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RESUMO

A produgdo de biodiesel utilizando biomassa de microalgas pode ser
considerada uma alternativa promissora para o setor energético, visto que estes
microrganismos possuem elevada produtividade e teor de lipideos. Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi estudar o desenvolvimento de microalgas Chlorella sp. em
manipueira enriquecida com bicarbonato de sédio. Inicialmente foi realizado um cultivo
preliminar para avaliar o desenvolvimento de diferentes cepas (BMAKO7 e PPEQ — 02)
sob os métodos de nutricdo mixotréfico e heterotréfico. Apds a comparacéo, foi
encontrada a melhor condi¢céo de cultivo, no qual foi realizado um delineamento DCCR
com diferentes concentracbes de manipueira e diferentes suplementacbes com
bicarbonato de s6dio como variaveis independentes. A condicdo com melhor resultado
no cultivo preliminar foi obtida com a cepa PPEQ-02 sob o método de nutricdo
mixotréfico e resultou em 643 + 28,1 mg.L* de biomassa e 13,43 + 1,0 % de lipideos.
Os melhores resultados para a produtividade maxima de biomassa (820 mg.L™?) e teor
de lipideos (59%) encontradas nos cultivos foi alcancada no ensaio doze (12) com
concentracdo de manipueira de 17% (v/v) e suplementagéo de bicarbonato de sédio
de 15 g.L. Os resultados obtidos demonstram que o meio alternativo tem potencial

de utilizac&o para o cultivo de microalgas do género.

Palavras-chave: biocombustiveis, microalgas, lipideos, PPEQ — 02, produtividade.



BIOMASS PRODUCTION BY MICROALGAS IN ALTERNATIVE MEDIUM OF
MANIPUEIRA ENRICHED WHIT SODIUM BICARBONATE

AUTHOR: GUILHERME HENRIQUE PORFIRIO SANTOS
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ABSTRACT

Biodiesel production using microalgal biomass can be considered an alternative
for the energy sector, since these microorganisms have high productivity and high lipid
content. Thus, the objective of this work was to study the development of microalgae
Chlorella sp. in alternative medium containing of manipueira enriched whit sodium
bicarbonate. Initially a preliminary cultivation was performed to evaluate the
development of different strains (BMAKO7 and PPEQ — 02) under the mixotrophic and
heterotrophic nutrition methods. After comparison, was found the best condition to
follow for cultivation, where a DCCR design was carried out with different
concentrations of manipueira and different sodium bicarbonate supplements as
independent variables. The condition with the best result in the preliminary cultivation
was obtained with the strain PPEQ — 02 under the mixotrophic nutrition method and
resulted in 643 £ 28.1 mg.L-1 of biomass and 13.43 + 1.0% of lipids. In cultivation, the
best results for the maximum vyield of biomass (820 mg.L-1) and lipid content (59%)
were achieved in the test twelve (12) with a concentration of 17% (v/v) and
supplementation of 15 g.L* sodium bicarbonate. The results show that the alternative

medium has potential of use for the cultivation of microalgae of the genus.

Keywords: biofuels, microalgae, lipids, PPEQ — 02, productivity.



1. INTRODUCAO

O setor automotivo possui varios problemas devido a matriz energética atual
ser sustentada principalmente por combustiveis fosseis. Por isto, a utilizacdo de
combustiveis renovaveis esta cada vez mais disseminada, visto que estas fontes se
apresentam como uma 6tima alternativa para transpor ndo somente 0s problemas
futuros relacionados a escassez de fontes energéticas, mas também possuem alto
potencial para mitigar os problemas ambientais relacionados as emissdes

atmosféricas de compostos poluentes pela combustdo de derivados do petréleo.

7

O biodiesel é considerado uma fonte promissora entre o0os combustiveis
renovaveis automotivos, visto que possui as caracteristicas necessarias para substituir
o diesel de petroleo, além de ser biodegradavel e ter uma exaustao mais limpa devido
a sua composicado. A producdo de biodiesel também se destaca pelas diversas
matérias-primas utilizaveis, incluindo O6leos vegetais, gorduras animais e O0leos
reutilizaveis. Dentre as matérias-primas de 0leos vegetais, as microalgas possuem um
potencial promissor para o futuro da producdo de biodiesel devido ao alto teor de

lipideos encontrados em sua biomassa e principalmente pela alta produtividade.

Os cultivos de microalgas possuem varios beneficios quando comparados a
outros cultivos vegetais. Este modelo de producéo se destaca principalmente pela sua
alta produtividade que supera qualquer outra cultura vegetal produzida no mundo, pois
seus rendimentos em biomassa seca e lipideos apos a colheita sdo superiores as

outras culturas oleaginosas tradicionais.

Mesmo com os beneficios encontrados no cultivo de microalgas ainda existem
gargalos relacionados a producdo em larga escala, onde um dos principais entraves é
0 custo elevado dos compostos quimicos necessarios para a constituicdo de meios de
cultivos padréo, que por sua vez encarecem toda a cadeia produtiva das microalgas.
Este custo por muitas vezes inviabiliza a producdo de microalgas para utilizagao
comercial e desta forma, torna-se imprescindivel a busca por alternativas capazes de
contornar este problema e criar um cenario promissor para a producao rentavel de

microalgas.



Uma alternativa promissora para contornar esse problema é a utilizacdo de
meios de cultivo alternativos, capazes de suprir a necessidade nutricional das
microalgas e minimizar os custos relacionados a constituicdo dos meios de cultivo.
Entre estes meios de cultivo alternativos, se destacam os estudos que utilizam
residuos industriais como fonte de nutrientes para as microalgas, ndo somente por

apresentarem varios beneficios econdmicos, mas também ambientais.

Os beneficios trazidos pela utilizacdo de residuos industriais se destacam pela
diminuicdo dos custos com compostos quimicos dos meios de cultura, além da
assimilagcdo de compostos com potencial poluidor pela biomassa das microalgas, de
forma a reciclar e reintroduzi-los como coprodutos em outra cadeia produtiva para

gerar um cenario de producao sustentavel.

Durante o processo de industrializagdo da mandioca com a finalidade de
producéo de fécula é gerado um residuo liquido com elevada carga organica e outros
compostos com capacidade poluente, que pode ser considerado uma alternativa para
o0 cultivo de microalgas. Este residuo liquido é conhecido popularmente como

manipueira.

A utilizacdo do bicarbonato de sbédio nos meios de cultivos alternativos
encontra-se como uma ferramenta para contornar outros problemas relacionados a
composicdo do meio e a producdo de microalgas. O bicarbonato de sodio pode ser
considerado uma alternativa viavel para o enriquecimento dos meios de cultivo, uma
vez que ele serve como fonte auxiliar de carbono para as microalgas, estabilizador de
pH e como um sal capaz de aumentar a alcalinidade do meio, de forma a melhorar o
crescimento da cultura e também agem como um importante antimicrobiano,

diminuindo a capacidade do crescimento de microrganismos competidores no meio.

O estudo buscou realizar o cultivo de microalgas em meios alternativos
compostos por residuos industriais enriquecidos, capazes de suprir a necessidade das
microalgas, visando a producéo de biomassa e principalmente de lipideos capazes de
serem utilizados na producdo de biodiesel. Dentro deste contexto, o objetivo desta
pesquisa foi investigar a producéao de microalgas do género Chlorella sp. em meio de

cultura composto por manipueira enriquecida com bicarbonato de sodio. Este



processo combina as vantagens de producdo de biomassa rica em 6leo que pode ser
utilizada na sintese de bicombustivel, além da reciclagem do efluente industrial,

transformando-o em coproduto de outro processo produtivo.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Estudar o efeito do efluente proveniente de fecularias enriquecido com
bicarbonato de sodio na producdo de biomassa e lipideos em microalga do género

Chlorella sp.

2.2. Objetivos Especificos

e Comparar o potencial de producdo de biomassa de duas cepas distintas,
denominadas PPEQ-02 e BMAKOQ7;

e Conhecer a quantidade de biomassa e lipideos produzida pelas diferentes
cepas sob regime de producéo mixotréfico e heterotrofico;

e Avaliar o desenvolvimento da cepa denominada PPEQ-02, sob condi¢cdo de
cultivo padréao enriquecido com bicarbonato de sodio;

e Estabelecer um modelo matematico da producdo de PPEQ-02, com variacao
dos fatores concentracdo de manipueira (%wv) € bicarbonato de sédio (g.L™?);

e Analisar o perfil dos ésteres presentes nos melhores resultados obtidos no

modelo matematico;



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. MANDIOCA, FECULA E MANIPUEIRA

A mandioca € uma planta originaria da regido centro e sul-americana. Sua
utilizac&o e cultivo remete a antiguidade, pois 0s nativos utilizavam estas raizes no
preparo de vérias receitas destinadas a alimentacdo (EMBRAPA, 2006). Segundo
Conceicdo (1987), durante a colonizacdo, os indios brasileiros apresentaram aos
imigrantes seus produtos alimentares e suas bebidas obtidas a partir da mandioca,
demonstrando o potencial desta cultura nativa para a subsisténcia dos primeiros

exploradores do pais.

O termo mandioca compreende todas as subespécies da espécie Manihot
Esculenta Crantz (Embrapa, 2006). O tubérculo caracteriza-se pela facil propagacao,
desenvolvimento em solos pouco férteis e sua toleradncia as condi¢des climaticas
diversas e sao muito cultivadas por produtores familiares e sociedades em
desenvolvimento (LEONEL, OLIVEIRA & FILHO, 2005; PINTO, 2008). Devido as suas
caracteristicas, esta planta € uma das culturas mais difundidas, com grande aplicacéo

nos setores da agroindustria, industria téxtil, farmacéutica, quimica, entre outras.

Sua aplicabilidade é destacada na area da industria alimenticia, pois o setor
utiliza a mandioca na obtencdo de varios tipos de produtos, como por exemplo na
producdo de farinha, amidos modificados, fécula, polvilho doce e azedo (CEPEA,
2018; CEREDA, 2001). O cultivo da mandioca nos ultimos tempos, esta sendo mais
explorado, principalmente pelo desenvolvimento de novas tecnologias que aumentam

gradativamente a produtividade da planta.

A producdo de mandioca aproxima-se de 270 milhdes de toneladas de raiz no
mundo, esta produtividade confere a cultura um aspecto muito importante para o
desenvolvimento mundial, seja pela geracdo de empregos, geracdo de renda e
principalmente na seguridade alimentar das populagbes (SEAB, 2017; EMBRAPA,
2006). O Brasil classifica-se como o quarto maior produtor mundial de mandioca

atualmente, sendo ultrapassado somente pela Nigéria, Tailandia e Indonésia neste



ranking, expondo a importancia desta planta também no cenario nacional (SEAB,
2017).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (2018), a area
utilizada para plantio de mandioca no Brasil gira em torno de 2,27 milhdes de hectares
por ano, com um rendimento médio de 14,5 toneladas por hectare plantado. Além
disso, a producao de raizes frescas alcancou uma média anual de 25,7 milhdes de

toneladas colhidas entre os anos de 2006 e 2018.

Aproximadamente 11% da producdo brasileira de mandioca destina-se as
fecularias nacionais, onde é realizado o processamento da mandioca com a finalidade
de se obter a fécula (CEPEA, 2016). A fécula é um produto conhecido também como
polvilho, goma ou amido de mandioca, € insolivel em agua fria e apresenta
gelatinizacdo quando aquecida em agua. Os termos técnicos aplicados caracterizam
0 amido como o produto processado a partir da parte aérea da planta, ja a fécula é
retirada da parte inferior, ou seja, das raizes, bulbos e tubérculos (MATSUURA;
FOLEGATTI; SARMENTO, 2003).

As caracteristicas apresentadas fazem com que a fécula possa ser utilizada na
fabricagdo de uma infinidade de produtos em diversos setores, como por exemplo,
sagu, polvilho, tapioca, xarope de glicose, sopas, pudins, fermento em po, fésforos,
comprimidos, embalagens biodegradaveis, cremes dentais, etc. (CEREDA, 2001;
MATSUURA; FOLEGATTI; SARMENTO, 2003).

As fecularias nacionais processaram uma média anual de aproximadamente
2.264,4 + 205,8 mil toneladas de mandioca, como pode ser observado no grafico
apresentado na Figura 3.1 (CEPEA, 2016). Porém, a capacidade de processamento
ultrapassa as 5.360 mil toneladas por ano, desta forma, o potencial brasileiro de
producdo de fécula ndo se encontra, ainda, totalmente explorado. Esta capacidade
esta concentrada nos estados da Bahia (1%), Santa Catarina (2%), S&o Paulo (9%),
Mato Grosso do Sul (21%) e principalmente no Parana (67%), que se encontra na

vanguarda dos estados produtores de fécula.
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Figura 3.1: Produc¢éo Nacional de Fécula. Fonte: CEPEA (2016)

O processamento da mandioca em fecularias acontece através de varias
operacdes unitarias que podem ser observados na Figura 3.2. Todas as operacoes

basicas do processo de producado da fécula estdo descritas neste fluxograma.
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> ([ Manipuira

T

Figura 3.2 — Fluxograma basico de producéo da fécula. Fonte: Santos (2019).



As operacdes do fluxograma estdo descritas a seguir, para uma melhor

descricdo mais elucidada:

- Recepcdo e Pesagem: Fase onde é mensurada a quantidade de mandioca
inserida no processo através da pesagem em balanca de caminhdes. Também séo
realizadas andlises para a classificacdo da mandioca, quantificagdo da umidade e grau

de impureza da carga.

- Higienizag&o: As raizes de mandioca sdo destinadas aos tanques de lavagem
através de rosca rotativa e esguichadas com jatos de agua, onde séo retirados
resquicios de terra ou outras impurezas presentes na superficie das cascas do
tubérculo. Nesta fase do processo € gerada uma grande quantidade de residuo liquido

gue € encaminhado as lagoas junto a manipueira.

- Descascamento: ApGs o processo de higieniza¢do, a mandioca é transportada
para um segundo tanque afunilado, dotado de uma rosca rotativa na parte inferior.
Esta rosca faz com que as raizes sejam descascadas através do efeito gerado pelo

atrito entre as raizes com as paredes do tanque, a rosca e propriamente entre si.

- Trituracdo: Nesta fase, as mandiocas ja limpas e descascadas séo levadas a
outra rosca rotativa para a trituracdo da massa. Isto ocorre simultaneamente com a
injecdo de agua no sistema. Esta fase tem a funcédo de padronizar o tamanho das
particulas da matéria prima e também aumentar a suscetibilidade do amido presente
na massa a ser extraido na proxima fase. Durante a trituragdo, a massa triturada segue

para a proxima etapa e parte do liquido é descartado.

- Desintegracdo e Extracdo da Fécula: Esta operacdo ocorre através da
fragmentacdo da massa umida através da acdo de um cilindro rotativo de alta
velocidade dotado de laminas dentadas. O resultado deste procedimento gera uma
pasta composta por agua e fécula, que sédo separadas da fibra através da extracdo em
peneiras rotativas (GLS). A fibra proveniente do processo é descartada do processo

na forma de residuo sdélido.

- Concentracdo: A pasta obtida durante a extracdo € transportada ao

equipamento para extracdo de agua, este procedimento € realizado através de filtros



rotativos a vacuo ou centrifugas. O processo de concentracdo reduz a umidade
significativamente e possibilita a realizacdo da préxima operacao de forma otimizada.
A agua extraida durante esta fase também é descartada como efluente liquido.

- Desidratacdo: A fécula obtida apds a concentracdo € depositada em um
desidratador centrifugo ou um filtro a vacuo com a finalidade de diminuir a humidade
remanescente, e assim diminuir a utilizacdo de energia necessaria para a secagem

final do produto.

- Secagem: Esta etapa do processo € realizada através de jatos de ar quente
gue sdo enviados sob regime de contracorrente ao fluxo do amido, com a finalidade
de diminuir ao maximo os niveis de humidade, diminuindo assim a perecibilidade e
possibilidade de contaminacéo do produto final. A partir disso, o produto segue para

0 empacotamento.

O residuo liquido retirado do processo durante as etapas de trituracdo e
concentragcdo apresenta aspecto leitoso e coloracdo clara (Figura 3.3). Este liquido &
conhecido como manipueira, termo que remete a linguagem tupi-guarani e significa “o
que brota da mandioca” (CEREDA, 2001). A manipueira tem caracterizacao fisico-
guimica variada, a depender das operac¢fes realizadas durante o processamento e

das origens botanicas da mandioca.

Figura 3.3: Manipueira, residuo liquido do processamento da fécula. Fonte: Santos (2019).



A manipueira obtida através do processo de extracdo da fécula também é
produzida durante a producédo de farinha. As fecularias produzem um liquido mais
diluido e desta forma, apresenta maior volume em relagédo ao residuo originado em
farinheiras, porém com cargas organicas mais baixas. S8o gerados aproximadamente
600 litros de efluente por tonelada de mandioca processada (MATOS, 2011), com
umidade proxima a 95% (CEREDA, 2001). Ja em farinheiras sdo gerados
aproximadamente 300 litros por tonelada (MATOS, 2011; NITSCHKE; PASTORE,
2003).

O descarte inadequado da manipueira gera problemas ambientais devido as
suas elevadas quantidades de poluentes, principalmente a carga organica em forma
de carboidratos simples ou complexos e varios tipos de nutrientes presentes no meio,
além do cianeto gerado devido a linamarina e lataustralin presentes nas raizes da
mandioca (MAROSTICA JR.; PASTORE, 2006; NITSCHKE; PASTORE, 2005).

Varios impactos sédo causados pelos componentes presentes no meio liquido,
como por exemplo: os nutrientes nitrogénio e fésforo sdo essenciais para o0
crescimento de algas, porém, em concentracdes elevadas aumentam
demasiadamente os niveis destes organismos e geram o impacto conhecido como
eutrofizacdo (SPERLING et al., 2009); a intoxicacdo de animais e humanos pela
ingestao de cianeto ou inalacdo de &acido cianidrico, pois estes elementos tém elevada
afinidade com ferro existente no sangue e ao entrarem em contato com a hemoglobina,
formam a cianohemoglobina podendo ocasionar a morte do individuo em poucos
minutos (AMORIM et al., 2006); o lancamento da manipueira em corpos hidricos
provoca a reducdo dos niveis de oxigénio dissolvido na agua onde for lancada,
causando decrescimento da qualidade da agua e colocam a fauna aquatica em risco
de vida (MATOS, 2011); a percolacdo da manipueira em solos pode acarretar na
formacdo de nitratos nas 4guas subterrdneas, que prejudicam a saude publica das

sociedades abastecidas por essas fontes (SPERLING et al., 2009).

Varios outros residuos solidos e liquidos sdo gerados na cadeia produtiva da

fécula, porém a vasta aplicabilidade desses residuos torna-os subprodutos com alto
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valor agregado (PINTO, 2008). Os subprodutos sélidos sdo geralmente aproveitados

na agricultura e na alimentacédo animal (CEREDA, 2001).

Mesmo com a variacdo fisico-quimica da manipueira, sua carga organica
aproximada é de 13.500 mg.L! (RIBAS, 2003), mas a quantidade de carbono pode
aumentar e diminuir conforme os processos utilizados na extracdo da fécula, pelas
espécies e idade das raizes utilizadas. Da mesma forma que a carga organica, 0s
niveis de nutrientes variam representativamente, mas a manipueira sempre apresenta
elevados niveis de nitrogénio, fésforo, potassio, calcio, sais minerais, entre outros
compostos com elevado potencial de aplicacdo em diversas areas (CEREDA, 2001;
LEONEL; CEREDA, 1995; NITSCHKE; PASTORE, 2003). A Tabela 3.1, mostra

algumas caracteristicas da quantificacdo da manipueira apresentada na literatura.

Tabela 3.1: Caracterizacdo da manipueira segundo varios autores.

Parametro Pinto Nitschke Damasceno Borghetti Leonel e
(2008) (2005) (2003) (2009)  Cereda (1995)
pH 6,63 5,9 5,5 4.4 6,27
DQO g (02.LY) 14,3 55,82 60,0 6,18 -
Nitrogénio total - 354 5 2500,0 1600,0 154,15 1421,0
(ppm)

Fésforo (ppm) 42,0 2259 83,3 19,26 293,0
Potassio (ppm)  1268,0  2665,1 895,0 1463,4 2650,0

Célcio (ppm) - 2925 184,0 - 220,0
HCN total (ppm) 12,6 - - 61,91 459,86

Fonte: Adaptado por Guilherme (2019).

Segundo (CEREDA, 2001), a manipueira € um recurso ndo-esgotado e sua
utilizacdo em nutricdo do solo e plantas é promissora, desde que seja realizada de
forma adequada. Varios estudos estao relacionados com a influéncia da utilizacdo de

manipueira como fonte de nutrientes em varias culturas.
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Dentro do processo de construcdo de uma cadeia sustentavel para a
manipueira produzida em fecularias, a utilizacdo na producéo de microalgas pode ser
considerada uma alternativa promissora, pois é evidenciado o potencial das
microalgas no tratamento de aguas residuais, biofixacdo de carbono e compostos
poluentes, além disto, geram biomassa microalgal comerciavel, agregando ainda mais
valor a este subproduto devido a possibilidade de retorno econdmico no processo
(BORGHETTI, 2009; CHISTI, 2007).

3.2. MICROALGAS

Os fésseis das primeiras microalgas descobertas em rochas estdo avaliados
em 3,4 bilhdes de anos atras, mostrando que elas se encontram entre 0s primeiros
seres vivos existentes na Terra, desta forma, sdo consideradas precedentes a todos
0S outros organismos vegetais presentes no planeta (RAVEN; EVERT; EICHHORN,
1996). Conforme Li et al. (2008) e Lourenco (2006), as microalgas sao seres
microscopicos, procariontes ou eucariontes capazes de realizar a¢do fotossintética e
alcancar altas taxas de crescimento devido as suas estruturas simples. Porém,
atualmente essa definicdo abrange mais do que somente 0s organismos autotroficos,
pois algumas microalgas apresentam crescimento heterotréfico, realizado através da
utilizacdo de fontes de carbono organico para suprir a necessidade de energia (LI et
al., 2008; LOURENCO, 2006).

Elas podem ser encontradas nos mais diversos ambientes, como aguas doces,
salgadas, salobras e ainda, sobre diversos ecossistemas terrestres, pois alcancam
uma grande aceitacdo a variacdo de condicdes ambientais. Se encontram tanto na
forma livre, como também sob associa¢do simbidtica com uma variedade de outros
microrganismos (ANDRADE; COLOZZI FILHO, 2014a; RICHMOND, 2004). Elas sao
consideradas os organismos responsaveis pela producao do diéxido (O2) presente na
atmosfera primitiva, pois desempenham um importante papel na composicdo dos
gases atmosféricos na atualidade e principalmente regular o fluxo de energia da terra
(RAVEN; EVERT; EICHHORN, 1996).
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Segundo (LOURENCO, 2006), os estudos relacionados a fisiologia e
microbiologia desses organismos € realizado a mais de 140 anos. Isto possibilitou uma
vasta gama de conhecimento relacionados a estes microrganismos, onde estima-se
gue atualmente séo reconhecidas aproximadamente 30.000 espécies diferentes de
microalgas. Porém, estimativas apontam que existam mais de 50.000 espécies no
planeta (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010; RICHMOND, 2004).

Devido a quantidade excepcional de espécies de microalgas e as
caracteristicas peculiares de cada uma, fica evidenciada que a necessidade de

estudos relacionados a este tema ainda € muito extensa.

As microalgas podem ser divididas em seres com estrutura celular procarionte,
representada por duas divisdes (Cyanophyta e Prochlorophyta). Também podem ter
estrutura celular eucarionte, onde existem outras 9 divisbes (Chlorophyta,
Euglenophyta, Rhodophyta, etc.). A partir desta divisdo, sera realizada uma descri¢éo
geral somente do género Chlorella sp. (Figura 3.4), pois este € alvo dos estudos

realizados nesta dissertacao.

Figura 3.4: Microalgas Chlorella sp. observadas em lente objetiva 40x. Fonte: Borghetti (2009).

A classificacdo das microalgas leva em conta as caracteristicas morfolégicas,
estrutura celular, composi¢céo bioguimica, cloroplastos, ultraestrutura celular, ciclo de
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vida e genomas (ANDERSEN, 2005). Segundo Andrade e Colozzi Filho (2014a),
podemos classificar Chlorella sp. como pertencendo a divisdo Chlorophyta, seguindo
para classe Trebouxiophyceae, ordem Chlorellales, familia Chlorellaceae, género
Chilorella.

O género Chlorella sp. apresenta caracteristicas estruturais e morfolégicas
distintas, com formato esférico e seu tamanho varia entre 2 e 10 um, também séo
unicelulares e nédo flagelados. Sua reproducdo acontece de forma assexuada por
autosporos, que sdo esporos que dao origem a segunda geracdo de células
praticamente idénticas as primeiras (ANDRADE; COLOZZI FILHO, 2014a).

3.3. PRODUCAO DE MICROALGAS

3.3.1. HISTORICO

O primeiro relato de estudos relacionados a produgcao de microalgas pode ser
atribuido a Cohn (1850), gue manteve espécimes da microalga Haematococcus vivas
em laboratério. Porém, varios autores consideram que o estudo propriamente dito de
microalgas teve inicio entre 1870 e 1880, quando os primeiros cultivos isolados e com
meio de cultura proprio foram desenvolvidos por Famintzin (1871). De forma correlata,
pode-se considerar que ambos 0s pesquisadores estiveram na vanguarda da busca
pelo conhecimento relacionado as microalgas (ANDERSEN, 2005; LOURENCO,
2006).

Durante as trés décadas consequentes ao estudo realizado por Famintzin,
varios pesquisadores buscaram as condi¢cdes ideais de nutricdo e reproducdo de
microalgas em laboratério, trazendo um avanco nos campos da fisiologia desses
microrganismos. Nesta época foram estabelecidos por Molisch (1895, 1896) e Beneke
(1898) as primeiras solu¢des-estoque, contidas por elementos inorganicos essenciais
para a sobrevivéncia de diferentes espécies e Klebs (1896) realizou os primeiros
cultivos unialgaceos (LOURENCO, 2006).

O cultivo de microalgas abrangeu somente o carater biolégico até meados da

década de 1940, quando as primeiras pesquisas relacionadas a producdo e sua
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aplicabilidade foram iniciadas. Foi dada alta relevancia nessa época a utilizacao de
biomassa para a alimentacdo animal e humana, como apresentado por Spoher e
Milner (1947, 1949) citados por Lourenco (2006). Nessa época, também foram

realizados estudos promissores sobre cultivos em larga escala.

Durante o decorrer de todos os anos seguintes, foram realizadas varias
pesquisas relacionadas a diferentes formas de cultivo de microalgas. Este conteudo
continua sendo foco de varias pesquisas até a atualidade, principalmente pela sua

aplicabilidade atual e relativo potencial no futuro.

3.3.2. CONDICOES DE CULTIVO

No decorrer das décadas de 1960 e 1970 vérios estudos relacionados ao
crescimento de microalgas sob diferentes condi¢coes foram realizados, mostrando a
existéncia das variaveis que interferem no crescimento celular. Elucidar de forma mais
correlata as varias variaveis que interferem no cultivo de microalgas auxilia no
conhecimento relacionado ao tema. Para isso, este capitulo mostrara de forma sucinta

as diferentes condi¢des de cultivo que interferem no crescimento das microalgas.

3.3.2.1. Método De Nutricéo

A grande diversidade de microalgas relacionadas aos tipos de nutricdo
existentes acarreta uma grande versatilidade metabdlica celular. A forma do
metabolismo celular pode ocorrer pela variagcdo das condicbes ambientais e pela
caracteristica de cada espécie. De acordo com estudos apresentados por Andrade e
Colozzi Filho (2014a), Mata, Martins e Caetano (2010), o metabolismo destes
microrganismos pode ser autotréfico, heterotréfico, mixotrofico e fotoheterotrofico,

como demonstrado na Figura 3.5.

Os organismos autotroficos utilizam elementos inorganicos para obtencao de
energia, principalmente dioxido de carbono (CO2), convertidos em elementos
essenciais para a sobrevivéncia das células através do processo de fotossintese, que

ocorre na presenca de luz.
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As microalgas que utilizam como fonte de energia 0os compostos organicos
obtidos externamente, podem ser classificados como heterotréficas. Essas espécies
sdo marcadas por poderem ser cultivadas somente em substrato organico, sem

necessidade restrita a energia luminosa para sua sobrevivéncia.

O metabolismo mixotréfico ocorre quando a nutricdo dos organismos pode
ocorrer tanto via fotossintese, como também através da assimilacdo de matéria
organica, variando conforme as necessidades da microalga e com as condicdes
ambientais existentes. Neste caso, a microlaga pode utilizar diéxido de carbono e os
compostos organicos como fonte de carbono. Ja os organismos fotoheterotréficos
necessitam estritamente da presenca de luz para que consigam assimilar as fontes de

carbono existentes nos meios de cultivo (RICHMOND, 2004).

Heterotrdfico

Autotrofico

Mixotrofico

Fotoheterotrofico

Fotoautotrofico ..

"
l Auxotrdfico

Fotoautotrafico obrigatério

Figura 3.5: Fluxograma da variagdo metabdlica das microalgas. Fonte: Adaptado de Richmond
(2004).

Determinadas espécies de microalgas possuem a capacidade de adaptacéo do
metabolismo, da sua composicdo bioquimica e também sua morfologia devido a
variacédo das condi¢cdes ambientais (LEONARDI; POPOVIICH; DAMIANI, 2011). Por
isso, é necessario considerar o método de nutricdo correto e os varios aspectos da

espécie utilizada para que os objetivos principais das pesquisas sejam alcancados.
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3.3.2.2. Meio De Cultura

O meio de cultura empregado também apresenta alta relevancia sobre o
desenvolvimento das microalgas, afetando principalmente a taxa de crescimento e a
composicdo quimica da biomassa produzida. Pode ser dividido em meios de cultura:
guimicamente definidos, preparados a partir da adicdo de dosagens perfeitamente
controladas de nutrientes em agua com elevada pureza; semi-definidos, onde uma
dosagem conhecida de determinados componentes € adicionada a um meio ndo
totalmente controlado, como por exemplo 4gua do mar; e indefinidos, onde sao
adicionados uma quantidade desconhecida de nutrientes a um meio de cultura nao

controlado (LOURENCO, 2006).

Os meios de cultura definidos normalmente sédo constituidos de reagentes
guimicos comerciais. Esta composicao limita o processo devido aos altos custos de
producdo (ANDRADE; COLOZZI FILHO, 2014a). A substituicdo dos meios definidos
por meios alternativos apresenta-se como uma forma eficaz de minimizar os custos, e
ainda, procurar estabelecer um substrato eficiente ao cultivo de microalgas
(MOREIRA, 2007).

Os meios indefinidos apresentam baixo custo quando comparados aos meios
totalmente definidos, mas a falta de composi¢ao quimica estavel acarreta problemas
para a conducdo do cultivo, além de que, estudos relacionados a nutricdo de
microalgas € dificultosa (LOURENCO, 2006). Desta forma, os meios semi-definidos

podem se apresentar como uma alternativa atrativa para a reproducéo de microalgas.

Os meios de cultura semi-definidos apresentam custos relativamente baixos,
viabilizando o uso em atividades variadas, como a manutencdo de estoques de
cultivos em laboratorio, a realizacéo de pesquisas e a producéo de biomassa algacea

com finalidade comercial.

Os meios de cultura podem ainda receber ou ndo concentragdes adicionais de
nutrientes com o intuito de melhorar as condi¢cfes de crescimento das microalgas. Os
cultivos onde séo adicionados nutrientes sdo conhecidos como enriquecidos, ja onde
nao ha adicdo dos mesmos, sdo os ndo enriquecidos (LOURENCO, 2006). Também

podendo ser chamados de sistemas suplementados ou ndo suplementados.
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3.3.2.3. Sistemas de cultivo

No decorrer dos estudos relacionados as microalgas, foram desenvolvidos
diferentes sistemas de cultivo. Varios biorreatores foram projetados, com estruturas,
formas e arranjos variados, objetivando melhorar o desenvolvimento das microalgas.
Estes biorreatores puderam ser divididos em sistemas abertos, fechados e hibridos
(LOURENCO, 2006; SILVA, 2016).

Os sistemas de cultivo abertos possuem caracteristicas semelhantes aos locais
onde sdo encontradas a maioria das microalgas no meio ambiente, porém sua
estrutura é otimizada para melhorar as condi¢cGes de cultivo. Varios destes sistemas
utilizam suportes para a producdo, como a utilizacdo de pas giratérias e bracgos
giratdrios para a movimentacdo do meio de cultura e aeracdo do meio (Figura 3.6).

Esses tanques abertos sdo os sistemas mais utilizados por possuir baixo custo
de construcdo e operacdo (MORWEISER et al., 2010), principalmente devido aos
materiais utilizados serem acessiveis, como por exemplo, concreto, tijolos ou até
mesmo terra compactada. O sistema ainda pode ser construido em locais degradados
e terras com baixo potencial agricola (ANDERSEN, 2005).

. 5T - 4 4 jis Y [_x\, =gy
Figura 3.6: Ao lado esquerdo, um biorreator do tipo tanque aberto; do lado direito, uma lagoa natural
contendo microalgas. Fonte: Borghetti (2009).

Existem alguns inconvenientes relacionados aos cultivos abertos,
principalmente pelo aumento das chances de contaminacgéo bioldgica, que influencia

negativamente a producdo. A diminuicdo da quantidade de luz decorrente da
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profundidade dos biorreatores abertos também é considerada desfavoravel,
delimitando uma baixa profundidade dos tanques construidos, e consequentemente,
biorreatores com baixos volumes cultivaveis. Essa forma de cultivo apresenta baixas
densidades celulares finais, que aumenta o custo da colheita da biomassa produzida
e evidencia um gargalo na producdo (LOURENCO, 2006; MORWEISER et al., 2010;
PENG et al., 2015).

Os sistemas fechados s&o diferenciados dos anteriores, pois apresentam
capacidade de controle superior devido ao contato minimo do cultivo com fatores
biocliméaticos (HARUN et al., 2010). Este controle operacional é a principal vantagem
apresentada pela utilizacdo de biorreatores fechados, pois eles possibilitam minimizar
possiveis contaminacfes bioldgicas, regulacdo de potencial hidrogenidnico (pH),
temperatura, além da homogeneizacdo uniforme do meio e consequentemente
aumento da produtividade (HARUN et al., 2010; MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).

Os fotobiorreatores (Figura 3.7) se destacam como 0s principais modelos nos
sistemas de cultivos fechado. Apresentam varios pontos positivos como o0s citados
anteriormente e sdo alvo de extensivos estudos na atualidade, na busca por
otimizacao da produtividade e minimizacdo dos custos operacionais para possibilitar
a aplicacdo em larga escala (MORWEISER et al., 2010), porém ainda apresentam
altos custos de implantacdo e operacdo quando comparados aos sistemas abertos
(PENG et al., 2015).

Figura 3.7: Modelos de fotobiorreatores fechados. Fontes: Souza (2012), Locare (2018).
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Os sistemas hibridos combinam os cultivos abertos e fechados, onde
primeiramente € realizado o cultivo nos sistemas fechados, com a finalidade de elevar
a densidade celular e evitar contaminagfes. Apos o cultivo em sistema fechado, as
microalgas sao transferidas para tanques abertos (ANDRADE; COLOZZI FILHO,
2014b). Este modo de cultivo ganhou destaque na atualidade pois minimiza os altos
custos de producao encontrados em cultivos de sistema fechado e a contaminacéao
encontrada nos sistemas abertos, porém apresenta custos de implantacdo mais

elevados quando comparados aos outros dois sistemas (ADESANYA et al., 2014).

3.3.2.4. Forma de operacéao do cultivo

A classificacdo dos métodos de cultivo mostra as diferentes formas de operacao
dos biorreatores, dividida basicamente em cultivos em batelada (estanque), cultivos
semicontinuos e cultivos continuos (ANDERSEN, 2005; RIZWAN et al., 2018).

Os cultivos em batelada sdo demarcados pela adi¢ao inicial do meio de cultura
no biorreator, seguido pela inoculacédo de células no processo de producao. A partir
disto, nenhum outro componente € inserido no sistema até o encerramento do cultivo.
Aportes para amostragem podem ser realizados durante esse processo, porém nao
h& reposicdo do volume removido (LOURENCO, 2006).

Nos cultivos em batelada também ficam evidenciados as cinco fases de
crescimento dos microrganismos (Figura 3.8), independentemente do tempo de
duragéo presente em cada uma delas. Os meios sdo modificados intensamente ao
longo destas fases devido ao crescimento celular, consumo de nutrientes e liberacao
de metabdlitos celulares (LOURENCO, 2006).

No cultivo semicontinuo, a producdo € realizada através da introducdo dos
componentes (meio de cultivo e inéculo) nos biorreatores. Apés um periodo, parcelas
sdo retiradas e renovadas por meio de cultura puro. A fungdo principal desse método
de cultivo é realizar a coleta e reintroduzir nutrientes durante a fase exponencial do
cultivo, com a finalidade de manté-lo com atividade celular alta e consequentemente

aumentar a produtividade. A limitacdo imposta por este método de cultivo é a chance
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de contaminacdo devido ao elevado manejo aplicado ao cultivo (ANDERSEN, 2005;

LOURENCO, 2006).
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Figura 3.8: Fases do crescimento microalgal. Fonte: Adaptado de Rettori e Volpe (2000).

Os cultivos continuos sdo processos permanentemente balanceados com a
entrada de meio de cultura e saida de meio com a biomassa de interesse,
caracterizando assim, um cultivo em estado firme tendendo ao infinito. Este método
de cultivo € mais complexo quando comparado aos outros, devido aos cuidados

constantes necessarios e os custos também se elevam em funcgéo disto (LOURENCO,

2006).

3.3.3. FATORES COM INFLUENCIA NO CRESCIMENTO

O cultivo de microalgas sofre influéncia de varios fatores biolégicos, quimicos e
fisicos envolvidos no desenvolvimento celular. Nos estudos realizados, a busca por
condi¢cdes oOtimas de cultivo com capacidade de potencializar a produtividade s&o
extremamente importantes para alcancar resultados satisfatorios (ANDERSEN, 2005;
ANDRADE; COLOZZI FILHO, 2014b). Além de que, a modificacdo dos fatores do meio
de cultura altera consideravelmente o metabolismo e a morfologia das células de
microalgas (LEONARDI; POPOVIICH; DAMIANI, 2011), modificando também as

caracteristicas bioquimicas da biomassa obtida ao final do cultivo.

Dentre os fatores com capacidade de interferéncia significativa sobre a

producdo de microalgas estdo: temperatura; potencial hidrogeniénico (pH);
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luminosidade; agitacado e aeracao; pureza da cultura e salinidade; (ANDERSEN, 2005;
RIZWAN et al., 2018). Estes fatores serdo discutidos a seguir para demonstrar como

influenciam no processo de produgao.

3.3.3.1. Temperatura

Os microrganismos vivos sdo altamente influenciados pela temperatura,
principalmente devido a interferéncia causada na velocidade das reagdes celulares,
na taxa metabdlica, na composicao celular e na concentracao de biomassa produzida.
A temperatura presente em cultivos deve respeitar a aceitabilidade de cada espécie
de microalga, pois a adaptabilidade de algumas espécies ocorre somente em

determinadas faixas de temperatura.

Usualmente emprega-se uma faixa entre 16°C e 37°C como ideal para o cultivo
de microalgas (ANDRADE; COLOZZI FILHO, 2014a; LOURENCO, 2006). Porém,
estudos relatam espécies tolerantes a altas temperaturas, como € o caso de
determinada cepa de Chlorella sp. capaz de suportar temperaturas de até 42°C
(SAKAI et al., 1995).

Estudos laboratoriais realizados com a finalidade de avaliar o crescimento das
microalgas utilizam o controle da temperatura durante o processo de producao,
buscando possibilitar a replicacdo dos experimentos, principalmente porque a
temperatura afeta na forma com que as células metabolizam os componentes do meio
e na energia de ativacdo das reac6es bioquimicas (BORGHETTI, 2009). Além disso,
a temperatura afeta diretamente o teor de proteinas, carboidratos e lipideos

produzidos pelas microalgas.

3.3.3.2. Potencial hidrogeni6nico (pH)

Esse parametro pode ser considerado muito relevante para o desenvolvimento
das microalgas, pois determina a solubilidade do diéxido de carbono e minerais no

meio de cultura, portanto, tem efeito direto ou indireto sobre o metabolismo das células
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(ANDRADE; COLOZZI FILHO, 2014a). Além disto, Rizwan et al. (2018), afirma que o

pH tem grande influéncia sobre a producao de agentes microbianos no meio.

Em cultivos de microalgas, a variagdo do pH ocorre de acordo com a
composicdo do meio de cultura, presenca de bicarbonatos, temperatura, capacidade
tamponante, niveis de diéxido de carbono dissolvido e atividade metabdlica das
células, entre outros (ANDRADE; COLOZzZI FILHO, 2014a; BORGHETTI, 2009;
TOMAS, 2016).

Cada espécie de microalgas demanda uma diferente faixa de pH para sua
sobrevivéncia, reproducdo e metabolizacdo de nutrientes. Os autores evidenciam uma
ampla faixa de pH utilizada para a producdo do género Chlorella sp., porém valores

neutros e alcalinos sdo aconselhaveis aos cultivos (RAVEN, 1990).

3.3.3.3. Luminosidade

Espécies fotossintetizantes necessitam estritamente de luz para o seu
desenvolvimento, sejam elas fotoautotroficas ou fetoheterotroficas (RICHMOND,
2004). Os niveis de energia luminosa estdo estritamente ligados a quantidade de
carbono fixado pelas células, e repercutem na velocidade de crescimento, na

guantidade de biomassa e no tipo de biomassa produzida no cultivo (DERNER, 2006).

A luminosidade pode ser classificada por dois termos distintos, sendo: o
primeiro conhecido como fotoperiodo, que determina o tempo de exposicao diaria das
culturas microalgais a luz, divididos em ciclos de claro e escuro; o segundo termo esta
relacionado a qualidade e intensidade da luz, ou seja, relaciona-se ao comprimento
da onda espectral aplicada sobre a cultura (RICHMOND, 2004). Estes dois termos tém

alta influéncia direta sobre os cultivos de microalgas.

A regulacdo da luminosidade aplicada ao sistema é fundamental durante todo
0 processo de producdo, para que sejam dispostos niveis e periodos de forma
adequada para o cultivo ocorrer da melhor forma possivel. A variacdo e aplicacéao
inadequada da iluminacao afetam de forma significativa os resultados finais do cultivo,

sejam eles a quantidade de biomassa produzida, como as caracteristicas da biomassa
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produzida (RICHMOND, 2004). Exemplo disso € a fotoinibicdo, causada pelo excesso

de iluminacdo que afeta os fotossistemas das células.

Comumente os fotoperiodos séo fixados em 12 horas de luz: 12 horas de escuro
ou 16 horas de luz:8 horas de escuro de forma a fixar esta variavel e melhorar a
manutenc¢ao dos cultivos, auxiliando na reproducdo em outros estudos (ANDRADE;
COLOZZI FILHO, 2014a). Segundo (LOURENCO, 2006), a exposicao a fotoperiodos
com maiores horas de luz estimulam maior producdo de biomassa em cultivos.
Cultivos heterotréficos por outro lado utilizam ciclos completamente escuros para a
producao de microalgas (RICHMOND, 2004).

3.3.3.4. Aeracdao e agitacao

A agitacdo é um fator muito importante para a distribuicdo homogénea dos
nutrientes, para evitar a sedimentacdo das células, evitar a estratificagdo térmica e
também a deposicdo de matéria organica no fundo do biorreator (BORGHETT]I, 2009;
RICHMOND, 2004).

A aeracdo é de extrema importancia para a respiracdo das microalgas,
principalmente pela necessidade de dioxido de carbono inorgénico (CO2) que as
plantas apresentam para seu desenvolvimento (RICHMOND, 2004). A adicao do meio
com CO2 durante a aeracdo € alvo de varias pesquisas desenvolvidas na atualidade.
Esta pratica aumenta substancialmente a densidade celular alcangada nos cultivos (LI
et al., 2018; NAYAK et al., 2018).

Nos estudos realizados em laboratérios, o cultivo geralmente recebe agitacédo
e aeracdo de maneira simultanea através da injecdo de ar por mangueiras acopladas
a bombas externas (ANDRADE; COLOZZI FILHO, 2014a). Esses fatores devem ser
sempre controlados, pois altos niveis podem causar efeitos adversos ao cultivo devido
ao cisalhamento causado pela alta agitagdo de agua e a colisdo com outras
microalgas. Isto pode acarretar no desmembramento das células e consequentemente
morte (LOURENCO, 2006; RICHMOND, 2004).
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A relacdo baixa destes fatores atrelado a acdo gravitacional podem causar a
deposicéao celular no fundo dos biorreatores, dificultando o acesso das microalgas aos

nutrientes e diminuindo as taxas de reproducdo (RICHMOND, 2004).

3.3.3.5. Pureza da Cultura

O grau de pureza envolve a possibilidade de existéncia de diferentes
microalgas ou microrganismos (bactérias e fungos) no cultivo. Duas categorias
distintas séo levantadas quando relaciona-se a pureza com a quantidade de espécies
de microalgas na producdo de microalgas: monoalgaceos, onde ha presenca de
somente uma populacao de microalga no cultivo; e o misto, quando existem duas ou

mais espécies cultivadas no meio (LOURENCO, 2006).

Cultivos monoalgaceos sdo mais comumente utilizados nas pesquisas, pois
proporcionam maior capacidade de controle dos resultados. Porém estudos buscando
avaliar a competicdo de recursos entre duas espécies sao desenvolvidos em cultivos
mistos (LOURENCO, 2006).

A presencga de outros agentes microbianos ou a inexisténcia dos mesmos s&o
designadas por dois termos, cultivos axénicos e nao-axénicos (ou xénicos), onde 0s
cultivos axénicos séo caracterizados por serem constituidos somente pelas microalgas
de interesse, sem a presenca de outros microrganismos como bactérias e fungos. Os
cultivos ndo-axénicos possuem outros microrganismos em convivio com a microalga.
Isto ndo necessariamente apresenta um obstaculo na producédo, desde que 0s outros
microrganismos apresentem baixas densidades celulares quando comparados as
microalgas de forma a nado disputar pelos nutrientes presentes no meio (LOURENCO,
2006; RICHMOND, 2004; TU et al., 2018).

3.3.3.6. Salinidade

O efeito da salinidade sobre as microalgas esta ligado principalmente aos
mecanismos bioquimicos do desenvolvimento e crescimento celular. Varias espécies

séo capazes de sobreviver em meios salinos ou salobros. As microalgas adaptaveis
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aos meios salinos sdo conhecidas como halotolerantes, j& as microalgas halofilicas
Sao0 as espécies que necessitam estritamente de sal para seu desenvolvimento 6timo
(RAO et al., 2007; VENKATA MOHAN; DEVI, 2014).

Altas salinidades levam muitas microalgas ao estresse celular, e assim, alteram
seu metabolismo para se adaptar ao meio ambiente (KAN et al., 2012). Estes
microrganismos sao alterados através da variacdo do conteudo lipidico celular
(KALITA et al., 2011), dos carotenoides (SHARIATI; HADI, 2011) e producao de polidis
(RICHMOND, 2004). Desta forma, a salinidade tem elevada importancia sobre as

caracteristicas bioquimicas da biomassa ao final do cultivo.

3.3.4. BICARBONATO DE SODIO EM CULTIVOS

O bicarbonato de sddio (NaHCO3) € um sal composto pelo &nion poliatbmico
(HCO3)? (hidrogeno carbonato) e pelo cation Na'* (sédio), com caracteristica sélida e
coloracdo branca nas condi¢cdes ambientes (EL-NAAS; AL-MARZOUQI; CHAALAL,
2010).

A producao de bicarbonato de sédio é realizada através do processo conhecido
como Solvay (Figura 3.9), em homenagem ao pesquisador Ernest Solvay (1881). O
processo € considerado um mecanismo limpo devido a captura de CO2 (EL-NAAS; AL-
MARZOUQI; CHAALAL, 2010).

NaCl + NH5; + CO, + H,0—=NaHCO3; + NH4(Cl

Figura 3.9: Reacdo de Solvay. Fonte: El-Naas, Al-Marzouqi e Chaalal (2010).

No processo Solvay, o0 gas amoniaco e o0 gas carbénico sdo inseridos em uma
solucdo de cloreto de sédio (saturada) com o intuito de formar o cloreto de aménio
soluvel e um precipitado de bicarbonato de sédio. Ao final do processo, a aménia pode
ser recuperada através do aquecimento do cloreto de aménio com hidréxido de calcio
(EL-NAAS et al., 2017).

O bicarbonato de sddio é amplamente utilizado no mundo inteiro para diversas

finalidades. Uma das aplicacdes estudada nos ultimos anos é a suplementacédo em
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cultivos de microalgas (LI et al., 2018; MONDAL et al., 2017; NAYAK et al., 2018;
SHAH et al., 2016).

A utilizacao de meios enriquecidos com bicarbonato de sédio traz varios efeitos
positivos para o cultivo de microalgas, dentre eles, a capacidade tamponante do
bicarbonato que eleva a estabilidade dos niveis de pH para o meio de cultivo. A
dissociacdo do composto no meio acarreta em meios mais alcalinos, que por sua vez,
sdo mais aconselhados do que meios acidos ao cultivo de microalgas (NAYAK et al.,
2018; WANG; WANG,; LI, 2014).

A utilizac&o de bicarbonato de sddio como antibactericida em meios de cultivo
€ comprovada pelo estudo realizado por Tu et al. (2018), onde foi relatada a diminuicéao
dos niveis de até 91% Escherichia coli. A pratica pode ser comparar ao uso de
antibiéticos, e por sua vez, pode ser considerada promissora, pois 0s valores do
composto séo relativamente baixos e superam um importante gargalo para a produgéo

de microalgas.

O composto também pode ser conferido como uma fonte extra de carbono no
meio, pois ha dissociacdo do composto em carbonatos em contato com temperaturas
altas ou na presenca de bases. Véarias microalgas séo capazes de utilizar carbonatos
como fonte de nutrientes através da sua assimilacdo (ANDERSEN, 2005; RIZWAN et
al., 2018).

Relatos da elevacao do teor de lipideos pela adicédo de sais foram desbravados
anteriormente, na secdo 3.3.3.6. Outros estudos evidenciam o aumento consideravel
da producéo de lipideos devido ao estresse causado pela adicdo de bicarbonato de
sédio no meio de cultivo (MONDAL et al., 2017; SHAH et al., 2016). Estes fatos
demonstram os beneficios da utilizacdo do bicarbonato de sédio como suplemento na

producédo de microalgas.

3.3.5. APLICACOES E POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DAS MICROALGAS

Estudos e tecnologias desenvolvidos para o cultivo de microalgas estao

relacionados principalmente aos compostos produzido na biomassa (SOUZA, 2012,
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SPOLAORE et al, 2006). A utilizacdo destes compostos estd relacionada a
alimentacao, pois € realizada desde a antiguidade (DERNER, 2006; LOURENCO,
2006). Atualmente, este mercado € explorado em vérios paises de todas as regides
do mundo, como ingredientes introduzidos na producéo de producéo de pdes, massas,
bebidas, sopas, biscoitos e outros (RIZWAN et al., 2018).

A aplicacdo comercial das microalgas, todavia, ndo se aplica somente a
industria alimenticia, principalmente pela sua capacidade de producéo de diferentes
compostos bioquimicos e potencial renovavel (DERNER, 2006; RIZWAN et al., 2018),
gue conferem as microalgas uma vasta aplicacéo sobre as mais diversas areas (Figura
3.10), tais como: suplementacédo alimentar para seres humanos, devido as elevadas
fontes de proteinas, vitaminas essenciais, carotenoides e antioxidantes; extracao de
substancias utilizadas na producdo de drogas antimicrobianas, antivirais e
remediadoras do cancer; producédo de cosméticos; tratamento de efluentes industriais
e domésticos; mitigacdo dos gases de efeito estufa; fertilizacdo dos solos e das
plantas; fitorremediacdo de solos; obtencédo de enzimas, lipideos, polimeros, toxinas,
pigmentos e producdo de diversos biocombustiveis (LOURENCO, 2006; MATA;
MARTINS; CAETANO, 2010; RICHMOND, 2004; RIZWAN et al., 2018).

Figura 3.10: Aplica¢Bes das microalgas na atualidade. Fonte: Santos (2019).
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O potencial de utilizacdo das microalgas para a producado de biocombustiveis é
evidenciado, principalmente pela alta capacidade de producao de biomassa que elas
apresentam (RICHMOND, 2004), além de serem consideradas um modelo verde de
producdo, por apresentarem bioprocessamento e tecnologias quimicas de baixo
impacto ambiental (SUGANYA et al., 2016). Como exemplo de modelo sustentavel
podemos destacar a capacidade de fixacdo de CO: e capacidade de assimilagéo de

compostos poluentes.

A utilizacdo de microalgas na producdo de biocombustiveis substitutos do
petroleo vem ganhando destaque gradativamente. As tecnologias desenvolvidas
atualmente demonstram o potencial das microalgas de se tornarem altamente
rentaveis nessa area do mercado atraves de estratégias de integracao de valores por
coprodutos finos de alto valor, como 3-carotreno, astaxantina e C-ficocianina (RIZWAN
et al., 2018).

A producdo de biocombustiveis provenientes de microalgas é variada.
Pesquisas destacam a producdo de biohidrogénio através da foto-catélise celular
(KAPDAN; KARGI, 2006), o biogas obtido através da digestdo anaerdbia da biomassa
residual de outros processos (CHISTI, 2007; SPOLAORE et al., 2006) e a producao
de biodiesel através da elevada quantidade de lipideos produzida na biomassa
(BORGHETTI, 2009; CHISTI, 2007).

3.3.5.1 Biodiesel

O combustivel designado biodiesel é resultado da conversao de lipideos de
origem animal ou vegetal em compostos com caracteristicas semelhantes ao diesel
de petroleo. Este biocombustivel ganha destaque por ser produzido através de fontes
renovaveis de energia mediante a reacfes quimicas conhecidas como
transesterificacéo, esterificacdo (Figura 3.11) ou hidroesterificacdo (DELATORRE et
al., 2011; TOMAS, 2016).
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Figura 3.11: Reacdo de Esterificacdo para obtencédo de biodiesel. Fonte: Adaptado de Melo (2007).

O biodiesel apresenta-se como uma fonte de energia com elevado potencial de
substituicdo ao diesel de petroleo, pois suas caracteristicas fisicas e quimicas
garantem sua utilizagdo em motores de ciclo diesel com a minima necessidade de
adaptacao dos componentes (DELATORRE et al., 2011).

No Brasil, a regulamentac&o do biodiesel é realizada pela Agencia Nacional de
Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP). A mesma, define biodiesel (B100)
através da resolugdo n. 7, de 19/03/2008 como o “combustivel composto de
alquilésteres de acidos graxos de cadeia longa, derivados de Oleos vegetais ou de

gorduras animais”.

Através dos avancos das politicas relacionadas ao desenvolvimento
sustentavel, regulamentacdes relacionadas a utilizacdo de biodiesel sdo cada vez
mais implementadas, tornando o combustivel indispensavel para nossa matriz
energética. A exemplo disto, atualmente o diesel comercializado necessita de misturas
obrigatdrios de 10% de biodiesel (B10) desde margo de 2019 (Brasil, 2016).

Este biocombustivel apresenta varios outros pontos positivos no cenario
ambiental, quando comparado ao diesel de petrdleo, pois além de ser renovavel e
biodegradavel também se caracteriza por uma combustdo menos poluente. Ele emite
menores quantidades de mondxido de carbono atmosférico, de material particulado
(fumaca) e de oxidos de enxofre (SOx) (GONG; JIANG, 2011)

A matéria-prima utilizada na producédo de biodiesel podem ser originarias de
varias fontes animais ou vegetais. Dentre as fontes vegetais podemos destacar a
mamona, dendé, girassol, pinhdo manso, e principalmente a soja. Como fontes
animais destacamos gordura obtida através residuos do processamento de bois,

peixes, frangos e porcos (visceras), além das alternativas de producao de biodiesel

30



através de 0leos residuais de frituras resultantes de processos industriais e comerciais
(DELATORRE et al., 2011).

A composi¢do quimica dos lipideos é variavel e podem ser divididas em
glicerideos (monoglicerideos, diglicerideos e triglicerideos) e acidos graxos livres.
Para a aplicacdo na producdo de biodiesel, somente as porgdes lipidicas
compreendidas pelos acidos graxos livres e triglicerideos sédo susceptiveis a produzir
biocombustiveis de qualidade (BELTRAO; OLIVEIRA, 2008).

3.4. CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de meios alternativos em cultivos de microalgas pode ser
considerada uma alternativa para minimizar os custos de producdo e desta forma
auxiliar na viabilizacao da producéo de biodiesel a partir desta cultura. A utilizacao da
manipueira enriquecida para a composi¢ao do meio de cultivo visa a sustentabilidade
do ciclo produtivo, principalmente pela reciclagem de um residuo em nova cadeia
produtiva. Na primeira fase do trabalho, foi realizada a comparagao de duas estirpes
de Chlorella sp. sob diferentes métodos de nutricdo. A escolha do bicarbonato de sodio
como fonte suplementar ao meio de cultivo foi realizada principalmente pelas
caracteristicas que o composto oferece ao meio, visto que otimiza a condi¢bes de
crescimento mixotréfico da microalga em varios aspectos. Poucos trabalhos
relacionados a esta teméatica foram encontrados na literatura em ambos os sentidos,
seja na utilizacdo da manipueira para a composicdo do meio de cultivo ou na
suplementacdo com bicarbonato de sédio, demonstrando a necessidade de
aprofundamento dos conhecimentos nesta area. Além disto, nenhum trabalho
relacionado a producdo de microalgas utilizando o meio alternativo composto por

manipueira suplementada com bicarbonato de sédio foi encontrada.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MICRORGANISMOS

As microalgas do género Chlorella sp., objeto desta pesquisa sao oriundas de
duas diferentes fontes. O primeiro in6culo foi gentilmente cedido pelo Instituto de
Oceanografia da Universidade de Sao Paulo (IOUSP), onde se encontra o Banco de
Microrganismos Aidar & Kutner com a cepa denominada BMAKOQ7. O segundo in6culo
foi gentiimente cedido pelo professor Phd. Adilson Ricken Schuelter, disponivel no
banco de microalgas do laboratério de Engenharia Quimica da Universidade Estadual
do Oeste do Parana (UNIOESTE), isolada em 2016 e intitulada como PPEQ-02.

4.2. EFLUENTE UTILIZADO

O efluente foi doado pela indastria Fino Alimentos Ltda., localizada no distrito
de Concérdia do Oeste, no municipio de Toledo/PR - Brasil. Nessa unidade industrial,
€ realizada a producéo de fécula de mandioca e consequentemente gerada grande

gquantidade de manipueira (Figura 4.1).

Figura 4.1: Processos unitérios onde ha geracao de manipueira. Fonte: Santos (2019).

As coletas da manipueira utilizada nos experimentos foram realizadas com
frascos plasticos previamente identificados, que apés a coleta foram acondicionados
em caixas de isopor com gelo para o transporte até o laboratério. Em seguida, foram

acondicionadas em congelador (Figura 4.2), no Laboratdrio de Qualidade de Agua, do
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Grupo de Pesquisas em Recursos Pesqueiros e Limnologia (Gerpel), Unioeste —
Toledo/PR.

. mantenha a porta fechada

Figura 4.2: Amostras de manipueira armazenadas em congelador. Fonte: Sos (2019).

As seguintes analises foram realizadas para caracterizar o efluente utilizado no

experimento: pH, DQO, cor verdadeira e soélidos sedimentaveis.

4.3. AMBIENTE DE CULTIVO

O ambiente de cultivo aplicado aos experimentos foi parcialmente controlado e
construido em bancada dotada de iluminacédo realizada por lampadas fluorescentes
na parte posterior aos biorreatores, com o intuito de favorecer a luminosidade nos
cultivos (Figura 4.3). A temperatura ambiente foi acompanhada e regulada por ar-
condicionado para limitar as variagbes. Além disso, foram utilizadas bombas de
aquario ligadas a tubos de silicone e pipetas de vidro para manter a aeracdo e
movimentacdo do meio de cultivo, afim de evitar a decantacdo das células no
biorreator.
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Figura 4.3: Ambiente de crescimento das microalgas. Fonte: Santos (2019).

As posicoes dos biorreatores foram alternadas diariamente para garantir a
variabilidade e a aleatoriedade nos experimentos, sem afetar a casualidade dos
resultados e minimizar as chances de erro. Também foi realizada a agitacdo manual
diaria com o intuito de suspender as células das microalgas acumuladas no fundo dos

biorreatores.

As caracteristicas do ambiente de cultivo estdo descritas a seguir, de forma a

demonstrar discriminadamente a operacao dos experimentos:
- Sistema de cultivo: Fechado, com biorreatores do tipo Erlenmeyer;
- Método de operacgdo: Batelada;
- Aeracdo e agitacdo: continua através de bombas de ar (8,0 L.min™?);
- Sistema de controle da temperatura: Ar-condicionado split 12.000 BTU;
- Sistema de iluminacdo: Lampadas Fluorescentes (20 watts);
- Biorreatores: Erlenmeyer de 250 mL, 500 mL e 1.000 mL.

- Complementos: tubos de plastico atéxico, pipetas graduadas (2 mL) e tubos

de latex.
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4.4. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Para uma melhor compreenséo das etapas do estudo, os experimentos foram

divididos em diferentes estagios, conforme descrito na Figura 4.4, a seguir.

o _ n . . v _ ~ = _ onn
® CSLIjtF')orte Paraocs ' @  _ Avaliagdo das € MCor?cen'Fra(_;ao de e
ultivos c . anipueira i
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S Preliminares; = 2 _Dif t o resultados do
<] = - Métodos de g - hueremtes S culti
£ 2 | utricdo; 3 concentracdes de | Ve
a ’ o bicarbonato de Q. subsequente.
9 -Curva de £ sodio; @
= Crescimento meio |3 =
3 BBM supl. com S
CBS; Su
¥ Q ‘ L

Figura 4.4 — Fluxograma do esquema de realizacdo dos experimentos. Fonte: Santos (2019).

4.4.1. Inoculacéo

A primeira fase do estudo buscou obter uma densidade celular apropriada para
0S proximos experimentos. Para isso, foi realizada a inoculagdo da microalga Chlorella
sp. (PPEQ-02 e BMAKO7) em Meio Bold’s Basal (BBM) adaptado do método utilizado
pela Culture Collection of Algae and Protozoa (CCAP) (2014), preparado conforme

descrito posteriormente.

Primeiramente, foram preparadas as solu¢des estoque através de adicdo das
guantidades estipuladas (Tabela 4.1) dos reagentes em 500 mL de agua deionizada
dispostas em 6 Erlenmeyers distintos. Foram preparadas também as solucfes de
elementos traco, através da adicdo dos reagentes em 4 Erlenmeyers, sendo divididas
em solucdes (1), (2), (3) e (4). Apos isto, as solugdes foram autoclavadas por 20
minutos, com temperatura regulada em 120 °C, com a finalidade de dissolucdo dos
reagentes no meio. Os reagentes foram entdo acondicionados em refrigerador e
utilizados conforme a necessidade dos estudos, como descrito na preparacéo do meio
(Tabela 4.1).
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Tabela 4.1: Composicao quimica do meio de cultura padrao BBM.

Solugdes Estoque (g.L™?)

NaNOs 25,0
MgS0.4.7H-0 7,5
NacCl 2,5
K2HPO,4 7,5
KH2PO4 17,5
CaCl,.2H,0O 2,5

Solugdes Trago* (g.L1)

(1) ZnS0O4.7H.0 8,82
MnCl,.4H,0 1,44
MoOs3 0,71
CUSO4.5H20 1,57
Co(NO3)2.6H,0 0,49

(2) H3sBO3 11,4

(3) Na,EDTA 50,0
KOH 31,0

(4) FeS04.7H0 4,98
H.SO, (conc.) 1,84

Preparacdo do Meio (L?)

Solucdes Estoque 10.0 mL

Solucdes Traco 1.0 mL

Fonte: CCAP (2014).

A inoculacdo das microalgas foi iniciada através da transferéncia das cepas
para o meio de cultura liqguido em Erlenmeyers de 250 mL, contido de 150 mL de meio
de cultura. Os Erlenmeyers foram dispostos em ambiente de cultivo (27 + 2 °C) para
o desenvolvimento da cultura durante um periodo de 15 dias até alcancar alta

densidade.

Os meios foram transferidos para frascos Erlenmeyer de 500 mL, aos quais
foram adicionados 250 mL de BBM para garantir a necessidade nutricional do indculo
durante periodo posterior. ApOs a transferéncia, os biorreatores foram mantidos sob
regime de crescimento autotréfico durante mais 8 dias, com a finalidade de alcancar a
concentracdo inicial suficiente para os cultivos preliminares. A partir disto, foram
mantidos durante todo o experimento, cultivos paralelos em meio liquido (BBM) com

a finalidade de manter o in6culo necessério para a realizagdo dos cultivos.
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A funcdo principal da manutencdo da cultura foi garantir a viabilidade dos
microrganismos em condi¢cdes adequadas para realizacdo dos estudos e ainda manter
a colecao in vivo de forma axénica evitando assim, possiveis contaminacdes
ocasionadas nos cultivos. Segundo Andrade e Colozzi (2014a), os métodos de
preservacdo devem apresentar simplicidade, baixo custo e rdpida execucdo para

serem eficientes. Por isto foi escolhida a manutencdo em meio liquido.

Todos os procedimentos de transferéncia e inoculacdo foram realizados em
camara de fluxo laminar previamente desinfetados com alcool 70% e UV por 15

minutos.

4.4.2. Cultivo preliminar

Os cultivos realizados nesta fase do estudo visaram realizar uma analise prévia
do desenvolvimento das microalgas no meio enriquecido com manipueira. Para isso,
os cultivos foram preparados utilizando BBM e manipueira na razéo de 4:1 (v/v), da

mesma forma como o melhor resultado da mistura obtido por Borghetti (2009).

Estes cultivos tiveram como fungéo avaliar o método de nutricdo (Tabela 4.2)
com maior potencialidade de crescimento da densidade de microalgas e obtencéo de
lipideos no meio enriquecido de manipueira. Isto foi obtido através da avalicdo da
concentracdo maxima de biomassa e de lipideos produzidos pelas microalgas. Para
isto, foi realizado um cultivo em biorreatores durante o periodo de 120 horas para

avaliar a biomassa maxima produzida pelas microalgas.

Tabela 4.2: Delineamento experimental 22 utilizados no cultivo preliminar.

Cepas Nutricao
PPEQ - 02 Mixotroéfica
PPEQ - 02 Heterotroéfica

BMAKO7 Mixotrofica
BMAKOQ7 Heterotrofica

Fonte: Santos (2019).

Os biorreatores utilizados nesta fase do cultivo foram Erlenmeyers com volume

atil de 1000 mL, preenchidos com 600 mL de cultura com propor¢des de 80% de meio
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de cultura com manipueira e 20% de inéculo na fase de crescimento exponencial
(BORGHETTI, 2009), considerando 250 mg.L* de inéculo inicial correspondente a 50
mg.Lt no meio. O pH inicial do meio de cultura para os experimentos foi de 6,45.

Os cultivos realizados sob condi¢cbes heterotroficas receberam vedacdo com
papel aluminio, impedindo qualquer entrada de luz possivel para que somente fosse
realizada a assimilacdo de compostos organicos pelas microalgas. Os cultivos
mixotréficos receberam iluminacéo por 24 horas (fotoperiodo integral) na camara de

crescimento para que também ocorresse o processo de fotossintese.

Durante esta fase de experimento, também foi realizada a avaliagdo do
crescimento da cepa com maior potencial de crescimento em BBM enriquecido com
0,1% (p/v) de bicarbonato de sodio, com a finalidade de verificar a capacidade da
microalga em crescer sob este tipo de suplementacdo, sem sofrer inibicdo de
crescimento. Para isto, foram realizados cultivos em biorreatores como os descritos
anteriormente, com 0 mesmo volume util de cultura (600 mL), com propor¢des de 80%
de meio de cultura e 20% de in6culo em fase de crescimento exponencial, onde 0
inéculo inicial contido de aproximadamente 625 mg.L?, apés inoculado no cultivo,

correspondeu a 125 mg.L* de concentragéo.

Estes cultivos receberam as mesmas condicdes de iluminacdo do cultivo
mixotrofico, através de fotoperiodo integral na camara de crescimento. O pH inicial da
cultura foi estabelecido em 8,43 e o crescimento foi monitorado pelo periodo de 240
horas ao final do cultivo.

4.4.3. Cultivo subsequente

Nesta fase do estudo, foi realizado um delineamento experimental utilizando as
variaveis concentracdo de manipueira (CM) e bicarbonato de sddio (CBS), com a
finalidade de avaliar o efeito sobre o crescimento das microalgas. Para isto, foi
realizado um delineamento de composto central rotacional (-a, -1, 0, 1, a) conforme

demonstrado na Tabela 4.3.
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Tabela 4.3: Delineamento experimental DCCR realizado no cultivo subsequente.

VARIAVEIS CODIFICADAS VARIAVEIS REAIS
Ensaio CM CBS CM CBS
1 -1 -1 7 2,2
2 -1 1 7 12,8
3 1 -1 26 2,2
4 1 1 26 12,8
5 0 0 17 7,5
6 0 0 17 7,5
7 0 0 17 7,5
8 0 0 17 7,5
9 0 0 17 7,5
10 0 0 17 7,5
11 0 -1,41 17 0,1
12 0 1,41 17 15,0
13 -1,41 0 3 7,5
14 1,41 0 30 7,5
Controle - - - -
Controle - - - -
Controle - - - -

Onde: DCCR = Delineamento de composto central rotacional; CM = Concentrégéo de manipueira (%v/v); CBS = Concentragao
de bicarbonato de sddio (g.L™).

Fonte: Santos (2019).

Os parametros do cultivo foram fixados para minimizar os efeitos de variaveis
“paralelas” sobre a resposta. Para isto, a camara de crescimento foi ajustada para
receber iluminacdo por 24 horas (fotoperiodo integral), assim como realizado no
trabalho de Baumgartner et al., (2013). O sistema de iluminacao artificial foi descrito
na secao 4.3. Além disto, toda a dgua evaporada foi reposta diariamente com agua

deionizada.

Durante o processo de producado realizado nesta fase do estudo, foram
avaliadas a produtividade através de quantificacédo da concentracéo celular (g.L) e o
teor de lipideos (%m/m) produzidos pelas células. A partir disto, foi possivel montar
uma superficie de resposta para o modelo e definir o melhor ajuste para o modelo de
producdo, através de analises estatisticas dos dados utilizando STATISTICA 10.0 e
ACTION 2.9.
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Também foram realizadas varias amostragens da densidade oOptica e os niveis
de pH durante o funcionamento dos reatores, possibilitando montar os graficos de
desenvolvimento das microalgas no decorrer do tempo e também da variacdo de pH

do cultivo.

E vélido ressaltar que foram realizados controles do desenvolvimento da

microalga utilizando o meio padrdo BBM.

4.4.4. Caracterizacao Final

A utilizacdo das microalgas na producao do biodiesel de qualidade depende
diretamente do produto formado apos as suas reacfes de formacéo. A partir disto, foi
de suma importancia ao trabalho realizar a caracterizacao de ésteres metilicos obtidos
pela esterificagdo in situ da biomassa de microalgas e também nos melhores
resultados da fase de cultivo subsequente, para avaliar a possibilidade de utilizacao
do mesmo como combustivel, com a finalidade de buscar as caracteristicas do

biodiesel produzido.

4.5. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.5.1. Tratamento de Vidrarias e Meio de Cultivo

Primeiramente, foi feita a filtragem a vacuo da manipueira, com o objetivo de
separar mecanicamente, os sélidos em suspensao do liquido por um meio filtrante
(SILVA et al. 2014). Este procedimento teve como objetivo remover os sélidos que tem
capacidade de ocasionar o efeito de varredura das células e assim alterar os

resultados das andlises posteriores.

Os Erlenmeyers utilizados nos cultivos das microalgas, bem como tubos de
silicone atoxico e outras vidrarias, foram lavados com agua e sabao neutro, em

seguida enxaguados com agua destilada e secos em estufa a 70°C por 12 horas.

Os meios de cultura foram levados aos Erlenmeyers, recobertos com papel

aluminio e presos com elasticos latex, demonstrado na figura 4.5. A partir disso, foram
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esterilizados por meio de autoclavagem, a temperatura de 121°C por 20 minutos, para
evitar contaminacdes biolégicas. Todos os outros procedimentos foram realizados em
camaras de fluxo laminar previamente desinfetada com alcool 70% (p/v) e os outros
instrumentos desinfetados através da suspensdo em solugcdo, preparada com
hipoclorito de sddio (NaCIlO) a 0,5% (v/v).
- -

Figura 4.5: Meio de Cultura preparado para a autoclavabem Fonte: Santos (2019).

4.5.2. Analises de pH

Foi utilizado um pHmetro da marca Digimed (DM-2P) para a determinagao do
pH das amostras retiradas para avaliacdo das caracteristicas do meio de cultivo

durante o desenvolvimento celular.

4.5.3. Colheita das microalgas

Ao final dos cultivos, foi realizada a colheita das microalgas através do método
de centrifugacdo. A recuperacdo da biomassa presente no meio foi possivel através
do fracionamento em tubos do tipo Falcon com 15 mL, seguidos pela centrifugacéo
sob regime de funcionamento de 5000 rpm por 10 minutos em uma centrifuga de
bancada Baby I, modelo 206-BL da marca FANEM.

A biomassa obtida apds centrifugacgéo foi levada a estufa a 60 °C para secagem
até a completa evaporacao da fragdo liquida, observada através da estabilizacdo da

massa. Foi entdo realizada a raspagem da biomassa utilizando espatula de aco,
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seguida da trituracdo utilizando gral e pistilo. Por fim, realizou-se acondicionamento
em potes plasticos que foram conduzidos ao congelador para a preservacao das
caracteristicas fisico-quimicas da biomassa, até serem utilizadas nas fases

posteriores do estudo.

4.5.5. Desenvolvimento Celular

O desenvolvimento das microalgas durante o cultivo foi mensurado através da
determinacao diaria da concentracao celular. Esta determinacéo foi realizada através
de analise da densidade Optica (670 nm) em espectrofotdbmetro UV-visivel, modelo
DR-2700 da marca Hach, com auxilio de curvas de calibracdo padrao obtidas para os
cultivos de PPEQ-02 (anexo ).

A curva de calibracéo para crescimento autotrofico das microalgas PPEQ — 02
com adicéo de bicarbonato (Figura 4.7) exemplifica as curvas obtidas no estudo. Esta
curva foi construida durante a fase exponencial de crescimento microalgal, através da
determinacado da absorbancia de diferentes dilui¢des (10; 20; 40; 60; 80; 100 %) e pela

determinacado do respectivo peso seco.

Para a determinacdo do peso seco, amostras de 50 mL foram filtradas a vacuo
e os filtros foram levados em estufa a 60°C até massa constante e pesados. A curva
foi construida através de software estatistico Action 2.9 com coeficientes de regressao:
R2, superior a 0,99; R? ajustado, superior a 0,99.
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Figura 4.7: Gréafico com modelo matematico e curva de crescimento. Fonte: Santos (2019).

As avaliagcbes das concentracGes diarias possibilitaram a elaboracdo das
curvas de crescimento.

4.5.6. Concentracdo Maxima de biomassa

A concentragdo de biomassa foi analisada através do método gravimétrico.
Para isso, também foi utilizada a filtracdo a vacuo (Figura 4.8). Assim, ao final do
cultivo, amostras de 50 mL foram filtradas com o intuito de mensuragao da massa seca

pelo mesmo processo descrito anteriormente.

Figura 4.8: Filtragem da amostra do cultivo. ante: Santos (2019).
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4.5.7. Quantificacdo de Lipideos

A determinacgédo da fracao lipidica foi realizada através do método de extracao
desenvolvido por Bligh e Dyer (1959), adaptado por outros autores como (CHEN et al.,
2012; RYCKEBOSCH; MUYLAERT; FOUBERT, 2012; SHAH et al., 2016). No estudo,
50 mg de biomassa foram dispostos em tubos tipo Falcon (15 mL), também foram
adicionados uma fracdo de 5 mL de solventes organicos cloroférmio/metanol na
proporgao 1:2 (v/v). Os tubos foram agitados manualmente por 30 segundos e ao
banho-maria por 1 hora sob temperatura de 65°C. Ap6s o resfriamento até
temperatura ambiente, foram centrifugados a 5000 rpm por 5 minutos. A fracao liquida
foi retirada com auxilio de pipeta graduada ao final de cada centrifugacéo e disposta
em tubo de ensaio com roscas com o objetivo de evitar a evaporacao. Por fim, este
processo foi repetido por mais uma vez com a finalidade da extragdo dos lipideos

remanescentes.

Foram adicionados ao tubo de ensaio, cloroférmio e solucdo de cloreto de sédio
a 1% de forma que o volume final apresentasse proporcdo de 1:1:0,9 de
cloroférmio/metanol/agua. Apés esta operacdo, foi realizada a agitagdo em agitador
de tubos (vortex) por 2 vezes consequentes e o tubo foi acomodado de forma inerte
por 20 minutos, até ocorrer a total separacdo do liquido em duas fases distintas: a
camada superior com aspecto claro e translicido (metanol e solugdo de cloreto de
sédio) e a camada inferior aspecto verde (cloroférmio e lipideos). A camada inferior foi
entdo retirada com auxilio de pipeta Pasteur e acondicionada em outro tubo de ensaio

de massa conhecida.

A completa remocao dos solventes remanescentes foi realizada através da
evaporacao em estufa 60°C por 24 horas e a 105°C por 15 minutos. Por fim, foi
realizado o aferimento da massa utilizando método gravimétrico para quantificar os

lipideos presentes na biomassa.

4.5.8. Producao de Esteres Metilicos de Acidos Graxos
Para o processo de producao dos ésteres metilicos, foi utilizada a metodologia

adaptada de Baumgartner (2011) e Lewis et al. (2000) . Para isto, foram pesados 40
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mg de biomassa seca em um tubo de ensaio com tampa de rosca, seguidos da adi¢cao
de 3 mL de solugdo contendo metanol (alcool), hexano (solvente) e acido cloridrico

(catalisador), e entdo aquecidos a 60°C por 1 hora.

Apos o término da reacgao, os tubos foram resfriados a temperatura ambiente
através da imerséo parcial dos tubos em agua e a extracdo do produto foi realizada
através da separacao com adicdo de 1 mL de agua deionizada e 2 mL de uma mistura
de hexano:cloroférmio (4:1 v/v). A fase superficial contida presente no tubo foi
recolhida, pois estava contida do produto e solvente. Este passo foi repetido
novamente para assegurar a total recuperagdo dos ésteres alquilicos produzidos na
reacao.

Os tubos foram levados para evaporacao dos solventes em estufa a 50°C, onde
permaneceram somente ésteres alquilicos. Estes foram entdo ressuspendidos em 3

mL de n-heptano e acondicionados no refrigerador até a realizacdo das analises.

4.5.9. Caracterizacdo dos Esteres Metilicos

A determinacdo do perfil dos ésteres metilicos presentes na biomassa foi
realizada apds o processo de esterificacdo acida in situ (derivatizacdo), que busca a
geracao de ésteres alquilicos com teor de volatilidade superior aos lipideos para que
possam ser aplicados ao cromatégrafo.

As andlises para a qualificacdo dos ésteres metilicos obtidos foram realizadas
no Laboratério de Catalise Heterogénea e Biodiesel, da Universidade Estadual de
Maringa- UEM

Os ésteres foram identificados por comparacdo dos espectros de massa
obtidos através dos cromatogramas resultantes e de amostras padrbes
predeterminados, demonstrando assim o0s ésteres alquilicos produzidos pelas

microalgas.

4.5.10. Analises estatisticas
Ao final da fase preliminar do estudo, foi realizada a avaliagdo da distribuicao

normal dos dados através do teste de normalidade de Shapiro-Wilk, seguido da
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avaliacdo da homogeneidade de variancia através do teste de Levene. Por fim, foram
realizados os testes de comparacéao entre as meédias (a = 0,1) para verificar a diferenca
significativa entre as médias através do teste de Tukey e teste t utilizando os softwares

Action e Statistica.

No cultivo subsequente, foram realizados testes de analise de variancia
(ANOVA) e validacdo do modelo. Apés isto, foi realizada a determinacéo da superficie
de resposta dos resultados obtidos no experimento DCCR e determinacdo da funcéo
desejabilidade.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 CARACTERIZAQAO DA MANIPUEIRA

Foram realizadas coletas de amostras de manipueira bruta obtidas apds os
processos industriais e posteriormente foram conduzidas para a caracterizagéo. Esta
etapa foi realizada através das analises fisico-quimicas da manipueira, onde foram
realizadas as analises de pH, DQO, COR, sélidos sedimentaveis. Estes valores estao
apresentados na tabela 5.1.

Tabela 5.1: Caracteristicas da manipueira utilizada no estudo.

Descricao Valores

pH 7,21

DQO 5359 mg O2.L*
COR 1052 uC
Sélidos sedimentaveis 0,1 mL.L?

Fonte: Santos (2019).

A manipueira obtida durante a coleta foi utilizada para todos os estudos

posteriores realizados no trabalho.

5.2. CULTIVO PRELIMINAR

5.2.1. Comparacéo entre as Cepa PPEQ — 02 e BMAKOQ7

A fase de cultivo preliminar teve como objetivo avaliar a capacidade de
crescimento das duas cepas da microalga Chlorella sp. sob condi¢cbes mixotrofica e
heterotréfica, durante um periodo de 120 horas. Nesta fase do estudo, foi realizada a
comparacao do desenvolvimento das cepas PPEQ — 02 e BMAKO7, para verificar a
cepa com maior capacidade de crescimento em meio de cultura enriquecido por
manipueira. Os resultados expressos na Tabela 5.2 demonstram a concentracao

maxima de biomassa e porcentual de lipideos obtidos ao final dos cultivos.
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Tabela 5.2: Resultados do Cultivo Preliminar com meio de cultivo enriquecido por

manipueira.
Cepas Nutricdo Concentracao de Lipideos
biomassa (mg.LY) (% peso seco)
PPEQ - 02 Mixotrofica 643 £ 28,1 13,43 + 1,00
PPEQ - 02 Heterotrofica 158 + 9,1 14,27 + 1,50
BMAKO7 Mixotrofica 487 + 30,0 7,53+0,31
BMAKOQ7 Heterotroéfica 232 +10,8 11,37 £ 0,83

Fonte: Santos (2019).

Ficou evidenciado entre os resultados obtidos para a concentracdo maxima de
biomassa, que ao utilizar o tratamento com a cepa PPEQ-02 sob condicao nutritiva
mixotroéfica, obteve-se o melhor resultado. No estudo realizado por Andrade e Colozzi
Filho (2014a), foi relatado que a metabolizagao de determinados elementos varia entre
os diferentes tipos de microalgas, ressaltado que a variacdo ocorre tanto para
diferentes géneros e espécies, quanto para diferentes cepas. Estas variacfes levam

ainda a diferentes resultados finais na quantidade e composi¢cdo da biomassa celular.

Os resultados de produtividade méxima encontrados para 0s cultivos
mixotréficos foram de 487 mg.L ! utilizando a estirpe BMAKO7 e de 643 mg.Lt com a
estirpe PPEQ-02, sendo estes, significativamente maiores quando comparados aos
cultivos heterotréficos (BMAKO7 com 232 mg.Lt e PPEQ-02 com 158 mg.L?), com
decréscimo médio de 2,09 e 4,07 vezes para as respectivas estirpes. Isto se relaciona
aos cultivos heterotroficos, contidos de carboidratos, apresentarem taxas de
crescimento relativamente menores do que em cultura fotossintética. Além disto, as
estirpes podem apresentar baixa afinidade com os compostos organicos presentes no
meio (RICHMOND, 2004).

Estudos relatam que as fontes de carbono presentes no meio de cultivo podem
estar relacionadas aos menores niveis de biomassa encontrados nos cultivos
heterotroficos, visto que sdo capazes de causar comprometimento ou até inibicdo do
crescimento celular (Richmond, 2004). Em pesquisas desenvolvidas por Shi et al.
(1999), sado relatados que niveis muito baixos ou muito altos de carboidratos
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assimilaveis no meio de cultivo inibem o crescimento das microalgas e diminuem

consideravelmente os niveis finais da concentracdo de biomassa de Chlorella sp.

O resultado da concentracdo maxima de biomassa encontrada na producéo
mixotréfica da cepa BMAKO7 (487+30 mg.L1) esta entre a faixa de resultados obtidos
por Blanco (2017), que encontrou valores entre 390 e 540 mg.L™* ao cultivar microalgas
da mesma cepa sob condi¢cdes de cultivo mixotrofico em diferentes concentracdes de

esgoto sanitéario.

O resultado encontrado para o tratamento PPEQ-02 em condi¢cdo mixotrofica
(643 + 28,1 mg.L!) foi superior ao descrito anteriormente e também ao estudo
conduzido por Osorio et al. (2018), que encontrou como melhor resultado o valor de
485,2 mg.L* de biomassa ao utilizar um efluente sintetizado em um cultivo realizado
pelo periodo de 264 horas. Porém, este valor encontra-se abaixo dos valores
encontrados pelos autores Ebrahimian; Kariminia; Vosoughi (2014), Kobayashi et al.,
(2013) e Li et al., (2013), que utilizaram diferentes tipos de efluentes residuais e

obtiveram concentracdo maxima entre 765 e 1130 mg.L* de biomassa.

A producdo de lipideos encontrada para as duas cepas sob nutricao
heterotréfica, bem como o tratamento mixotréfico com a cepa PPEQ-02, foram
superiores aos resultados obtidos por Borghetti (2009), que encontrou teores lipidicos
entre 8,84% e 11,08% ao cultivar Chlorella sp. em diferentes concentracdes de
manipueira. Porém, os resultados encontrados pelo autor para nivel de lipideos séo
estatisticamente superiores ao cultivo da cepa BMAKO7 sob condicdo mixotréfica,

onde foi encontrado 7,53 % + 0,31 (m/m).

Os cultivos heterotroficos tiveram aumento médio de 3,7% na producao de
lipideos para a estirpe BMAKO7 e 2,8% para a estirpe PPEQ-02, quando comparados
aos cultivos mixotréficos. O aumento do teor lipidico pode ser causado pelo estresse
nutricional e luminoso sob os quais os experimentos foram expostos durante o cultivo
heterotréfico (ANDRADE; COLOZZI FILHO, 2014b). Além disto, varios autores
relataram o aumento dos niveis de lipideos em cultivos heterotréficos de microalgas,

guando comparados aos cultivos mixotréficos, devido a mudanca das vias metabdlicas
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gue sdo direcionadas para a producdo destes compostos (ANDRADE; COLOZZI
FILHO, 2014b).

Com a finalidade de observar qual o tratamento com maior potencial para a
producéo de biodiesel, € necessério relacionar a produtividade maxima de microalgas
a producéo de lipideos a fim de encontrar a produtividade lipidica ao final do cultivo
(ANDRADE; COLOZZI FILHO, 2014b). Para isto, as duas respostas foram
relacionadas com a finalidade de demonstrar a quantidade de lipideos produzidos ao

final do tempo de cultivo total, como pode ser observado na Figura 5.1.

26.35 +0.69 22.48 +1.88
Het
E
3
2
9
©
=
Mix
36.69 £2.77 86.24 £2.92
BMAK?7 PPEQ - 02

Cepa
Figura 5.1: Relacdo entre a produtividade de biomassa e lipideos (mg.Lmeio*.1200Y) Fonte: Santos
(2019).

Ao observar os resultados obtidos para a produtividade lipidica, verifica-se que
0 experimento com a cepa PPEQ-02, sob condicao Mixotrdfica, foi capaz de produzir
86,24 + 2,92 mg de lipideos por litro de meio de cultura durante o periodo de cultivo
(120 horas). Este resultado foi significativamente superior aos experimentos BMAKO7
X Mixotréfico (36,69 + 2,77 mg.L 1), BMAKO7 x Heterotréfico (26,35 + 0,69 mg.L?) e
PPEQ - 02 x Heterotréfico (22,48 + 1,88 mg.L) ao utilizar um nivel de significancia
de 90%.

O maior valor da produtividade lipidica obtida neste trabalho esta entre os

valores encontrados na pesquisa desenvolvida por Li et al., (2013), que obtiveram uma

50



faixa de lipideos entre 55,12 e 195,08 mg.L1, ao utilizar diferentes cepas da microalgas
Chlorella vulgaris cultivadas com efluentes primarios da fermentacéo de acido citrico
(15% v/v) durante o mesmo periodo (120 horas).

Os niveis de produtividade encontrados nos experimentos utilizando a estirpe
PPEQ — 02 sob condicdo mixotréfica encontra-se na faixa demonstrada por Mata,
Martins e Caetano (2010), que encontraram entre 11,2 e 40 mg.L?.d"* de produtividade
lipidica em cultivos de Chlorella vulgaris. Porém, estes valores séo inferiores se
comparados ao valor demonstrado no cultivo de microalgas do género Chlorella sp.
(42,1 mg.Lt.d!) deste mesmo estudo.

5.1.2. Crescimento da cepa PPEQ-02 em meio BBM enriquecido com CBS

A escolha da estirpe PPEQ-02 para a continuidade dos experimentos, baseada
no melhor resultado de produtividade lipidica obtida na comparacé&o anterior, serviu de
base para os proximos passos do estudo. Para a realizacdo da proxima fase, se fez
necessario avaliar a produtividade de microalga em meio enriquecido com bicarbonato
de sddio, com o intuito de verificar se 0 composto ndo possui capacidade inibidora no
meio. Para isto, foi realizado um cultivo onde foi aplicado 0,1 % (p/v) de bicarbonato
de sodio como fonte complementar de carbono em meio de cultivo BBM, de forma a

avaliar o crescimento da biomassa das microalgas demonstrado na Figura 5.2.

600 ]
500 1 %
400 - %/

300 1
200 1

100

Concentragao de biomassa (mg.L"

0-+—T———T——T7— L L L L

— T T T
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Tempo (horas)

Figura 5.2: Desenvolvimento celular da estirpe PPEQ-02 em cultivo com meio BBM enriquecido
com bicarbonato de sédio (0,1%pn) Fonte: Santos (2019).
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O cultivo foi realizado durante o tempo maximo de 240 horas necessérias para a
obtencdo de biomassa suficiente para a realizacdo dos estudos posteriores. Neste
periodo o desenvolvimento das microalgas foi observado, demonstrando o aumento
gradativo da cultura no decorrer do tempo, evidenciando que a estirpe tem capacidade

de crescer em meios enriquecidos com a bicarbonato de sédio.

Foram observadas nas primeiras 72 horas de cultivo um aumento celular lento.
Sperling et al. (2009), descreveu que o desenvolvimento microbiolégico é composto
por diferentes fases, onde a primeira € conhecida como a fase de laténcia de
crescimento (lag), onde ocorre uma divisdo celular lenta devido a exposi¢cao dos

microrganismos a um novo meio de cultura.

No estagio subsequente a fase lag, foi evidenciado um crescimento celular mais
acelerado das microalgas. Esta fase é definida como a fase logaritmica (log) de
crescimento, em que o0 aumento celular supera a primeira fase pelo maior
desenvolvimento celular das microalgas no meio de cultura devido a alta taxa de

divisao celular.

Este experimento preliminar evidenciou a capacidade da cepa PPEQ-02 crescer
em meio enriquecido com bicarbonato de sodio, sem sofrer inibicdo pela adicdo do
mesmo. Ao final de 240 horas de cultivo a biomassa obtida foi de 740 mg.L2, préximo
ao valor obtido (710 mg.L?) ao décimo dia de cultivo por Mokashi et al., (2016) no
estudo utilizando bicarbonato de sdédio como fonte suplementar de carbono em

cultivos.

5.2 CULTIVO SUBSEQUENTE

5.2.1. Desenvolvimento das microalgas e variacéao de pH
Durante o cultivo subsequente foram realizadas amostragens da concentragao
da biomassa e do pH do meio de cultivo, com a finalidade de obter maiores

informacdes durante o processo de producao.
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Os graficos apresentados na Figura 5.3 demonstram os resultados da
concentracdo de biomassa durante as 166 horas de cultivo, obtidos através da leitura
da densidade Optica realizada em espectrofotbmetro e sua transformacdo em
concentragcdo através dos modelos matematicos obtidos por meio da curva de
regressao realizada durante o estudo (anexo 1). Estes graficos demonstram os
resultados obtidos no decorrer do estudo para os diferentes ensaios do DCCR, onde

foram variados a concentragédo de manipueira e bicarbonato de sédio (%wwv;g.L™?).
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Figura 5.3: Desenvolvimento celular de microalgas PPEQ — 02 durante o cultivo subsequente em
diferentes concentracdes de manipueira e bicarbonato de sodio sob condi¢cdo mixotréfica. Fonte:
Santos (2019).

Pode-se observar, que houve um aumento gradativo das microalgas durante o
periodo de cultivo, demostrando que as microalgas se adaptaram e conseguiram se

desenvolver no meio. O aumento crescente pode ser observado até o periodo préximo

53



ao quarto ponto amostrado (136 horas), quando iniciou a estabilizacdo dos niveis da

concentracdo de biomassa.

A estabilizagdo do crescimento celular pode estar relacionada as menores
quantidades de nutrientes presentes no meio devido ao consumo. No decorrer da
producao, este consumo acarretou a diminuicdo da disponibilidade de nutrientes para

as microalgas, de forma a estabilizar o crescimento (DERNER, 2006).

O grafico exposto na Figura 5.4 evidencia a variacao do pH dos meios ao longo
do cultivo, onde observa-se o aumento gradativo no decorrer do tempo de todos os
ensaios. Este aumento esta relacionado com o acumulo de ions bicarbonato de sodio
(HCO3) no meio devido a faixa de pH, pois o crescimento mixotrofico € marcado
principalmente pela liberacdo de didxido de carbono no meio, o qual reage para formar
acido carbénico e em nova rea¢ao gera HCO3z (HSUEH; CHU; YU, 2007).
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Figura 5.4: Variacdo de pH durante o cultivo subsequente utilizando PPEQ — 02. Fonte: Santos (2019).

A variacao do pH inicial e final dos tratamentos com manipueira e CBS foram
consideraveis, onde a faixa de pH inicial dos cultivos foi de 8,08 - 8,34 e chegou a
faixa de 10,07 — 10,54 no final dos cultivos. Nesta fase final também se verifica a

diminuicdo da variagdo do pH. Andrade e Colozzi Filho (2014a), demonstram que esta
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estabilizacdo de pH pode estar associada ao inicio da fase estacionaria do cultivo,
onde ha um déficit do crescimento celular das microalgas e consequentemente da

liberag&o de ions CO2 no meio.

5.2.2. Resultado DCCR da producé&o de Chlorella sp.

A Tabela 5.3 apresenta os resultados da produtividade de biomassa (mg.L?) e
lipideos (%), no tempo de 166 horas, obtidos através do planejamento DCCR com as
varidveis independentes concentracdo de manipueira (%pn) € concentragdo de
bicarbonato de sédio (g.L ). Pode-se observar que a maior producéo de biomassa foi
alcancada no ensaio 4, com 26% de manipueira e 12,8 g.L* de CBS onde a

produtividade méaxima de microalgas foi de 820 mg.L™.

Tabela 5.3: Resultados da concentracao de biomassa e teor de lipideos obtidos no

DCCR.
Ensaio Manipueira CBS Biomassa Final Conteudo
(%) (g.L ) (Xmax, mg.LY) Lipidico (Yom/m)
1 7 2.2 690 37,9
2 7 12.8 790 48,8
3 26 2.2 670 46,8
4 26 12.8 820 53,3
5 17 7.5 780 49,0
6 17 7.5 770 50,4
7 17 7.5 760 50,0
8 17 7.5 760 51,3
9 17 7.5 780 48,3
10 17 7.5 800 49,1
11 17 0.1 660 45,2
12 17 15 820 59,0
13 3 7.5 790 41,3
14 30 75 760 49,7

Fonte: Santos (2019).
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No trabalho realizado por Mondal et al. (2016), foi avaliado o desenvolvimento
de uma cepa de Chlorella sp. denominada BTA 9031 isolada do campo de carvao
utilizando diferentes fontes de carbono (acetato de sddio, glucose, soro de leite e
melado). Os autores obtiveram valores aproximados de 420-1140 mg.L*. O estudo
apresentou resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho ao utilizar frutose
(5 g.L'Y) como fonte de carbono, onde chegou ao valor de 684 mg.L* ao sétimo dia de
cultivo, concordante com os resultados encontrados neste trabalho. Os autores ainda
realizaram o cultivo desta cepa sob condicdo autotrofica utilizando meio BG-11
enriguecido com bicarbonato de sédio (5 g.L') como fonte inorganica de carbono,
obtendo resultados aproximados a 310 mg.L' de biomassa ao 7° dia de cultivo,

superiores ao cultivo realizado somente sob a presenca de meio BG-11 e aeragao.

Segundo os estudos de Freitas et al. (2017), que buscaram conhecer os efeitos
do desenvolvimento de diferentes espécies de microalgas utilizando pentoses como
fonte de carbono organico para a producao sob condic6es mixotrofica de nutricdo, os
autores encontraram como melhores resultados os valores de 770 + 10 mg.L* ao final
de 17 dias de cultivo para microalgas do género Chlorella sp., utilizando uma solugéao
de 114,98 mg.L! de xilose-d e 5,37 mg.L' de arabinose-L. Esses compostos
organicos utilizados no estudo tiveram como funcdo a simulacdo dos residuos
hidrolisados da industria do aglUcar e encontraram-se entre a faixa de resultados

obtidos no presente trabalho.

Ebrahimian, Kariminia e Vosoughi (2014), estudaram o desenvolvimento de
microalgas Chlorella vulgaris em diferentes propor¢des de aguas residuais primarias
e secundarias de esgoto domestico tratados em sistema de lodos ativados, onde
primeiramente foram otimizadas as condicdes de operacdo para 0 crescimento
autotréfico das microalgas em meio contido de efluente secundario do tratamento
enriquecido com diferentes concentracdes de bicarbonato de sodio. Nestas condi¢coes,
foram encontrados os melhores valores de produtividade maxima de biomassa
utilizando 1 g.L, chegando a 1030 mg.L* ao sétimo dia de cultivo. A partir disto, foram

realizados cultivos com diferentes proporcées de efluente primario e secundario nas
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proporgdes de 1:1, 3:1 e 1:3 (Vprimario/ Vsecundario + 1g.L.-1 cBS) € NO Sétimo dia a produtividade

era de 789,834 e 989 mg.L, respectivamente.

Os melhores resultados para a producéo de lipideos foram obtidos no ensaio
12 (17%manipueira € 7,5 g.L1cBs), onde o teor de lipideos foi de 59% da biomassa seca
total. Os resultados obtidos s&o superiores ao trabalho desenvolvido por Borghetti
(2009), que encontrou como melhor resultado o valor de 11,08%mm) ao avaliar o
crescimento de microalgas Chlorella minutissima, em meio de cultura com diferentes

concentracdes de manipueira.

No estudo realizado por Mata, Martins e Caetano (2010), destacam as
microalgas do género Chlorella sp. como uma 6tima opcdo para a producédo de
biodiesel, demonstrando que o conteudo lipidico presente na biomassa seca pode
variar entre 10 - 48% mm). Os resultados demonstrados no presente trabalho

encontram-se acima dos valores obtidos por estes autores.

Todos os resultados da producédo lipidica encontrados neste trabalho sdo
superiores aos resultados encontrados por Mondal et al. (2017), ao utilizarem fontes
de carbono orgéanico para nutricdo das microalgas do género Chlorella sp. O melhor
resultado apresentado pelos autores correspondem a 30% de conteudo lipidico (m/m)

utilizando melago como fonte de carbono.

A Figura 5.5 apresenta os graficos de Pareto para as variaveis respostas
concentracdo maxima de biomassa e concentracdo de lipideos, demonstrando quais

das variaveis tem maior influéncia no resultado.

No grafico de Pareto, os termos que ultrapassam a linha de significancia (a =
0,10), podem ser considerados influentes sobre as respostas e quanto maior a
influéncia, maior sera a barra no grafico. O termo que tem maior influéncia sobre a
produtividade final de biomassa € o termo linear (L) de concentracao de bicarbonato
de sodio. O termo CBS quadratico (Q) também tem influéncia sobre o nivel de
significancia p-valor (0,10), porém menor que o primeiro. Ja 0s termos que tem
influéncia sobre o conteudo lipidico sdo CBS (Q), Man (L) e Man (Q) em ordem

decrescente.
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Figura 5.5: Gréfico de pareto (a:0,10) para as variaveis concentragdo de biomassa (a) e teor de
lipideos (b) Fonte: Santos (2019).

A Tabela 5.4 demonstra o céalculo dos efeitos que as variaveis manipueira e
concentracéo de bicarbonato de sodio exercem sobre a produtividade de biomassa e

lipideos durante o cultivo mixotréfico. O nivel de significancia (p-valor) das variaveis
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para cada termo linear (L) e quadratico (Q), comparados ao p-valor estabelecido (a =
0,10) determinam se as variaveis sao influentes sobre as respostas, sendo que, 0s
termos com p-valor menores que os determinados sao considerados significativos.
Neste caso, o termo linear de CBS foi influente tanto para produtividade de biomassa,
guanto para o conteudo lipidico e o termo quadratico influenciou somente a variavel
biomassa. Os termos lineares e quadraticos de concentragcdo de manipueira

influenciaram somente a quantidade de lipideos obtidos nos ensaios.

Tabela 5.4: Efeitos e Coeficientes de regressdao quadratica do DCCR para
concentracéo de biomassa e lipideos com a microalga PPEQ — 02.

., Efeito Coeficiente p-valor

Variavel Biomassa Lipideos Biomassa Lipideos Biomassa Lipideos

Mean/Interc. 775,24 49,52 775,24 49,52 0,001 0,001

(1)Man (L) -7,93 6,34 -3,96 3,17 0,496 0,001

Man (Q) -7,37 -4,97 -3,68 -2,49 0,541 0,002

(2) CBS (L) 119,24 9,29 59,62 4,65 0,001 0,001

CBS (Q) -43,54 1,37 -21,77 0,69 0,005 0,216

Interacéo (1) x (2) 24,70 -2,19 12,35 -1,10 0,155 0,150

Fonte: Santos (2019).

Através da tabela de efeitos podemos também obter o modelo da regressao
estatistica, que foi:

Biomassa (mgL™') = 775,24 — 3,96Man — 3,68 Man? + 59,62 CBS — 21,77CBS? + 12,35 Man .CBS
Lipideos (% p/p) = 49,52 + 3,17Man — 2,49Man? + 4,65CBS + 0,69CBS? — 1,1 Man .CBS
Onde:
Man = Concentracdo de manipueira (%v/v);
CBS = Concentragdo de bicarbonato de sédio (g.L1).
A Tabela 5.5 apresenta os resultados da analise de variancia (ANOVA) para a

concentragéo final de biomassa. O valor encontrado para F calculado (26,18), quando
comparado ao valor de Fanes;s0,10 = 3,45 demonstram que o modelo obedece a
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premissa para a sua validacéo, apresentando uma razao Fcac/Ftab = 7,58. Os valores

obtidos para 0 R? (0,94) e R2ust (0,91) indicam os altos niveis de ajuste da regresséo.

Mesmo que uma regressao seja considerada significativa pelo teste F, nao é
necessariamente considerada util para descrever os resultados, visto que pode cobrir
uma pequena faixa de variagéo dos fatores estudados. Segundo Box e Wetz (1973)
citado por Ribeiro et al. (2008), para uma regressao ser considerada util para os fins
preditivos, deve apresentar uma razéo Fcac/Ftab minimamente maior que cinco, assim
como a encontrada no estudo. Desta forma, podemos acrescentar que a regressao

além de ser considerado significativa, também é util para fins preditivos.

O p-valor do “modelo” (<a=0,10) baixo mostra o alto nivel de significancia do
mesmo e alto valor da falta de ajuste (>a=0,10) representa a sua nao significancia, de
forma a mostrar que o modelo de regressao estatistica gerado € adequado para
descrever os resultados obtidos nos ensaios. Isto também pode ser comprovado ao
realizar a andlise dos residuos expostos na Figura 5.6, que demonstra a distribuicao
normal dos residuos, pois estdo aleatorizados em torno do zero no grafico que
demonstra “residuos vs valores preditos”. Os residuos brutos encontram-se dentro do
espectro de residuos padronizados de uma distribuicdo normal indicando a auséncia

de valores extremos ou atipicos (Figura 5.7).

Tabela 5.5: Andlise de variancia do DCCR para concentracao de biomassa do
cultivo de microalga PPEQ — 02.

Fatores SQ GL MQ Fcalc p-valor

Modelo 32506,33 5  6501,27 26,18  0,0001
FA""j'ltgtdee 83,52 3 27884 121  0,3957
Erro Puro 1150,00 5 230,00

Residuo 1986,52 8 248,32

Total 3449286 13

Fonte: Santos (2019).
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Figura 5.6: Grafico de residuos vs valores preditos (a: 0,10). Fonte: Santos (2019).
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A Anova obtida dos dados de conteudo lipidico demonstra que os resultados

de p-valor do “modelo” (<0,10) e da “falta de ajuste” (>0,10) indicam que o modelo esta

ajustado aos resultados obtidos no estudo. Além disto, a andlise dos residuos também

demonstra a aleatoriedade dos residuos em torno do zero conforme observado na

Figura 5.6, no “grafico de residuos vs valores preditos” e demonstra a inexisténcia de

pontos influentes ou valores atipicos no “grafico da probabilidade normal dos residuos”
(Figura 5.7).
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Figura 5.7: Grafico da probabilidade normal dos residuos (a: 0,10). Fonte: Santos (2019).
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A relagédo obtida pelo teste F (9,51), que corresponde a relagao entre Fcalc

(32,84) / Ftab (3,45) demonstram que o modelo de regressao obtido se apresenta

significativo e util para os fins preditivos. Além disso, os valores elevados de R2 (0,95)

e R2ajust (0,93) indicam que a regressao esta com elevado grau de ajuste.
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Tabela 5.6: Analise de variancia do DCCR para conteudo lipidico presente na
biomassa do cultivo de microalga PPEQ — 02.

Fatores SQ GL MQ Fcalc p-valor

Modelo 311.70 5 62.34 32.84 0.0001
Falta de 9.
Ajuste o4 3 3.08 2.59 0.1658

Erro Puro 5.95 5 1.19

Residuo 15.18 8 1.90

Total SQ 326.89 13

Fonte: Santos (2019).

Os gréficos de superficie de resposta dos ensaios sédo apresentados na Figura
5.8, representando o comportamento do desenvolvimento das microalgas Chlorella sp.
tanto na producéo de biomassa ao final do cultivo, quanto na bioacumulacdo de

lipideos na estrutura celular frente a variacdo da concentracdo de manipueira e
bicarbonato de sodio.

A Figura 5.8 (a) demonstra que as maiores concentragcdes de biomassa
produzida pelas microalgas ocorrem quando as variaveis CBS e manipueira estao
seguindo os pontos axiais positivos, na regido limite da superficie. Isto mostra a

possibilidade caminhar mais na superficie a fim de encontrar valores maiores para a
produtividade de biomassa ao aumentar os valores dos fatores.

Biomassa Final Conteddo Lipidico

A9 SOSPSN

N whn\mm%"““@m“ 3
-
Cw o BB

(@)

(b)
Figura 5.8: Superficie de Resposta da Concentracao Final de Biomassa (a) e Teor de Lipideos (b)
Fonte: Santos (2019).
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O conteudo lipidico mais elevado foi alcancado seguindo o ponto central da
variavel manipueira e no limite positivo da CBS, mostrando que ao variar a
concentracdo de manipueira positivamente ou negativamente fora da linha do ponto
central leva a diminuicdo da porcentagem de lipideos presente nas células das
microalgas, porém o aumento da CBS fora da regido estudada ainda pode trazer
resultados mais promissores.

Apo6s a andlise estatistica dos resultados obtidos no estudo, da validacdo do
modelo estatistico e do calculo de superficie de resposta, torna-se interessante a
realizacdo do calculo que permita a determinacao do ponto 6timo de cultivo que atenda
as duas respostas de forma conjunta dentro da regido limite estudada, através da
funcdo desejabilidade (desirability). Como pode ser observado na Figura 5.9, o melhor
resultado tedrico obtido para a regido estudada chega a 820 mg.L! de biomassa e
57,73%(m/m) lipideos ao final do cultivo, no ponto 19,65% (v/v) de manipueira e 15
g.L't (p/v). Porém, valores diferentes (superiores) podem ser alcancados através do

deslocamento na superficie até o melhor ponto, conhecido como ponto estacionario.

Profiles for Predicted Values and Desirability
Manipueira (%) CBS (gL Desirability

65.000

57.737

59.00

\
N
48.45
Lipideos

=
\
37.90

30.000
500.00

820.09 PRI e L

\

1
BBO 740 820
C. Biomassa

550.00

R: T

Desirability

3 19.65 30. 1 15,

Figura 5.9: Perfil de valores preditos da Concentracdo de biomassa e Teor de Lipideos e
desejabilidade do experimento realizado no estudo utilizando PPEQ -02 (a: 0,10). Fonte: Santos
(2019).
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5.3 Caracterizacao dos ésteres metilicos

A partir do resultado obtido no DCCR, foram selecionados os melhores

resultados para realizacdo da andlise do perfil de ésteres metilicos obtidos. Estes

resultados podem ser observados na Tabela 5.7.

Tabela 5.7: Caracterizacdo do perfil de ésteres obtidos (%).

Esteres Metilicos Ensaio 02 Ensaio 04 Ensaio 12 Ensaio 14 Ponto
Central
C:08 5,69 6,67 7,65 5,26 6,73
C10:0 0,15 0,28 0,24 0,32 0,34
C:11:0 0,22 0,20 0,23 0,15 0,24
C12:0 - 0,05 - - -
C:13:0 4,09 - - - -
Cl4:1 10,47 16,26 16,32 18,73 13,98
C15:0 0,92 1,70 1,48 1,54 1,51
C16:0 2,31 3,47 3,76 3,47 3,05
Cle6:1 3,59 8,03 8,07 8,73 6,12
C17:0 7,70 12,94 12,68 13,96 12,03
C18:0 4,60 6,59 7,76 7,34 5,81
C18:1n-9c 0,11 0,17 0,18 0,37 0,31
C18:3n-3 0,17 - - - -
C20:0 0,78 0,24 0,22 0,44 0,32
C21:0 0,60 0,95 1,17 0,20 0,44
C20:4n-6 0,29 0,40 - 0,85 0,84
C20:5n-3 0,13 - - - -
C22:0 24,44 0,28 0,26 0,47 0,43
C22:1n-9 0,50 - - - -
C22:2 24,96 37,62 35,70 33,09 43,22
C23:0 0,15 - - - -
C24:0 0,52 - 0,26 0,50 0,37
C22:6n-3 5,12 1,36 1,32 1,83 1,43
Outros (ndo 2,48 2,74 2,70 2,74 2,83

identificados)

Fonte: Santos (2019).
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A partir da analise cromatogréfica realizada apés a esterificacdo acida, foi
possivel verificar a presenca de pelo menos 21 ésteres metilicos nas amostras, onde
a maior quantidade de éster metilico produzido foi C22:2 (acido docosadiendico) para

todas as amostras.

O composto acido docosadiendico ndo é comumente encontrado em 6leos
vegetais, como por exemplo outros acidos graxos como o palmitico, estearico, oleico,
linoleico, linolénico, entre outros. Estudos mostram a existéncia de acidos
docosadiendico em classes de pescado e o classificam como acido graxo da classe
Omega 6, que sdo amplamente utilizados para complementacdo alimentar por
trazerem beneficios a saude (BASTOS et al., 2006).

Ligado ao viés bioenergético, os acidos docosadiendicos foram relatados no
estudo realizado por Moser (2011), em produto obtido a partir de Limnanthes alba L.
gue relatou que esta composicao inusitada pode conferir aos ésteres metilicos uma
alta resisténcia a oxidacéao, devido ao presente composto ndo apresentar metilenos
bis-alilicos, caracteristica que estd mais relacionada a alta estabilidade do que a
guantidade de insaturacdes existentes do composto. Desta forma, o numero de
insaturacdes que € comumente utilizado para descrever a estabilidade dos ésteres

metilicos tem menor influéncia neste caso.

As caracteristicas dos ésteres obtidos nos ensaios oferecem ganhos para a
propriedade de fluxo a frio, devido ao seu grau de insaturagdo. Porém, como o
combustivel apresenta ésteres metilicos de cadeia longa, sua densidade e viscosidade
€ elevada, o que ocasiona maior heterogeneidade e menor eficiéncia na queima do
biodiesel (OLIVEIRA, 2012; BAUMGARTNER, 2011; FERREIRA E CRUZ, 2009).

Outros compostos como o Cl14:1 (acido tetradecendico) e C17:0 (acido
heptadecandico) também possuem fracao relevante na composicao final encontrada
no estudo. Estes compostos apresentam-se, de forma geral, como compostos mais
susceptiveis a oxidacdo e com densidade elevada, assim como o composto C22:0
(acido docosandico) encontrado em maior quantidade no ensaio 02 (FERRREIRA E
CRUZ, 2009). Porém, como citado anteriormente, alta densidade confere melhores

resultados de combustdo em fluxo frio.
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Algumas alternativas séo descritas na literatura como alternativas para o
melhoramento das caracteristicas fisico-quimicas do biodiesel, onde a mistura de
ésteres metilicos obtidos por diferentes fontes pode otimizar as caracteristicas do
biodiesel final e gerar um produto com a qualidade necesséria para uma combustao
mais completa (MOSER, 2011).
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6. CONCLUSAO

O género Chlorella sp. se desenvolve em meio enriquecido por manipueira,
visto que os indculo de BMAKO7 e PPEQ-02 cresceram sob condigBes mixotroéfica e
heterotrofica neste meio de cultivo alternativo. Porém, em termos de produtividade
lipidica, a estirpe PPEQ — 02 sob condi¢do mixotréfica (86,24 + 2,92 mg.L?) teve o
resultado mais promissor dentre as condi¢cdes estudadas.

A microalga Chlorella sp. desenvolveu-se em meio enriquecido por diferentes
concentragfes de manipueira enriquecida com bicarbonato de sodio. Verificou-se que
todos os resultados alcancados no DCCR ao final do cultivo foram superiores ao
cultivo com meio BBM, utilizado como controle. Nos resultados obtidos no cultivo
subsequente destacou-se 0 ensaio 12, com concentragédo de manipueira de 17% (v/v)
enriquecido com 15 g.L! de bicarbonato de sédio, que gerou o melhor resultado de

produtividade lipidica.

Este estudo possibilitou encontrar uma alternativa de producédo de microalgas
com foco na producdo de biocombustiveis, pois a utilizacdo do meio de cultura
alternativo pode reduzir custos através de meios de cultivo padrdo e também a
reciclagem de um residuo liquido da cadeia produtiva da fécula, inserindo-o como

coproduto de outra cadeia produtiva.

Os resultados visualizados na superficie de resposta indicam que melhores
resultados podem ser alcancados em outros estudos, visto que o melhor resultado foi
alcancado no limite da superficie. Desta forma, ha possibilidade de novos estudos
visando a otimizacao estatistica deste sistema de cultivo. Além disto, ha necessidade
de verificacdo da viabilidade financeira da aplicacdo do bicarbonato de s6dio como

enriquecido meio de cultura, para estabelecer uma relacdo custo-beneficio.

Os resultados obtidos a partir da analise cromatografica possibilitou verificar
gue o composto em maior quantidade no biodiesel apresenta caracteristicas
favoraveis por apresentar-se como um composto pouco oxidativo e com bom
desempenho em fluxo a frio, porém sua viscosidade alta diminui a eficiéncia da

combustdo. Desta forma, a utilizacdo de misturas com baixa viscosidade pode
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apresentar-se como uma caracteristica viavel para producdo de um biodiesel de

gualidade, com potencial de estudos futuros.

Conclui-se que a producao de microalgas do género Chlorella sp. no meio de
cultivo estudado é possivel e sua viabilizacdo em larga escala pode ser uma alternativa
interessante para o setor produtivo, principalmente pela elevada quantidade de pontos
positivos encontrados no cultivo de microalgas e também para a producdo de
biodiesel.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos nesta pesquisa, em conjunto com 0s outros estudos
disponiveis, tornam possivel a busca pelo aperfeicoamento dos conhecimentos
relacionados ao tema de producdo de microalgas utilizando meios alternativos

contidos por manipueira enriquecida com bicarbonato de sadio.

A partir disto, podemos buscar outras aplicagdes para o produto obtido ao final
do estudo, visto que, o potencial da biomassa microalgal € vasta e sua caracterizacao

pode ser realizada de forma mais expressiva visando as outras aplicacdes.

A busca pela otimizacao do cultivo também pode ser realizada. Isto pode ser
alcancado através da utilizacdo de novos biorreatores, da fonte luminosa e outras
variaveis. Através disto é possivel realizar uma modelagem matematica do processo

produtivo e gerar resultados ainda mais promissores.

Utilizar o meio alternativo para o cultivo de outros géneros de microalgas para
avaliar o potencial real de aplicagcdo do mesmo neste modelo de producédo. Além de
buscar outras fontes de enriquecimento para meios contidos de manipueira, com o

intuito de encontrar outros resultados ligados a producédo bioenergética.
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Figura 1: Curvas de regressao para determinacdo da biomassa durante o cultivo.
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