos em logaritmo neperiano da concentragdo dividido pela
concentracdo inicial (In (X/Xp)) na fase exponencia de crescimento. Resultando na equagéo
da uma reta, na qua o coeficiente angular representa as velocidades especificas de
crescimento ().

Estes gréficos, Figuras 14, 15, 16, 17, 18 e 19, apresentaram coeficientes de correlagdo
altos, 0,962, 0,9802, 0,8618, 0,9403, 0,9775 e 0,9881, respectivamente, representando uma

alta associacao das duas variaveis.
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No gréfico da Figura 14, se obtém a velocidade especifica de crescimento, coeficiente
angular dareta, sendo para o experimento 01, 100% agua residuaria de cervegaria, igual a 0,36

dl.

35 -
In(X/X0) = 0,36 t
31 Re=0962

25
g 2
15
1
05

o

10

Tempo(d)

Figura 14 - Gréfico de linearizacdo dos dados de crescimento celular da microaga
Scenedesmus subspicatus em 100% é&gua residuaria de cervegjaria na fase exponencial do
crescimento — experimento 01.

No gréfico da Figura 15, se obtém a velocidade especifica de crescimento, coeficiente
angular dareta, sendo para o experimento 02, 100% aguaresiduaria de cervejariae 1,00 ml de

Pseudonocardia nitrificans, igual a0,8427 d™.

IN(X/X0) =0,8427x
357  Re=0,9802 5

In(X/X0)

Tempo(d)

Figura 15 - Gréfico de linearizacdo dos dados de crescimento celular da microalga
Scenedesmus  subspicatus em 100% agua residuaria de cervejaria + 1,00 ml de
Pseudonocardia nitrificans nafase exponencial do crescimento — experimento 02.
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No grafico da Figura 16, se obtém a velocidade especifica de crescimento, coeficiente
angular da reta, sendo para o experimento 03, 40% agua residuaria de cervejaria e 0,50 ml de

Pseudonocardia nitrificans (repeticao 2), igual a0,4463 d™.

3 -
In(X/X0) =0,4463x
25 R2=0,8618 o
S
X
a3
£
0 1 2 3 4 5 6 7

Tempo(d)

Figura 16 - Gréfico de linearizacdo dos dados de crescimento celular da microaga
Scenedesmus subspicatus em 40% agua residuaria de cervejaria + 0,50 ml de Pseudonocardia
nitrificans (repeticéo 2) nafase exponencial do crescimento — experimento 03.

No grafico da Figura 17, se obtém a velocidade especifica de crescimento, coeficiente
angular da reta, sendo para o experimento 04, 40% agua residuaria de cervejaria e 0,50 ml de

Pseudonocardia nitrificans (repeticao 1), igual 20,397 d.

In(X/X0) = 0,397x

18 - R2 = 0,9403 *

1,6

S 12

In(X/X
'—\

Tempo(d)

Figura 17 - Gréfico de linearizacdo dos dados de crescimento celular da microaga
Scenedesmus subspicatus em 40% agua residuaria de cervejaria + 0,50 ml de Pseudonocardia
nitrificans (repeticéo 1) nafase exponencial do crescimento — experimento 04.
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No grafico da Figura 18, se obtém a velocidade especifica de crescimento, coeficiente
angular da reta, sendo para o experimento 05, 25% agua residuaria de cervgjaria e 1,00 ml de

Pseudonocardia nitrificans, igual a0,4655 d™.

4 -
In(X/X0) = 0,4655x
35 - R2=0,9775 *
3
ZCE 25
< 2
<15
1
0,5
O T T T T 1
0 2 4 6 8 10
Tempo(d)

Figura 18 - Gréfico de linearizacdo dos dados de crescimento celular da microaga
Scenedesmus subspicatus em 25% agua residuaria de cervejaria + 1,00 ml de Pseudonocardia
nitrificans nafase exponencia do crescimento — experimento 05.

No grafico da Figura 19, obtém a velocidade especifica de crescimento, coeficiente
angular da reta, sendo para o experimento 06, 25% agua residuaria de cervegjaria, igua a

0,2479d*.

In(X/X0) =0,2479x
i R?=0,9881 g

o PR PP
© R, N DO ©

In(X/X0)

o o
O

o
N

o

Tempo(d)

Figura 19 - Gréafico de linearizacdo dos dados de crescimento celular da microalga
Scenedesmus subspicatus em 25% agua residuaria de cervglaria na fase exponencia do
crescimento — experimento 06.
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Na tabela 6, andlise de variancia da velocidade especifica de crescimento (4) da

microalga Scenedesmus subspicatus cultivada com diferentes concentragbes de agua

residuaria de cervejaria e diferentes concentracdes de Pseudonocardia nitrificans, verificou-se

que houve diferenca significativa para a velocidade especifica de crescimento (1) da

microalga ao serem comparados os fatores ao nivel de 5% de significancia.

Apresentando variancia (s?) de 0,001597, indicando que os valores encontrados estdo

muito perto dos valores esperados.

Tabela 6 - Andlise de variancia da velocidade especifica de crescimento da microalga
Scenedesmus subspicatus cultivada com diferentes concentracfes de &gua residuédria de
cervearia e diferentes concentragoes de Pseudonocardia nitrificans,

Ccv GL SQ QM Fcaculado Ftabelado
[&guaresiduaria) 1 0,065089 0,065089 40,75662° 18,5
[mo] 1 0,122500 0,122500 76,70518" 18,5
Interaco 1 0,016900 0,016900 10,58218™ 18,5
Erro 2 0,003194 0,001597
Total 5

" significativo, ™ ndo significativo pelo teste F a 5% de significancia. s° — 0,001597. R? - 98,5%

Através do gréfico de Pareto, Figura 20, o qual apresenta as estimativas absolutas dos

efeitos para a analise multivariada dos experimentos, demonstrou que houve significancia

para ambos parametros analisados a 5%, porém ndo houve para ainteracéo dos mesmos.

Pareto Chart of Standardized Eff ects; Variable: VE

2°*(2-0) design; MS Residual=, 001597
DV: VE

Interacio

%

.
/

\%

/////%

p=02

Stand ardized Effect Eslimate (Absolute Value)

Figura 20 - Grafico de Pareto apresentando as estimativas absol utas dos efeitos para a analise

multivariada a 5% de significancia.
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Na tabela 7, sdo apresentados os dados originais e codificados que deram origem a
determinacdo das velocidades especificas maximas (calculada) utilizando-se diferentes
concentragbes de agua residuaria de cervejaria associados a diferentes concentracOes de
Pseudonocardia nitrificans, conforme tratamento proposto.

Estes foram cal culados usando o modelo, equacdo 13, gerado a partir da superficie de
resposta apresentada na figura 21, a qual apresenta coeficiente de determinacdo (R?) de
98,5%, sendo considerado um bom valor para a propor¢cdo da variacdo explicada pela
regressao.

Na colunatratamentos da Tabela 7, o item teste refere-se a ssmulagéo dos fatores sobre
a velocidade especifica de crescimento, a qual responde significativamente ao aumento da
concentragdo destes, e que quanto maior as concentragbes da agua residu&ria e da
Pseudonocardia nitrificans, maiores as velocidades especificas de crescimento da microalga

Scenesdesmus subspicatus.

Tabela 7 - Dados originais e codificados para determinacdo das velocidades especificas
maximas (calculada) utilizando-se diferentes concentragdes de agua residuaria de cervearia
associados a diferentes concentragdes de Pseudonocardia nitrificans, conforme tratamento
proposto.

Vaores codificados Vaores Originais Varidvel deresposta
Tratamentos
[&guaresiduaria] [mo] [a&guaresiduaria] [moO] M Mcalculada
1 (+1) (-1) 100% OmL 0,360 0,362
2 (+1) (+1) 100% 1,00mL 0,840 0,835
3 0 0 40% 0,50 mL 0,460 0,408
4 0 0 40% 0,50 mL 0,390 0,408
5 (-1 (+1) 25% 1,00mL 0,460 0,469
6 (-1 (-1 25% OmL 0,240 0,251

Teste 50% 1,00 mL 0,591
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Figura 21 - Superficie de resposta para vel ocidade de crescimento da microalga Scenedesmus
subspicatus com diferentes concentragdes de agua residuéria e diferentes concentractes da
bactéria Pseudonocardia nitrificans.

Z=0,214+0,148.X-0,133.Y+0,34.X.Y (13)
Onde:

Z — velocidade especifica de crescimento (1)

X — concentrag@o da &guaresiduéria de cervejaria

Y — concentragdo da bactéria Pseudonocardia nitrificans

O tratamento 3 foi 0 que apresentou maior velocidade especifica de crescimento, 4 =
0,840 d*, sendo este constituido por 100% &gua residudria de cervejaria e 1,00 ml do
microrganismo nitrificante Pseudonocardia nitrificans. Sendo este entdo adotado para o
cultivo destinado a producdo de biomassa e lipidios.

A partir da curva de crescimento do trabalho de Pereira Filho (2010), o qud
determinou o tempo ideal de coleta para a microalga Scenedesmus subspicatus como sendo a
cada dois dias, sendo considerado 6timo até dezesseis dias para obtencdo de Oleo para
produco de biodiesel, tem-se uma vel ocidade especifica de crescimento de 0,3459 d™. Sendo
esta menos da metade da velocidade obtida com o cultivo em 100% é&gua residuéria de
cervearia associada com 1,00 mL da bactéria Pseudonocardia nitrificans.

Cunha (2011), avaliando velocidade especifica de crescimento da microaga
Scenedesmus sp. cultivada em quatro tipos de tratamentos, sendo TC; — densidade celular
inicial 4,60.10" células mL™, meio Chu; TC, - densidade celular inicial 6,48.10" cdlulas mL™,



meio Chu; TCG; — densidade celular inicial 7,20.10* células mL™, meio Chu + 0,5 g L™ de
glicose, e TCG, — densidade celular inicial 7,82.10* células mL™, meio Chu + 0,5 g L™ de
glicose, relata que nd houve diferenca significativa entre os tratamentos, tendo estes
velocidades de crescimento de 0,64 divisdes d™; 0,65 divisdes d*; 0,62 divisdes d*, e 0,62
divisdes d*, respectivamente, em volumes de 20 mL de meio e 10 dias de cultivo. Sendo
também inferior a velocidade obtida com o cultivo em 100% &gua residuaria de cervearia
associada com 1,00 mL da bactéria Pseudonocardia nitrificans.

Neste trabalho os valores obtidos para as velocidades especificas de crescimento da
microalga Scenedesmus subspicatus usando 100% agua residuéria de cervejaria associada a
1,00 mL da bactéria nitrificante Pseudonocardia nitrificans foram superior aos obtidos por
Nascimento et al. (2011), os quais avaliando as velocidades especificas de crescimento da
microalga Scenedesmus subspicatus, em laboaratério, utilizando quatro tratamentos sendo
eles, tratamento 1 - 100% do meio de cultura Provasoli, tratamento 2 — 50% meio de cultura
Provasoli + 50% de moringa, tratamento 3 — 100% do fertilizante N:P:K na proporcéo
20:10:10, e tratamento 4 — 50% N:P:K e 50% moringa, tendo o tratamento 4 a maior
velocidade especifica de crescimento de 0,452593017 divisdes por dia, seguido pelo
tratamento 3 com velocidade especifica de crescimento de 0,438327093 divisdes por dia, € 0
tratamento 1, meio convencional, com uma velocidade especifica de crescimento de

0,4268206 divisdes por dia, ficando em terceiro.

4.3 Produtividade de Biomassa

Na tabela 8, andlise de variancia da produtividade de biomassa da microaga
Scenedesmus subspicatus cultivada em meio MC e &gua residuéria de cervejaria associados
ou ndo a Pseudonocardia nitrificans, verificou-se que houve diferenca significativa para a
produtividade de biomassa da microalga Scenedesmus subspicatus ao serem comparados 0S

tratamentos ao nivel de 5% de significancia.
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Tabela 8 - Andlise de variancia da produtividade de biomassa da microalga Scenedesmus
subspicatus cultivada em meio MC e agua residué&ria de cervegaria associados ou ndo a
Pseudonocardia nitrificans.

CcVv GL SQ QM Fcaculado Ftabelado
Tratamento 3 0,4862 0,1621 10,37* 3,24
Residuo 16 0,2501 0,0156
Tota 19 0,7363

* significativo pelo teste F a 5% de significancia.

As produtividades de biomassa podem ser observadas na tabela 9, onde os tratamentos
1, meio MC associado com Peseudonocardia nitrificans, tratamento 2, meio MC e tratamento
3, &gua residuaria de cervegjaria associada com Peseudonocardia nitrificans, ndo diferem

estati sticamente, sendo superiores ao tratamento 4, dgua residuéria de cervejaria.

Tabela 9 - Produtividade de biomassa da microalga Scenedesmus subspicatus cultivada em
diferentes meios de cultivo: meio MC com Pseudonocardia nitrificans (tratamento 1), meio
MC (tratamento 2), &gua residuaria de cervejaria com Pseudonocardia nitrificans (tratamento
3), &guaresiduédria de cervejaria (tratamento 4).

Tratamento Produtividade de biomassa

(g L™ semana?)

0,49882
0,4815%
0,40232
0,1107b

A W DN PP

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre s, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Quevedo, Morales e Acosta (2008), em seu trabalho com Scenedesmus sp, cultiva em
trés diferentes meios (padréo 1, padrdo 2 e algal), conseguiram 0,010 g L* d*; 0,010 g L™ d*?,
e 0,010 g L™ d*?, respectivamente, de produtividade de biomassa. Representando cerca de
17,4% da produtividade obtida no tratamento 3, agua residuaria de cervejaria associada com
Pseudonocardia nitrificans.

Cunha (2011), avaliando quantidade de biomassa seca da microalga Scenedesmus sp.
cultivada em quatro tipos de tratamentos, sendo TC; — densidade celular inicia 4,60.10
células mi™, meio Chu; TC; — densidade celular inicia 6,48.10* cdlulas mL™, meio Chu;
TCG; - densidade celular inicial 7,20.10* células mL™, meio Chu + 0,5 g L™ de glicose, e
TCG, - densidade celular inicial 7,82.10* células mL™, meio Chu + 0,5 g L™ de glicose, ndo



46

observou diferenca significativa entre os tratamentos, tendo estes uma producéo de 0,82 g;

1,12 g; 0,97 g, € 0,92 g, respectivamente, em volumes de 20 mL de meio e 10 dias de cultivo.
No caso de efluente de cervejaria o extrato de levedura pode substituir as vitaminas

necessarias a0 desenvolvimento das microalgas (MIYAWAKI, 2010). Mehorando as

caracteristicas desta &gua residuédria como um meio alternativo ao cultivo de microagas.

4.5 Teor deLipidios

Segundo Pérez (2007), a quantidade de lipidios produzido pelas microalgas pode
variar de 1% a 40% da matéria seca, e em determinadas condicbes de cultivo chegar a 85% da
matéria seca. Também relata que condicdes de stress podem aumentar a quantidade de
lipidios produzida.

Na tabela 10, verificou-se que houve diferenca significativa para o teor de lipidios da
microalga Scenedesmus subspicatus ao serem comparados os tratamentos. Como os dados
originais apresentados eram em porcentagem, optou-se pela sua respectiva transformacéo em
log X, para atender os requisitos da estatistica paramétrica (normalidade da distribui¢cdo dos
erros, homogeneidade das variancias e aditividade dos fatores de variagdo). Os quais apos
Anavaforam destransformados para serem apresentados.

Tabela 10 - Andlise de variancia do teor de lipidios da microalga Scenedesmus subspicatus
cultivada em meio MC e agua residuaria de cervejaria associados ou ndo a Pseudonocardia
nitrificans.

CVv GL SQ QM Fcaculado Ftabelado
Tratamento 3 0,4855 0,1618 65,44* 3,24
Residuo 16 0,0396 0,0025
Total 19 0,5251

* significativo pelo teste F a 5% de significancia.

Os teores de lipidios podem ser observadas na tabela 11, onde o tratamento 4, agua
residuaria de cervejaria, apresentou o maior teor de lipidios, 33,68%, podendo este ser
associado a uma condicdo de estresse provocada pela relagdo ndo ideal das fontes de
nitrogénio (ion amodnio e nitrato) ou a um estado nutricional ndo adequado; seguido pelo

tratamento 3, agua residuéria de cervejaria com Peseudonocardia nitrificans, com 22,81%, e
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por ultimo os tratamentos 1, meio MC com Peseudonocardia nitrificans, com 15,34% e 2,

meio MC, com 13,36%, os quais ndo diferem estatisticamente, sendo inferiores aos demais.

Tabela 11 - Teor de lipidios da microalga Scenedesmus subspicatus cultivada em diferentes
meios de cultivo: meio MC com Pseudonocardia nitrificans (tratamento 1), meio MC
(tratamento 2), &gua residuéria de cervejaria com Pseudonocardia nitrificans (tratamento 3),
aguaresiduéria de cervejaria (tratamento 4).

Tratamento Teor delipidios
(%)

33,68a
22,81b
15,34c
13,36¢

N P W b

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre s, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Cunha (2011), avaliando quantidade de lipidios da microalga Scenedesmus sp.
cultivada em diferentes tratamentos, sendo TC; — densidade celular inicial 4,60.10* células
mL™, meio Chu; TC, — densidade celular inicial 6,48.10" cdulas mL™, meio Chu; TCG; -
densidade celular inicial 7,20.10% células mL™, meio Chu + 0,5 g L™ de glicose, e TCG, —
densidade celular inicial 7,82.10" células mL™, meio Chu + 0,5 g L™ de glicose, também néo
observou diferenca significativa entre os tratamentos, tendo estes uma producéo de lipidios de
9,75%; 6,16%; 9,48%, e 9,67%, respectivamente, em volumes de 20 mL de meio e 10 dias de
cultivo.

No tratamento 3, constituido por agua residuéria bruta de cervejaria associada com
Pseudonocardia nitrificans, a microalga Scenedesmus subspicatus apresentou uma
produtividade de biomassa de 0,4023 g L™ semana®, com um teor de lipidios de 22,81%,
podendo produzir 209.196 kg de biomassa ha' ano, ou 47.717,61 kg de lipidios ha' ano™.



5 CONCLUSOES

A &gua residuaria de cervegaria foi caracterizada conforme metodologia proposta,
apresentado concentragdes de nutrientes capazes de substituir meios artificiais para cultivo da
microalga Scenedesmus subspicatus, com vantagens econdmicas, pois ndo apresentam custos,
e vantagens ambientais, pois além de produzirem biomassa as microalgas removem nutrientes
da aguaresiduéria, os quais poderiam provocar um impacto ambiental no corpo receptor.

A melhor concentrac@o da agua residuaria de cervegaria para o cultivo da microalga
Scenedesmus  subspicatus foi de 100%, associado a maior concentracdo também do
microrganismo nitrificante, no caso a Pseudonocardia nitrificans, apresentando a maior
velocidade especifica de crescimento, demonstrando a possibilidade do uso desta microalga
associada com este microrganismo como alternativa ao tratamento de aguas residuérias de
cervearia, substituindo unidades tradicionais, com a vantagem de produzir biomassa.

A microalga Scenedesmus subspicatus apresentou uma produtividade de biomassa de
0,4023 g L™ semana® no tratamento 3, constituido de 100% &gua residuéria de cervejaria
associada com Pseudonocardia nitrificans, com um teor de lipidios de 22,81%, podendo
produzir 209.196 kg de biomassa ha' ano™, ou 47.717,61 kg de lipidios ha’ ano™.

A partir destes resultados sera requerida a protecdo intelectua, patente, pois esta
tecnologia traz uma solugdo técnica a um problema existente, e apresenta os requisitos de
novidade, atividade inventiva e aplicacdo industrial. Além desta aplicagdo também seréo
desenvolvidos produtos para tratamento de sementes a base de Pseudonocardia nitrificans,
pois esta além de oxidar as formas nitrogenadas, melhorando suas relagdes e disponibilidade
para as plantas, também apresenta efeito fitossanitario. E produtos para uso associados com
adubos organicos ou organominerais, 0s quais auxiliam na degradacéo da matéria organica e
oxidagdo das formas nitrogenadas, melhorando suas relacbes e disponibilidade para as

plantas, também podendo apresentar efeito fitossanitario.
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