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RESUMO

O uso de lipidios provenientes de microalgas para producdo de biodiesel apresenta
vantagens consideraveis quando comparado com as tradicionais matérias-primas,
porém o custo da producdo de microalgas ainda é elevado. Assim o desenvolvimento
de um sistema de tratamento e reciclagem de meio de cultivo de microalgas com
eficiéncia similar ao do meio original, permite alcancar uso racional de agua,
economia com nutrientes e até mesmo melhorar a produtividade de microalgas. Esse
constitui uma forma de reduzir os custos de producdo de biodiesel de microalgas em
plantas comerciais. A microalga Scenedesmus sp. foi cultivada durante 21 dias para
avaliar seu crescimento, produtividade de biomassa e lipidios totais, a fim de definir
um periodo ideal de cultivo, que possibilite obter mais lipidios em tempo menor. A
maior produtividade foi alcangada no 9° dia de cultivo. Como forma de reduzir custos
e perdas no sistema foi definido que o processo de recuperacdo da biomassa e 0
tratamento do meio de cultivo ocorreriam em uma Unica etapa. Foi avaliado o efeito
dos agentes floculantes, hidroxido de sédio e cloreto férrico, para tratamento do meio
de cultivo (recuperacdo da biomassa), em funcdo da perda de lipidios. A floculagédo
com cloreto férrico ndo apresentou variacdo significativa na taxa de lipidios quando
comparados com a recuperacdo da biomassa por centrifugacdo, enquanto que a
floculagdo com hidroxido de sodio apresentou perdas significativas. O meio de cultivo
clarificado com FeCl; foi reciclado para cultivar novamente a microalga, com adicgéo
de solucdo de metais (25 %) e sem solugcdo de metais (0 %). No nono dia de cultivo o
experimento sem solucdo de metais apresentou reducdo do teor lipidico, ao contrario
do experimento com solucdo de metais que ndo apresentou variagdo significativa
quando comparado com o cultivo em meio fresco. Conclui-se, portanto, que a
reciclagem de meio de cultivo de microalgas com eficiéncia similar ao do meio
original é viavel, reduz o consumo de &gua e sais metalicos, 0 que representa uma
economia de 38% quando o0 meio de cultivo é reciclado uma vez.

Palavras chave: biodiesel; floculagdo; microalgas; reciclagem; Scenedesmus sp..



ABSTRACT

The use of lipids from microalgae for the biodiesel production has considerable
advantages when compared with traditional feedstocks. However the cost of producing
microalgae is still high. Thus the development of a system of treatment and recycle of
microalgae culture medium with similar efficiency to the original medium, allows
achieving the rational use of water, reducing the quantity of nutrients used and even
improving the productivity of microalgae. This can be considered as an important tool
to reduce of biodiesel production from microalgae in commercial plants. The
microalga Scenedesmus sp. was cultivated for 21 days for evaluate your growth,
biomass productivity and total lipids, to define an ideal period of cultivation, which
enabling to obtain more lipids in less time. The highest yield was achieved on the 9"
cultivation day. In order to reduce costs and system losses it was decided to perform
the biomass recovery process and culture medium treatment in single step. It was
investigated the effect of flocculating agents: sodium hydroxide and ferric chloride, for
the treatment of the culture medium (biomass recovery) as a function of total lipids
losses. Flocculation with ferric chloride did not result in significant variation in the
lipid rate when compared with the recovery of the biomass by centrifugation, while the
flocculation with sodium hydroxide presented significant losses. Then the cultivation
medium clarified with FeCl; was recycled to grow microalgae again in two ways: with
and without the addition of metals solution (25%). In the ninth day of cultivation, the
experiment without metals solution presented decrease in the lipid content. By the
other side in the experiment with solution of metals the lipid content did not change
significantly when compared with culture in fresh medium. Therefore it can be
concluded that recycle the culture medium of microalgae with similar efficiency to that
of the original medium is viable, reduces consumption of water and metal salts, this
represents a savings of 38% when the culture medium is recycled one turn.

Keywords: biodiesel; flocculation; microalgae; recycling; Scenedesmus sp..
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1 INTRODUCAO

O biodiesel é um combustivel liquido, obtido a partir de fontes bioldgicas
renovaveis, como 0leos vegetais e gorduras animais, que pode ser utilizado em
qualquer motor diesel sem necessidade de modifica-lo (DEMIRBAS, 2008).

O interesse em substituir os combustiveis de origens fosseis por biodiesel vem
aumentando, pois este apresenta vantagens técnicas sobre o diesel como: menor ponto
de fulgor, reducdo do lancamento de enxofre e monoxido de carbono, ndo contem
hidrocarbonetos aromaticos e outras substancias quimicas prejudiciais a salde e ao
ambiente, é renovavel e biodegradavel, podendo ser obtido de forma sustentavel
(BELTRAO; OLIVEIRA, 2008; HUANG et al., 2010).

Quando utilizado na producdo do biodiesel Oleo vegetal de plantas
oleaginosas, 0 custo da matéria-prima varia em torno de 70 - 85% do custo total da
producdo (MENG et al., 2009). O uso de grdos na producdo de biodiesel tende a
aumentar o custo da matéria-prima, devido a competicdo gerada com a producdo de
alimentos.

Entretanto os vegetais superiores podem ser substituidos por microalgas, que
sdo organismos unicelulares microscépicos, predominantemente aquaticos, com
necessidades nutricionais relativamente simples, pois possuem capacidade
fotossintética (ANDRADE; COSTA, 2008). O cultivo de microalgas apresenta
vantagens como, ndo competir com producdes agricolas de alimentos, utilizar solos
inapropriados para a agricultura, ocupar uma area de producdo menor, pois apresentam
produtividade significativamente superior a das plantas oleaginosas, aproximadamente
89,9 % em relacdo a palma e 99,2 % a soja, e a sua producdo pode ser realizada em
fotobiorreatores compactos, o que permite obter um volume de cultivo maior para a
mesma area de uma lagoa (CHISTI, 2007).

O desenvolvimento da producéo de biodiesel de microalgas apresenta desafios
como, aumentar a produtividade de biomassa e lipidios, reduzir o custo da producédo e
recuperacdo da biomassa, reutilizar as aguas residuarias, entre outros (LOERA-
QUEZADA; OLGUIN, 2010).
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Para produzir o meio de cultivo € gasto aproximadamente 35%, do valor total
do custo da producéo de biomassa microalgal (GRIMA et al. 2003). Como 0s meios de
cultivos das microalgas em plantas comerciais sdo liquidos o volume de &gua
consumido é elevado, na ordem de 2 litros por grama de biomassa (RIBEIRO et al.
2012), uma forma de reduzir os custos de producdo de microalgas é desenvolver um
sistema de reciclagem do meio de cultivo das microalgas, que permite, além da
reducdo de gastos com agua, recuperar os nutrientes que ndo foram consumidos no
cultivo anterior (RODOLFI et al., 2003; KIM et al., 2011).

O Nducleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Energia Autossustentavel —
NPDEAS da UFPR, busca sua sustentabilidade energética através da producdo de
biodiesel de microalgas, cultivadas em fotobiorreator compacto, com volume de
cultivo de 10 m* (RIBEIRO et al., 2009).

Assim, esta pesquisa buscou desenvolver um sistema de tratamento e
reciclagem de meio de cultivo da microalga Scenedesmus sp., cujo meio reciclado
apresente eficiéncia similar a do meio original, permitindo alcancar uso racional de
agua, economia com nutrientes e manter ou melhorar a produtividade de microalgas

em fotobiorreator compacto voltado a producéo de biodiesel.

1.1 ORGANIZACAO DA DISSERTACAO

Esta dissertagdo se encontra organizada em 6 secdes. A se¢do 1 apresenta a
introducdo e organizacdo do trabalho, a se¢do 2 apresenta uma revisdo bibliografica
sobre os temas abrangidos nesta pesquisa, a secdo 3 apresenta os desafios e objetivos
que se pretendem alcancar com esta pesquisa, na secdo 4 € apresentada a metodologia
utilizada para alcancar os objetivos da pesquisa, na secdo 5 sdo apresentados 0s
resultados e discussdes alcangados nesta pesquisa e na secdo 6 sdo apresentadas a

concluséo da pesquisa e as consideracdes para futuros trabalhos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 BIODIESEL

O nome biodiesel foi dado ao transesterificado de 6leo vegetal para descrever
a sua utilizacdo como combustivel para motores a diesel e sua natureza renovavel. E
uma alternativa ecoldgica de combustivel liquido que pode ser utilizado em qualquer
motor diesel sem necessidade de modifica-lo (DEMIRBAS, 2008).

A Lei Federal N. 11.097 de 13 de janeiro de 2005 define biodiesel como:
biocombustivel derivado de biomassa renovavel para uso em motores a combustado
interna com ignicdo por compressdo ou, conforme regulamento, para geracao de
outro tipo de energia, que possa substituir parcial ou totalmente combustiveis de
origem fossil.

Quimicamente o biodiesel é definido como os ésteres de acidos graxos de
cadeia longa derivados de biolipidios renovaveis. E produzido tipicamente, através da
reacdo de um &cido graxo derivado de fontes bioldgicas, 6leos vegetais processados ou
ndo e gorduras animais, com metanol ou etanol, na presenca de um catalisador para
producdo de ésteres metilicos ou etilicos (biodiesel) e glicerina (DEMIRBAS, 2008).

O biodiesel foi inserido na matriz energética brasileira a partir da publicacdo
da lei federal 11.097 de 13 de janeiro de 2005, que também fixa um percentual minimo
obrigatorio, 5%, em volume, de adicdo de biodiesel ao 6leo diesel comercializado ao
consumidor final, em qualquer parte do territério nacional.

A substituicdo de energias provenientes de combustiveis fosseis por biodiesel
apresenta vantagens técnicas como, possui menor ponto de fulgor, reducdo do
lancamento de enxofre e mondxido de carbono, ndo contém hidrocarbonetos
aromaticos e outras substancias quimicas prejudiciais a saude e ao ambiente, €
renovavel, biodegradavel, podendo ser obtido de forma sustentavel (BELTRAO;
OLIVEIRA, 2008; HUANG et al., 2010).

A viabilidade econémica da producdo de biodiesel esta fundamentada no

preco do petroleo, pois € um potencial substituto do diesel. O aumento do preco do
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barril de petroleo, que tem ocorrido nos ultimos anos, torna mais viavel a producao de
biodiesel (LOERA-QUEZADA; OLGUIN, 2010).

Apesar de apresentar um potencial econdémico, quando se considera 0 aumento
do preco dos combustiveis fosseis e que estes tendem a crescer por ndo serem
renovaveis (HUANG et al., 2010), atualmente o custo da producdo de biodiesel ¢
elevado quando comparado com a producdo do diesel e de outros combustiveis de
origem fosseis (tabela 01). Assim o interesse em pesquisas que exploram a reducéo do
custo da producéo do biodiesel tem sido grande, principalmente em relacdo a métodos
de reduzir o custo da matéria-prima que sera utilizada na producéo dos acidos graxos
(MENG et al., 2009).

TABELA 01 — CUSTO DA PRODUCAO DE COMBUSTIVEIS FOSSEIS E DE BIODIESEL

Combustivel Preco.L™ Fonte
Diesel (B5) R$ 1,69 MME, 2012b
Biodiesel* R$ 2,47 MME, 2012a
Biodiesel de microalga R$ 3,14 Hundt; Reddy, 2011
Gasolina R$ 2,44 MME, 2012b
GLP (P - 13) R$ 1,50 MME, 2012b

NOTA —?80,1% de 6leo de soja; 14,4% de gordura bovina e 3,8% de 6leo de algodéo.

2.1.1 Matéria-prima para producao de biodiesel

Os acidos graxos utilizados na producdo de biodiesel podem ser provenientes
de matérias-primas como, plantas oleaginosas, soja, milho, canola, palma, girassol,
mamona, entre outras, 0leos vegetais residuais, gorduras e sebos animais.

A utilizacdo de plantas como matéria-prima da producdo de biodiesel
apresenta limitacbes como o uso de grandes extensdes de terra fértil que gera conflito
com a producdo de alimentos, a rotatividade do plantio em funcdo das estagfes
climéticas, entre outras (LOERA-QUEZADA; OLGUIN, 2010).

Quando utilizado O6leo vegetal para a producdo do biodiesel, o custo da

matéria-prima varia em torno de 70 - 85% do custo total da producdo do biodiesel
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(MENG et al., 2009). Assim, a escolha da matéria-prima se torna um fator critico no

planejamento da producéo do biodiesel.

2.1.2 Microalgas como matéria-prima para producao de biodiesel

Microalgas sdo organismos microscopicos, unicelulares e podem ser
encontrados tanto na dgua (mar, rio, lagos) como no solo. Sao autotréficos, sintetizam
matéria organica a partir de compostos inorganicos, atraves da fotossintese, utilizando
como fonte de energia a luz solar. O termo microalga é totalmente desprovido de valor
taxonbmico e pode se referir a organismos com caracteristica morfologicas
completamente diferentes (DERNER et al., 2006).

Dentre os organismos fotossintetizantes encontrados no ambiente, 0s que
possuem mais rapido crescimento celular sdo as algas, chegam a consumir cerca de
duas toneladas de CO, para produzirem uma tonelada de biomassa (MALLICK et al.,
2012).

Entre os produtos metabdlicos das microalgas se encontram proteinas,
carboidratos, acidos nucleicos, vitaminas e lipidios (MALLICK et al., 2012;
SPOLAORE et al., 2006).

As microalgas podem ser utilizadas como matéria-prima da producdo de
biodiesel, apresentando vantagens como: uniformidade do organismo, ao contrario das
plantas que apresentam folhas, caule, frutos, sementes e raizes que deverdo ser
separados antes da extracdo dos acidos graxos. O préprio cultivo requer menor
investimento monetario na producdo, utilizagdo de solos inapropriados para a
agropecuaria, quando cultivadas em fotobiorreator compacto, permite reduzir as areas
de cultivos e também participar da captura do didxido de carbono proveniente de uma
fonte poluidora (HUNDT; REDDY, 2011; CHISTI, 2007).

A quantidade de lipidios armazenada pelas microalgas é significativamente
superior a das plantas oleaginosas (tabela 02), o que permite reduzir a area de
investimento e reducdo de custos como matéria-prima.

A biomassa residual da extracéo de lipidios de microalgas pode ser destinada a

outros processos produtivos (de farmacos, cosméticos, alimentos, entre outros) para
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obter outros produtos com alto valor agregado, assim como gerar biogds em

biodigestor (CHISTI, 2007).

Os maiores desafios no desenvolvimento do processo de producéo de biodiesel

de microalgas estdo em alcancar (LOERA-QUEZADA; OLGUIN, 2010):

- Selecionar as melhores cepas, em termos de maximo teor de lipidio e maxima
produtividade, melhor perfil de lipidios e adaptabilidade ao tipo de meio e as
condi¢des ambientais;

- Desenvolver estratégias de cultivo adequadas que permitam alcangar maxima
produtividade de lipidios e de biomassa;

- Utilizar as aguas residuais, evitando contaminacdes;

- Desenvolver reatores mais adequados ou uma combinacdo deles, para maxima
producdo de biomassa e um custo minimo;

- Reduzir o custo da colheita;

- Desenvolver o processo de extracdo de lipidios e sua conversdo em biodiesel a um

custo minimo.

TABELA 02 — PLANTAS OLEAGINOSAS UTILIZADAS NA PRODUCAO DE BIODIESEL

Cultura Rendimento de 6leo (L.ha™) Area necessaria (Mha) *

Milho 172 1540

Soja 446 592

Canola 1190 223

Coco 2689 99

Oleo de palma 5950 45

Microalga ° 136.900 2

Microalga ° 58.700 45

NOTA —?Para atender 50% de todos os combustiveis necessarios aos transportes no EUA.; ®70% 6leo
(por massa) em biomassa; ©30% 6leo (por massa) em biomassa.
FONTE: ALTERADO DE CHISTI, (2007)

2.1.3 Microalgas Scenedesmus sp.

As microalgas Scenedesmus sp. sdo clorofiladas unicelulares e uninucleadas,

pertencentes a familia Scenedesmaceae, género Scenedesmus. Possuem forma
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elipsoidal e as col6nias séo planas (série linear) com as células agrupadas em namero
de 4; 8, raramente 16 ou 32 (STANKIEWICZ et al., 1981).

A multiplicacdo das Scenedesmus € por autoesporulacdo, cada célula produz
um cendbio (colbnia de organismos cujo numero de células é geneticamente fixo)
completo, o cendbio-filho pode permanecer unido pelos fragmentos geleificados a
membrana materna (LOURENCO, 2006; STANKIEWICZ et al., 1981).

A tabela 03 apresenta valores do teor lipidico encontrado em algumas espécies
de microalgas Scenedesmus, estes servem de referéncia, poréem ndo podem ser
tomados como base de pesquisa para outras espécies pertencentes a mesmo género,

pois ocorrem variac@es significativas do contetdo lipidico de uma espécie para outra.

TABELA 03 — TEOR LIPIDICO ENCONTRADO EM DIFERENTES ESPECIES DE MICROALGA

Scenedesmus
Teor Lipidico (%)
Microalga Fonte
Controle Otimizado
13,0 58,3 Mandal e Mallick, 2009
Scenedesmus obliquus® 9,4 11,8 Mandal e Mallick, 2009
14,1 - Francisco et al., 2011
Scenedesmus rubescens” - 73,0 Matsunaga, 2009
Scenedemus quadricauda® 18,4 -
Scenedemus sp. F&M-M19? 19,6 - Rodolfi et al., 2009
Scenedemus sp. DM? 211 -

NOTA: ® microalga de &4gua doce; ® microalga marinha; Controle: meio de cultivo padrdo da espécie;
Otimizado: meio de cultivo com varia¢do na taxa de nutrientes.

2.2 PRODUCAO DE MICROALGAS

A producdo de microalgas pode ser realizada para manutencdo de colecdes,
pesquisas cientificas ou para fins comerciais. No primeiro e segundo caso, os cultivos
serdo realizados em ambientes climatizados que permitem maior controle dos fatores
que influenciam no crescimento celular, com volumes pequenos (10 mL — 10 L). Em

plantas comerciais, o volume é superior a mil litros, ainda nesse caso é aconselhado



23

manter uma sala de cultivo para manutencdo e controle das cepas de interesse
(LOURENCO, 2006).

Apesar de documentos que relatam o uso de microalgas e cianobactérias como
fonte alternativa de alimento pelos chineses a cerca de 2000 anos atras, somente nos
ultimos 50 anos tem ocorrido a exploragdo comercial de algas. Inicialmente votada
para producdo de biomassa como fonte de proteinas, a analise sistematica de algas para
0s compostos bioativos e de produtos farmacéuticos (HARWOOD; GUSCHINA,
2009).

Existem varias formas de cultivar microalgas, a primeira e mais basica é

simplesmente uma lagoa rasa (figura 01), onde sdo adicionados nutrientes permitindo

0 crescimento de algas. Apesar de ser um sistema de baixo custo apresenta
dificuldades na eficiéncia do controle de crescimento (HUNDT; REDDY, 2011).

FIGURA 01 — CULTIVOS DE MICROALGAS EM TANQUES ABERTOS: A — PACIFIZC
NORTHWEST NATIONAL LABORATORY; B — CYANOTECH
FONTE: (A) PACIFIC NORTHWEST NATIONAL LABORATORY (2011); (B) CYANOTECH
(2012)

O segundo sistema é o tanque pista, também & uma lagoa aberta, mas é um
circuito especificamente concebido. Um tanque pista é constituido por circuitos e
canais de recirculacéo, tem aproximadamente 0,3 cm de profundidade e é dotado de
pas que permite a homogeneizacdo e circulacdo do cultivo (CHISTI, 2007; HUNDT;
REDDY, 2011).

O cultivo de microalgas em tanques abertos € realizado ha algumas décadas
para a producdo de microalgas como Spirulina (arthrospira), Dunaliella e Chlorella
(LOERA-QUEZADA; OLGUIN, 2010).
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O terceiro sistema € denominado fotobiorreator (figura 02), € um sistema
fechado onde o0 meio de cultivo e as algas circulam através de uma matriz de tubos
transparentes expondo-os a luz. E adicionada continuamente uma fonte de diéxido de
carbono, o ideal é utilizar as emissdes gasosas de uma industria, essa é fundamental
para o desenvolvimento as algas e também contribui com a mistura, ajudando a reduzir

as incrustacbes dos tubos. Embora sua construcdo e operacdo requeiram grandes

investimentos, 95% mais caro que uma lagoa, vem se tornando popular, (HUNDT;
REDDY, 2011; LOERA-QUEZADA; OLGUIN, 2010).

FIGURA 02 — CULTIVO DE MICROALGAS EM FOTOBIORREATOR: A — KLOTZE, SAXONY-
ANHALT; B — NPDEAS
FONTE: (A) UMWELT BUNDES AMT (2010); (B) O AUTOR (2012)

Nos sistemas abertos, lagoa e tanque pista, a temperatura varia conforme as
condicBes do ambiente, o arrefecimento s € possivel por evaporacdo, perdas por
evaporacgdo podem ser significativas, em consequéncia disto a eficiéncia na absorcao
do CO, € muito menor que em um fotobiorreator. Também a ocorréncia de

contaminac@es, por bactérias, fungos, protozoarios, entre outros, que afetam a
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produtividade é maior. Os tanques pistas sdo mais baratos do que os fotobiorreatores,
porque 0 custo de construcdo e operagdo Sdo menores, porém, a produtividade de
biomassa é menor (CHISTI, 2007).

Independente do sistema em que sdo cultivadas as microalgas, a produtividade
esta relacionada a sua taxa fotossintética. Assim, o aumento da producdo de biomassa
estd ligado a capacidade do sistema, alem de fornecer os elementos necessarios a

fotossintese, de maximizar a exposi¢do da microalga a estes.

2.2.1 Fotossintese

A fotossintese (equacéo 1), ocorre por meio de um conjunto de reacdes (figura
03), que podem ser agrupadas em duas etapas interligadas: fotoquimica - dependente
de luz, e quimica - independente de luz, mas dependente dos produtos formados na
etapa fotoquimica (LOPES, 2004).

luz e clorofila
6CO, +6H,0 >CgH1,06 +60, Q)
Feapdo Fotogquimica Feapdo Quitnica
Luz HQD CD;

ﬂlacﬁidawEanma

MADP

Carhoidratos

O, Claroplasta H;0

FIGURA 03 — REACOES DE FOTOSSINTESE
FONTE: MODIFICADO DE LOPES (2004)

O aparelho fotossintético das células sdo os cloroplastos, que sdo compostos

internamente de tilacoides e estroma (cyanobacterias ndo possuem cloroplastos). Os
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tilacoides contém pigmentos, os principais sdo clorofila e carotendides, que absorvem
luz, transferem elétrons e enzimas na etapa fotoquimica. Nesta etapa ocorrem reacgdes
de fotolise da agua e fotofosforilagdo, que interagem para formar ATP e NADPH, que
atuam como fontes de energia para a fixacdo do didxido de carbono na fase quimica
(HALL; RAO, 1980).

O ciclo redutivo de pentose fosfato, ciclo de Calvin, é a via metabdlica da
fixacdo do CO, e que conduz a incorporacdo do carbono em hexoses. O carbono se
reduz para niveis de carboidratos e os produtos intermediarios que participam da
reducéo do carbono séo pentoses fosforiladas (ANDREO; VALLEJOS, 1984).

O rendimento da fotossintese, em uma célula, depende de fatores internos e
externos. Os principais fatores internos sdo a estrutura da célula, teor de clorofila,
acumulo de produtos fotossintéticos dentro dos cloroplastos, a influéncia de enzimas
protoplasmaticas e a presenca de constituintes minerais. Os fatores externos sdo a
luminosidade nas células, a temperatura, concentracfes de dioxido de carbono e
oxigénio (HALL; RAO, 1980).

2.2.2 Fatores que influenciam na produtividade de microalgas

Independente do sistema utilizado para produzir microalgas e sua escala,
diversos fatores influenciam na produtividade das microalgas. Estes fatores séo os
mesmos que limitam o rendimento da fotossintese e desses 0s que podem ser
controlados sdo a variacdo de temperatura, luminosidade, aeracdo e a concentracdo de
nutrientes no meio.

Para os sistemas abertos, tipo lagoas, como representam o ambiente natural,
sdo controlados apenas a concentracdo de nutrientes e a aeracdo. Porém, em
laboratorios e fotobiorreatores, a temperatura e luminosidade também podem ser
controladas.

A alteracdo desses fatores pode alterar a taxa de crescimento das microalgas
ou até mesmo levar a morte das células. VariacGes significativas da quantidade de
nutrientes podem afetar o teor de lipidios nas células e de outras substancias
metabdlicas de interesse (HALL; RAO, 1980; PENTEADO, 2010).



27

2.2.2.1 Luminosidade

A iluminacdo é um dos fatores que requer atencdo especial para o éxito dos
cultivos. A condicdo Otima para o crescimento das microalgas dependerd da
intensidade da luz, do comprimento de onda e duracdo aos quais as células estdo
expostas. Em cultivos de pequena escala, recomenda-se o0 uso de luz artificial, uma vez
que pode ser controlada de acordo com as necessidades das culturas. As lampadas
mais comumente utilizadas sdo fluorescentes do tipo luz do dia, por simular
comprimentos de ondas de 350 a 700 nm, necessarios para a fotossintese. Para
manutencdo das cepas em tubos de ensaio (15 mL) utiliza-se densidade de fluxo
fotdnico de 20 HE.m™2.s™, enquanto que para cultivos de rotinas (250 mL) de 60 a 70
HE.m™?.s™ sdo suficientes (LOURENCO 2006).

O fotoperiodo que se utiliza normalmente é de 10:14 ou 12:12 horas de luz :
escuro, embora a maioria das espécies crescam bem sob uma iluminagdo continua,
manter um cultivo com fotoperiodo favorece a sincronizacdo do cultivo, o que é
recomendado para estudos fisioldgicos e a divisdo celular de muitas espécies ocorre
em periodos de escuros (SCHMIDT, 2007).

O aumento significativo da luminosidade, de 34 para 80 pmol fétons.m?.s™,
permite aumentar a taxa de crescimento em cultivos de microalgas, quando combinado
com o aumento da temperatura, porém quando a temperatura € mantida baixa (+ 14 °C)

0 aumento da luminosidade tem o efeito inverso, fotoinibicdo (SANDNES, 2005).

2.2.2.2 Temperatura

Um dos fatores que mais afeta a taxa metabo6lica dos organismos é a
temperatura. H& perigo em se fazer generalizagbes da temperatura, pois esta varia de
espécie para espécie, ainda que pertencentes a mesma regido. Temperaturas constantes
séo desejaveis, pois proporcionam mais estabilidade nos experimentos e nas operagoes
de rotinas, permitindo maior reprodutibilidade e previsibilidade das respostas das

especies. Para salas de cultivos, temperaturas constantes séo alcancadas por meio de
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sistemas de refrigeracdo, porém, para grandes sistemas a dificuldade de se manter a
temperatura constante ¢ maior (LOURENCO, 2006).

Para manter as cepas é recomendado manter a temperatura em torno de 18 —
22 °C, também pode utilizar temperaturas menores para diminuir a frequéncia de
renovacao dos cultivos. Para fins de reproducdo dos cultivos, se mantém temperaturas
mais altas para acelerar a taxa de crescimento, a qual depende dos limites de tolerancia
de cada espécie. Para as salas utilizadas para manter as cepas, é necessario levar em
consideracdo que o sistema de iluminacdo também produz calor, portanto, deve-se
considerar a necessidade de um sistema confiavel de controle térmico, como sistema
adicional de seguranca (SCHMIDT, 2007).

Ao variar a temperatura dos cultivos de microalga Nannochloropsis oceanica
de 14,5 a 35,7 °C, Sandnes (2005) obteve aumento da taxa de crescimento em relacéo
a temperatura, com um pico entre 25 — 29 °C. Para as temperaturas acima de 30 °C os
cultivos apresentaram reducfes drésticas e alguns ndo cresceram em temperaturas

acima de 35 °C.

2.2.2.3 Aeracao e agitacao

A aeracdo esta diretamente ligada a demanda de carbono, pois na formulacdo
de quase todos os meios de cultivo ndo ha adi¢do de fonte de carbono. A aeracéo
também promove a agitacdo dos cultivos, permitindo a homogeneizacdo, mesmo para
espécies moveis pode haver a decantacdo e acumulo das células junto ao fundo
(LOURENCO, 2006).

O ar ¢ adicionado ao cultivo por agitacdo manual diaria, para volumes de até
500 mL, para volumes maiores a aeracdo pode ser promovida por injecdo de gas
carbonico (CO,) ou com compressor de ar industrial. Quando utilizado ar atmosférico
comprimido, recomenda-se utilizar filtros antes do ar ser injetado nos cultivos, a fim
de diminuir a carga de bactéria e outras particulas, evitando a contaminacao do cultivo.
Existem diferentes tipos de filtros comerciais, assim como pode ser construido de
forma segura, barata e simples utilizando um tubo de PVC, preenchendo de algodao as
extremidades e o centro de carvéo ativado (SCHMIDT, 2007).



29

O uso de CO, deve ser controlado para se tornar eficaz e ndo acarretar perdas
desnecessarias. Em cultivos de microalgas marinhas e de agua doce, com diferentes
concentracBes de CO,, observa-se o aumento do crescimento em relagdo ao do CO, até
determinada taxa, a partir da qual os cultivos ndo apresentam mais variacdes até a
inibicdo do crescimento (CHIU et al., 2009; WIDJAJA et al., 2009).

2.2.2.4 pH

O pH afeta diretamente a disponibilidade de varios elementos quimicos, estes
podem cristalizar e precipitar dependendo do pH do cultivo. Assim, o pH deve ser
quase neutro para que os componentes do meio possam ser efetivamente absorvidos
pelas microalgas (SCHMIDT, 2007; LOURENCO, 2006).

O crescimento da microalga envolve o consumo do CO, dissolvido no meio,
acarretando a elevacdo do pH (> 10). Assim como o aumento da disponibilidade de
CO, pode reduzir o pH (<5) e consequentemente inibir o crescimento de algumas
espécies de microalgas (PIRES et al., 2012).

O uso de tampdes permite uma variagao discreta no pH (0,3), entretanto para
sistemas de producdo de microalgas de grande escala o uso de tampfes aumenta o
custo da producdo. Uma forma de regular as variaces de pH € a aeracdo dos cultivos,
com bombeamento de ar atmosférico (0,03% de CO,) ou com ar enriquecido de CO,,

em concentracao ideal para a espécie cultivada (LOURENCO, 2006).

2.2.2.5 Nutrientes

O crescimento das microalgas e a quantidade de lipidios produzidos pelas
celulas estdo ligados a quantidade de nutrientes disponivel no meio de cultivo.

Existem varios estudos sobre cultivos de microalgas em meios com as mais
variadas caracteristicas, principalmente em relagdo a privacdo de determinados
nutrientes e seus efeitos no aparato fotossintético. Porém em relacdo a caracteristica do
meio e a producdo de lipidios, a literatura torna-se limitada, assim as informacdes que

seguem sdo generalizadas para todas as microalgas (PENTEADO, 2010).
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O carbono, por ser o componente mais importante de todas as substancias
organicas sintetizadas pelas células (proteinas, carboidratos, acidos nucléicos,
vitaminas, lipidios, entre outros), € o elemento necessario em maiores concentracfes
para as algas, a propor¢éo do consumo de carbono, nitrogénio e fosforo € de 106:16:1,
para algas marinhas. Dependendo da velocidade de crescimento das microalgas, pode
ocorrer um rapido consumo do carbono disponivel, tornando-se um fator limitante da
multiplicacdo celular, além da significativa elevacdo do pH do cultivo para valores
superiores a 9, caso 0 meio de cultivo ndo seja tamponado (LOURENCO, 2006).

O fornecimento de concentracOes elevadas de CO, nos cultivos de microalgas
permite aumentar a transferéncia de massa de CO, para 0 meio, porém, a reducdo do
pH decorrente do aumento da disponibilidade de CO, no meio, pode inibir o
crescimento de algumas espécies de microalgas (PIRES et al., 2012).

O aumento da quantidade de carbono em até 2% de CO, no cultivo da
microalga Nannochloropsis oculata permite 0 aumento da biomassa e dos lipidios, em
concentracfes superiores as taxas metabolicas das células comecam a ser inibidas
(CHIU et al., 2009)

O nitrogénio apresenta grande importancia para o desenvolvimento das
microalgas por ser constituinte de diversas substancias do metabolismo primario. As
concentracBes de proteinas, carotendides e clorofila nas células tendem a variar em
relacdo a concentracdo de nitrogénio, quando ha disponibilidade de nitrogénio no
cultivo ocorre 0 aumento das concentracBes de proteinas, carotenoides e clorofila,
porém, conforme se limita o nitrogénio do meio, reduzem-se as quantidades dessas
substancias (LOURENCO, 2006; ORDOG et al., 2011).

A escassez de nitrogénio no meio de cultivo pode aumentar o contetdo
lipidico de uma microalga (SANTOS et al., 2003). Devido ao fato que a deplecédo de
nitrogénio direciona o metabolismo das microalgas antes voltado a multiplicacdo
celular para a producdo de componentes de reserva, como 0s acidos graxos saturados,
preparando a célula para um periodo de privacdo nutricional (ALONSO et al, 2000;
XU et al., 2012). Além de permitir o aumento do teor lipidico das células, a deplecéo
de nitrogénio altera gradualmente a composi¢do dos lipidios, de acidos graxos para
triglicerideos (WIDJAJA et al., 2009).
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O fosforo tem importantes funcBes na célula, participa de todos 0s processos
de trocas energeticas e na constituicdo de moléculas estruturais. Os principais
componentes estruturais que apresentam fosforo em microalgas sdo ATP, acUlcares
fosfatados, acidos nucléicos e fosfoenzimas. A assimilacdo do fosforo é dependente de
luz, possivelmente em razdo da acumulagdo de energia em ATP. Semelhante ao
nitrogénio, o foésforo € considerado um dos principais elementos limitantes do
crescimento celular, porém as microalgas sdo capazes de absorverem grandes
quantidades de fosforo, 8-16 vezes a mais que a cota minima do elemento, o que
permite o crescimento mesmo em periodos de priva¢ées (LOURENCO, 2006).

A variacdo de fosforo (10; 50; 250 e 500 mg.L™) no meio de cultivo da
microalga Arthrospira platensis ndo afeta o teor lipidico das células. Porém, o teor de
carboidratos apresenta um aumento de até 60% para concentracdes de 10 mgL™ de
fosforo, para as outras concentracdes ndo ocorreram variacdes significativas
(MARKOU et al., 2012).

A deficiéncia de fosforo no meio, afeta o perfil lipidico da célula com mais
intensidade do que afeta a quantidade de lipidios produzidos por biomassa seca. Como
o fosforo faz parte dos fosfolipidios, uma limitacdo deste nutriente direciona o
metabolismo da microalga para a producdo de triglicerideos saturados e lipidios
neutros, e ainda causa uma diminuicdo de &cidos graxos polinsaturados (SIRON et al.,
1989).

O ferro € extremamente importante para algas por participar de inUmeras
funcdes como, vias biossintéticas da clorofila e dos citocromos, respiracdo — transporte
respiratorio de elétrons, fotossintese — transporte fotossintético de elétrons, reducao de
nitrato e de nitrito, reducdo de sulfato, fixacdo de nitrogénio molecular (N,),
detoxicacdo de espécies reativas de oxigénio e, além destes, é cofator de diversas
enzimas (LOURENCO, 2006).

A limitacdo de ferro no meio pode limitar o crescimento, e alterar a
concentracdo de clorofila. Em cultivos da microalga Cylindrotheca closterium com
concentracédo de 10 nmol.L de ferro o crescimento celular foi reduzido em 60%, em
relacdo aos cultivos com 20 nmol.L™ e 11,7 pmolL™ de ferro, para estas

concentragdes ndo ocorre variagdes significativas. Entretanto a taxa de clorofila a nas
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celulas apresentou variacgdes significativas, proporcionais a varia¢do do ferro no meio
(PANKOWSKI; MCMINN, 2009).

A concentragdo de ferro do ambiente apresenta relacdo direta com o contetdo
lipidico de microalga, a suplementacdo de ferro no inicio do cultivo aumenta o
crescimento celular e estimula a produgdo de lipidios neutros, até 56,6% quando
comparado com um cultivo sem suplementacdo de ferro (LIU et al., 2008).

Os micronutrientes, sobretudo os metélicos de forma genérica, tem como
principal funcdo participar das estruturas e de atividades enziméaticas como sintese de

acidos graxos, fixacdo do nitrogénio, respiracdo e fotossintese (LOURENCO, 2006).

2.2.3 Producéo de microalgas no NPDEAS

O Ndcleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Energia Autossustentavel
(NPDEAS) busca sua sustentabilidade energeética a partir da producdo de biodiesel
gerado com biolipidios provenientes de microalgas. O processo produtivo idealizado,
conforme apresentado na figura 04, inicia-se com a producdo de microalgas em um
fotobiorreator (FBR) compacto, apds o periodo de cultivo vém etapas de colheita,
recuperacdo da biomassa, secagem, extracdo de lipidios e estes seguem para a
producéo do biodiesel.

Os fotobiorreatores sdo construidos com tubos de PVC transparentes, cada
unidade possui volume aproximado de 10 m® a aeracdo do cultivo é realizada por
compressores de ar industriais, sem adi¢do de CO, (RIBEIRO et al., 2009).

As unidades de cultivos s&o inoculadas com meio de cultivo semidefinidos e
microalgas Scenedesmus sp. (MELLO et al., 2010; SOARES, 2010).

A recuperacdo da biomassa € realizada por floculacdo com NaOH e
sedimentacdo (GHIDINI et al., 2009; MORAES, 2011). O meio de cultivo clarificado,
efluente do cultivo de microalgas, retorna ao inicio do processo como parte do novo

meio de cultivo.
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FIGURA 04 — FLUXOGRAMA DA PRODUCAO DE BIODIESEL NO NPDEAS
FONTE: ALTERADO DE SATYANARAYANA et al. (2010)

2.2.4 Recuperacédo da biomassa

Dentre as etapas que envolvem o processo de producdo de microalgas, a
separacdo das células do meio de cultivo, devido a densidade das células ser
semelhante a da agua, a diluicdo dos cultivos, tamanho das microalgas (3-30 um de
didmetro) e volume, pode representar um problema significativo. O custo da
recuperacdo de biomassa pode representar de 20 - 30% do total da producdo de
biomassa (GONZALEZ-FERNANDEZ, 2012; GRIMA, et al, 2003).

A recuperagdo da biomassa consiste na remogdo das microalgas do meio de
cultivo, podendo ser realizada por sistemas fisicos. Os sistemas fisicos tradicionais sdo
a centrifugacdo, filtragdo e sedimentacdo, nos quais hd um gasto energético ou tempo

consideravel.
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A centrifugacdo consiste na colisdo, agregacdo e sedimentacdo da biomassa
por uma forca centripeta. Como a células estdo expostas a elevadas forcgas
gravitacionais e de cisalhamento, sua estrutura pode ser danificada (PIRES et al.,
2012). Porém, como pode ocorrer sem a adicdo de produtos quimicos, conservam-se as
propriedades originais das células.

Para processar elevados volumes de cultivos de microalgas, a centrifugacéo
direta pode ndo ser vidvel, em razdo do elevado gasto energético, assim, produtos
finais de baixo valor agregado, podem tornar essa pratica economicamente
insustentavel (LEE et al., 2009).

Na filtragdo ocorre o0 adensamento da biomassa em membranas filtrantes, por
meio de for¢as mecanicas. Em um sistema de grande escala, filtros de pressdo ou
vacuo sdo satisfatérios para recuperar algas que apresentarem células grandes ou
filamentosas, como a Coelastrum proboscideum e Spirulina platensis, porém falham
ao recuperar células pequenas como das microalgas Scenedesmus, Dunaliella e
Chlorella, que produzem um rapido entupimento da membrana filtrante, e ndo ha
técnica viavel de filtracdo para esses casos (GRIMA et al., 2003).

O processo de sedimentacdo consiste na decantacdo das células por forcas
gravitacionais, de forma natural, quando mantidas em repouso. A sedimentacdo de
microalga € lenta e consequentemente com eficiéncia reduzida.

Durante o cultivo de microalgas pode ocorrer sedimentacédo das células devido
ao agrupamento destas em col6nias, a mudanca das caracteristicas do meio que levam
a autofloculacdo, entre outros. Estes fatores ocorrem de formas imprevisiveis e
indeterminadas, ndo permitindo a sua utilizacdo como forma de aumentar a taxa de
sedimentacéo.

Estes sistemas podem estar associados a um sistema de floculagdo com a
finalidade de aumentar a taxa de remocdo das particulas solidas, reduzir o tempo € 0
gasto energético. A floculacdo é realizada para aumentar o tamanho efetivo das
particulas e aumentar a taxa de sedimentagéo, assim como da centrifugacao e filtracéo
(GRIMA et al., 2003). E um processo vidvel para recuperar a biomassa, porém,
dependendo das caracteristicas quimicas do agente floculante, este pode danificar as

células, levando a perdas de substancias celulares de interesse (LEE et al., 2009).
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Um processo de floculagdo / sedimentacdo permite recuperar altas taxas de
microalgas dos cultivos em poucos minutos. Horiuchi et al. (2003) recuperou 92% das
células do cultivo de microalga Dunaliella tertiolecta em 6 min e Wu et al. (2012)
mais de 90% dos cultivos de Chlorella vugaris, Scenedesmus sp., Chlorococum sp.,
Nannochloropsis oculata e Phaeodactylum tricornutum em 10,5 min por floculagédo
com NaOH. Estudo com combinacdo de coagulantes catidnicos, cloreto de célcio (10
mmol.L™) e cloreto férrico (0,26 mmol.L™), apresentou uma eficiéncia de 90% na

recuperacdo da biomassa de Scenedesmus sp. em 2,5 min (KIM et al., 2011).

2.3 RECICLAGEM DO MEIO DE CULTIVO

Do valor total do custo da producdo de biomassa, aproximadamente 35% é
gasto para produzir o meio de cultivo (GRIMA et al., 2003). Uma das formas de se
reduzir o custo da producdo de microalga é através da reciclagem do meio de cultivo
(RODOLFI et al., 2003; KIM et al., 2011), que permite, aléem da reducdo de gastos
com agua, obter incrementos de biomassa por meio da recuperacdo dos nutrientes que
ndo foram consumidos no cultivo anterior.

A reciclagem do meio de cultivo das microalgas Chlorella vugaris,
Scenedesmus sp., Chlorococum sp., Nannochloropsis oculata e Phaeodactylum
tricornutum, clarificado com NaOH, neutralizado com &cido nitrico ou cloridrico e
suplementado com nutrientes, teve produtividade de biomassa semelhante a do meio
fresco, exceto para os cultivos de Phaeodactylum tricornutum que apds dez dias a
biomassa comecou a reduzir (WU et al., 2012).

Kim et al. (2011) cultivaram uma microalga Scenedesmus sp. em meio
reciclado, filtrado, adicionando 10% de indculo e meio fresco nas seguintes
proporcdes: 0; 20% e 50%, para os cultivos com adi¢do de meio fresco o acimulo de
biomassa foi maior que nos cultivos com apenas meio fresco.

A fim de avaliar a tolerdncia da microalga Dunaliella tertiolecta a
alcalinidade, Horiuchi et al. (2003) adicionou ao meio de cultivo clarificado, com
hidroxido de sddio (NaOH) e neutralizado com &cido cloridrico (HCI), 10% de meio

fresco, sem adicionar inéculo ao novo cultivo, obteve um aumento progressivo da
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densidade celular, no ultimo dia de cultivo com meio reciclado a taxa de biomassa
seca foi superior a do cultivo com meio fresco.

A prética de reuso de efluente ndo é tdo imediata como pode parecer, pois para
entrar novamente no processo produtivo a agua deve apresentar caracteristicas fisicas,
quimicas e biologicas adequadas ao seu uso. Uma das principais limitacdes dos
processos de reuso é a concentracdo de determinadas substancias e contaminantes
especificos, gerados durante o processo de tratamento, que aumentam a medida que a
agua é reciclada, reduzindo o potencial do reuso e pode comprometer a atividade que
adota esta pratica (MIERZWA; HESPANHOL, 2005).

Cultivos de Nannochloropsis sp. em meio reciclado apresentaram decréscimo
de biomassa quando comparados com os cultivos em meio fresco, devido a liberagédo
de substancias autoinibidoras pelas células residuais, da microalga, no meio clarificado
(RODOLFI et al. 2003).

Pesquisas sobre reciclagem do meio de cultivo de microalgas Secendesmus sp.
cultivadas em meio definido BG11 tem sido publicadas (KIM et al., 2011; WU, et al.,
2012), porém, como as microalgas Scenedesmus cultivadas nestes trabalhos e no
NPDEAS ndo tem a espécie identificada, o meio e as condi¢gdes dos cultivos sdo
diferentes é necessario avaliar a possibilidade e condi¢des de reciclagem do meio da
mesma, para que este sistema possa ser adotado nos cultivos de microalgas dos
fotobiorreatores do NPDEAS.
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3 DESAFIOS E OBJETIVOS

O uso de microalgas como matéria-prima da producédo de biodiesel, apesar das
vantagens que apresenta em relacdo as plantas oleaginosas, para se tornar um sistema
economicamente competitivo, entre outros, é necessario melhorar o sistema de cultivo
das microalgas com o intuito de aumentar a producéo e reduzir seus custos.

Como a producdo de microalgas € um tipico sistema de aquicultura,
dependente de volumes consideravel de agua, apos o periodo de cultivo das microalgas
e recuperacdo da biomassa obtém-se um grande volume de &gua residuéria (meio
clarificado).

O descarte do meio clarificado, proveniente da producdo de microalgas,
implica em perdas econdmicas, além da propria agua, também de nutrientes que nao
foram consumidos pelas microalgas, assim como do tratamento preliminar da agua do
meio. Portanto, faz-se necessario estabelecer mecanismos eficientes para alcangar o
seu uso racional e minimizar as perdas econdmicas e operacionais envolvidas no
processo de descarte do meio de cultivo.

Assim o desenvolvimento de um sistema de reciclagem do meio de cultivo,
como forma de reduzir perdas econdmicas relevantes da producdo de microalgas, se
apresenta como um desafio a ser vencido em relacdo a producdo de matéria-prima para

producdo de biodiesel de microalgas.

3.1 OBJETIVO GERAL

Através dessa pesquisa busca-se desenvolver um sistema de tratamento e
reciclagem de meio de cultivo de microalgas, cujo meio reciclado apresente eficiéncia
similar a do meio original, permitindo alcancar uso racional de 4gua, economia com
nutrientes e manter ou melhorar a produtividade de microalgas em fotobiorreator

compacto voltado a producéo de biodiesel.



3.1.1 Objetivos especificos

- Cultivar a microalga Scenedesmus sp. em meio de cultivo Guillard — “F/2”

modificado;

- Definir o periodo de cultivo da microalga Scenedesmus sp.;

- Definir o sistema de tratamento do meio de cultivo;
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- Definir a quantidade de nutrientes a ser adicionada nos cultivos com meio de cultivo

reciclado;

- Avaliar o pos-tratamento do meio de cultivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Cultivar a microalga
Scenedesmus sp.

Definir o periodo de cultivo
da microalga Scenedesmus

sp.

Definir o sistema de
tratamento do meio de
cultivo

Definir a quantidade de
nutriente a ser adicionada
nos cultivos com meio de

cultivo reciclado

Avaliar o pés-tratamento do
meio de cultivo

.

1
=
ad

1

ESTRATEGIAS

- Determinar a densidade celular
- Avaliar a produtividade de biomassa
seca e de lipidios totais

- Avaliar a produtividade diaria de
biomassa e lipidios

- Recuperar a biomassa celular
- Avaliar o teor lipidico da biomassa
recuperada

- Determinar a densidade celular
- Avaliar a produtividade de biomassa
seca e de lipidios totais

- Determinar a densidade celular

FIGURA 05 -
TRABALHO

FLUXOGRAMA DE OBJETIVOS ESPECIFICOS E ESTRATEGIAS DE
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4 METODOLOGIA
4.1 MICROALGA

A microalga Scenedesmus sp. utilizada para realizar os experimentos descritos
neste trabalho foi cedida pelo Grupo Integrado de Agquicultura da Universidade
Federal do Paranad (GIA — UFPR) e foram mantidas em ambiente climatizado (sala de
cultivo) no NPDEAS. Microalga, meio de cultivo e condicdes de cultivo foram
definidos de forma a dar continuidade as pesquisas desenvolvidas pelo NPDEAS
(MELLO et al., 2010; PENTEADO, 2010; SOARES, 2010; MORAIS, 2011).

4.2 MEIO DE CULTIVO

A microalga foi cultivada em meio Guillard “F/2” modificado de Lourenco

(2006), conforme apresenta a tabela 04, com concentragdo de 1 mL.L™ de agua.

TABELA 04 — COMPOSICAO DO MEIO GUILLARD “F/2” MODIFICADO

Solucio Reagentes Concentracéo da Concentragdo no meio
¢ g solucéo estoque (g.L™) de cultivo (g.L™)
Nitrato NaNO, 75,0000 7,5.10°
Fosfato NaH,PO,. 7H,0 9,6500 9,65.10°
ZnSO, . 7H,0 0,0220 2,2.10°
MnCl, . 4H,0 0,1800 1,8.10*
Na,MoO, . 2H,0 0,0063 6,3.10°
Metais CuSO, . 5H,0 0,0098 9,8.10°
Co(NOs), . 6H,0 0,0100 1,0.10°
C1oH14sN,Na,0g . 2H,0 4,3600 4,36.10°
FeCl; . 6H,0 3,1500 3,15.10°

FONTE: MODIFICADO DE LOURENCO (2006)

A é&gua utilizada nos cultivos, proveniente da rede de abastecimento publica,

foi tratada com 11,25 pL.L™ de hipoclorito de sodio (10 — 12% de cloro ativo), tempo

de contato de 10 minutos (SAUDE, 2011), para descontaminagio e o cloro ativo foi



40

neutralizado com 31,25 pL.L™ de solucdo de tiossulfato de sddio com concentrag&o de
1 mol.L", a eficiéncia da neutralizacdo foi avaliada com o kit comercial Clorotest

(4cido cloridrico / ortotoluidina). Em seguida procedia-se com o preparo do meio.

4.3 CONDICOES DE CULTIVO

Os cultivos foram realizados em baldo de Erlenmeyer de 2 L (figura 06 A) e
galdes de 10 L (figura 06 B), com volume util variando entre 25 e 90% da capacidade
tedrica do recipiente. Os cultivos foram inoculados com 90% (v:v) de meio de cultivo

e 10% de ino6culo.

A
FIGURA 06 — A — CULTIVOS EM ERLENMEYER DE 2 LITROS; B — PREPARO DE CULTIVOS
EM GALAO DE 10 LITROS

O preparo do indculo seguiu o procedimento descrito na secdo 4.2, e foram
mantidos em baldo de Erlenmeyer de 2 L até o quinto dia de cultivo, quando se
procedia com a inoculagé@o dos experimentos.

Os cultivos foram mantidos com agitacdo constante, por meio de aera¢do com
fluxo de ar atmosférico, com volume de aproximadamente 0,05 L.s* por litro de
cultivo, proveniente de um compressor de ar e distribuido por mangueiras de silicone
conectadas a pipetas colocadas dentro de cada um dos recipientes. A temperatura foi
mantida a 17 + 2 °C e a iluminacdo em aproximadamente 111,5 pmol fétons.m?.s,
obtida por meio de lampadas fluorescente, sem fotoperiodo, fornecendo assim,

condicBes para desenvolvimento rapido dos cultivos.
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4.4 AVALIACAO DO CULTIVO

Os cultivos foram avaliados diariamente a partir da determinacdo da densidade
celular. Para realizar as analises de biomassa seca e dos lipidios totais, a primeira
amostra foi coletada no terceiro dia da fase de crescimento exponencial e depois a cada
dois dias. Com base nos valores obtidos nas analises de biomassa seca e lipidios totais
foi avaliada a produtividade da microalga. Esta foi utilizada para determinagdo do

tempo ideal dos cultivos.

4.4.1 Densidade celular

A densidade celular (N. de cel.mL™), realizada em triplicata, foi obtida a
partir da contagem diaria das células de cada controle por microscopia éptica (aumento
de 400X) com auxilio de hemocitémetros, camara de Neubauer (figura 07), durante o
desenvolvimento dos cultivos (VEGA E VOLTOLINA, 2007a). Os resultados da
densidade celular foram utilizados para descrever a cinética de crescimento da

microalga.

%zglfjernm ? v\ NEUBAUER
MPROVED
Depth €€ . e
Profondeur : BRIGHT-LINE
0,0025mm¢ 1 (>
(-

FIGURA 07 - CAMARA DE NEUBAUER

4.4.2 Cinética de crescimento

As equaces logistica (2) e exponencial (3) foram comparadas entre si,
buscando a equacdo que melhor descrevesse o perfil de crescimento da microalga, para
construcdo das curvas de cinética de crescimento. Os dados experimentais de

densidade celular foram ajustados a equacdo logistica por regressdo ndo linear
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utilizando o algoritmo de Marquardt do software TK Solver 5.0 e a equacdo

exponencial por regressao linear utilizando o software Excel.

H N j,g;ﬂ ®)
N, -1

N — densidade celular (N. de cel.mL™);

Equacdo logistica

onde:

N, — densidade celular inicial (N. de cel..mL™);
Nmax — densidade celular méxima (N. de cel..mL™);
« — velocidade especifica de crescimento (dia™);

t — tempo de cultivo (dias);

Equacdo exponencial

N = N,.e“" 3)
4.4.3 Biomassa seca

A determinacdo da biomassa seca, gramas por litro de meio de cultivo (g.L™),
foi realizada em triplicata por filtracdo a vacuo, com base na metodologia de Penteado
(2010). Trés aliquotas de 15 mL do cultivo de microalgas foram filtradas, em papel de
filtro quantitativo, com porosidade média de 8 um, com auxilio de bomba a vacuo. Os
filtros com as amostras de biomassa foram levados a estufa com temperatura de 60 °C
até massa constante e tiveram suas massas quantificadas em balanga analitica.

Para deduzir a umidade inicial dos filtros, trés filtros tiveram suas massas
quantificadas e foram levados a estufa nas condicdes anteriores até massa constante.

Determinacgdo da umidade do papel de filtro em gramas (g):

U (g):(Fz _Fl) (4)
onde:

F, —massa do papel de filtro tmido (Q);

F, — massa do papel de filtro seco (g);
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Determinacdo da biomassa seca em gramas por litros (g.L™):

(F,—F -U)

B (gL")= v

(5)
onde:

F3 — massa do papel de filtro com biomassa seca (g);

V — volume de meio de cultivo filtrado (L);

U — umidade inicial do papel de filtro (g);

4.4.4 Lipidios totais

A determinacdo de lipidios totais, em miligramas por litro de cultivo (mg.L™),
foi realizada em triplicata com base na metodologia Bligh & Dyer adaptada de
Rodriguez et al., (2007), que consiste na utilizacdo de uma mistura monofasica de
cloroférmio, metanol e agua.

Foram separadas amostras de 5 mg de biomassa liofilizada da microalga em
tubos de fundo conico (tipo Falcon) de 15 mL. Adicionou-se as amostras 3 mL de
solucdo de cloroférmio: metanol (2:1, v:v) e 10 pL de solucdo de butil-hidroxitolueno
— BHT (1% em metanol). As amostras foram sonicadas por 3 ciclos de 15 minutos
cada e em seguida incubadas por 24 horas a 4 °C protegidas da luz (embrulhadas em
papel aluminio), para evitar a foto-oxidacéo.

As amostras foram sonicadas por 3 ciclos de 15 minutos e centrifugadas a
5000 rpm por 20 min. a 5 °C, a fase liquida foi recuperada e reservada (tubo 2).
Adicionou-se 1,5 mL de solucdo cloroférmio: metanol a biomassa sedimentada e
centrifugou-se nas mesmas condi¢es anteriores, a fase liquida foi recuperada e
transferida ao reservado (tubo 2).

Adicionou-se 2 mL de agua destilada e 1 mL de cloroférmio a fase liquida
reservada (tubo 2), as amostras foram agitadas e centrifugadas a 5000 rpm por 10 min.
a 5 °C. A fase inferior foi recuperada e reservada em um vial (tubo 3) com massa
previamente quantificada. A fase aquosa (tubo 2) foi lavada com 1 mL de cloroférmio,
agitada e centrifugada nas mesmas condicdes anteriores, a fase inferior foi transferida
ao vial. O vial foi levado a capela de exaustdo, para o solvente evaporar. A seguir o

vial teve sua massa novamente quantificada.
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Determinacdo dos lipidios totais em mg.L™:

Lipidios (mg.L™) =(L2_TL1)’B.1000 (6)
onde:
L, — massa do vial vazio (g);
L, — massa do vial com lipidios (Q);
C — biomassa seca (g);
Determinacao dos lipidios totais em %:

(L, —L,)-100

Lipidios (%) = c

(7)
45 TRATAMENTO DO MEIO DE CULTIVO

Foi definido que o processo de tratamento do meio de cultivo e o processo de
recuperacdo da biomassa ocorreriam em uma Unica etapa. A recuperacdo da biomassa
devera ter eficiéncia tal que o meio clarificado ndo necessite de mais tratamento, além
de filtracdo. Para recuperar as células da microalga Scenedesmus sp. do meio de
cultivo utilizou-se o procedimento padrdo de sedimentacdo precedida de floculagéo
quimica.

Foram realizados experimentos com dois floculantes, hidroxido de sodio
(NaOH) por ser utilizado nas pesquisas do NPDEAS e cloreto férrico hexahidratado
(FeCl3.6H,0) por ser um dos constituintes do meio de cultivo utilizado nesse trabalho.

Para definir a concentracdo ideal de floculante para recuperar a biomassa,
foram comparados os valores de absorbancia do meio clarificado das amostras
floculadas com o valor obtido no clarificado das amostras centrifugadas.

A eficiéncia, porcentagem de remocéo das celulas, de cada um dos processos
foi calculada por meio da equacéo 8.

Determinacdo da eficiéncia em porcentagem (%):

Al
E(%) = —— 1100

onde:
A; — absorbancia do meio clarificado;

A, — absorbancia do cultivo;
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A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro, reprodutibilidade
de £ 0,05 nm e precisdo de + 0,1 nm, com comprimento de onda de 540 nm, em
cubetas de poliestireno cristal com caminho 6ptico de 10 mm.

Para definir o floculante mais eficaz para tratar o meio de cultivo foram
realizadas analises de lipidios totais, conforme descrito na secdo 4.4.4, da biomassa
recuperada com cada um dos floculantes e comparados com o valor encontrado na
biomassa recuperada por centrifugacéo.

As metodologias, descritas a seguir, foram comparadas entre si e com 0
procedimento padrdo de centrifugacdo, apenas uma foi escolhida para aplicacdo de

rotina neste trabalho.

4.5.1 Centrifugacéao

A recuperacdo do meio de cultivo por centrifugacdo foi adaptado da
metodologia descrita por Soares (2010), amostras de cultivo de microalga foram
centrifugadas a 7000 rpm por 15 minutos a 4 °C. Os testes foram realizados em

duplicatas.

4.5.2 Floculagéo

Para definir a metodologia de recuperacdo do meio de cultivo por floculacéo
foram realizados testes em duplicatas, com dois coagulantes distintos, mantendo fixo o
tempo e as condicdes de agitacdo nas seguintes faixas: agitacdo rapida de 500 rpm por
5 segundos, agitacdo lenta de 250 rpm por 5 minutos e sedimentacdo de 10 minutos.

As concentracdes dos coagulantes foram variadas até encontrar a melhor coagulacao.
4.5.2.1 Floculagao com solucéo de cloreto férrico hexahidratado
Inicialmente uma amostra de 250 mL do cultivo de microalgas foi floculada

com solucdo de cloreto férrico hexahidratado (FeCl;.6H,0) com concentracdo de 0,1

mol.L™* seguindo as condicBes descritas na secdo 4.5.2, com volume de solucdo
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suficiente para obter uma solucdo final (cultivo + floculante) de 0,3 mmol.L™
(SOARES, 2010). A partir de observacao visual definiu-se que o volume de FeCl;
deveria ser reduzido, assim, outros dois volumes foram testados, como apresenta a
tabela 04.

TABELA 05 - VARIACAO DE FeCl; NOS TESTES DE FLOCULAGAO

Floculante Volume - mL Concentrag&o - mmol.L™
0,75 0,3
FeCls 0,50 0,2
0,25 01

4.5.2.2 Floculacédo com solucéo de hidroxido de sodio

Foi adicionado em uma amostra de cultivo, gradualmente, solucdo de NaOH
com concentracdo de 1 mol.L™ até se verificar uma elevacio significativa do pH da
solucdo, a partir deste foram calculados os demais volumes a serem testados, conforme
mostra a tabela 05. Definidos os valores, amostras de 250 mL de cultivo de microalgas

foram floculadas seguindo as condic¢des descritas na se¢do 4.5.2.

TABELA 06 — VARIACAO DE NaOH NOS TESTES DE FLOCULACAO

Floculante Volume —mL Concentragao — mmol.L™
1,0 4
NaOH 15 6
2,0 8

4.6 RECUPERACAO DO MEIO DE CULTIVO

A microalga Scenedesmus sp. foi cultivada durante o periodo de cultivo, o
cultivo foi floculado, conforme procedimento padrdo definido para este trabalho. O
meio clarificado foi filtrado em filtro a vacuo com membrana filtrante de celulose, de
porosidade média de 8 um. A figura 08 mostra as etapas do tratamento do meio de

cultivo.
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FIGURA 08 — A — CULTIVOS DE MICROALGAS; B — RECUPERAGAO DA BIOMASSA; C —
MEIO CLARIFICADO; D — MEIO CLARIFICADO SEM FILTRAR; E - MEIO
CLARIFICADO FILTRADO

4.6.1 Adicdo de nutrientes no meio de cultivo reciclado

A quantidade de nutrientes necesséria para recuperar o meio de cultivo foi
definida a partir de informacGes gerais sobre nutricdo de microalgas e dados
experimentais. Assim, foi adicionada solugdo de nitrato e fosfato nas mesmas
concentracdes que no meio fresco (100%) e realizado um experimento, em triplicatas,
com cultivos (T) com diferentes concentracdes da solucdo de metais:

— Ty: cultivo sem adicéo (0%) da solucdo de metais;

— T,: cultivo com adicdo de 25% da solucdo de metais.

4.6.2 Avaliagdo do pos-tratamento do meio de cultivo

Foi definido na se¢do 4.6 que o meio de cultivo clarificado para compor o
novo meio de cultivo passaria por filtracdo (pds-tratamento). Entretanto, as células
presentes no meio clarificado podem ser utilizadas como inéculo do novo meio de
cultivo. Assim, a necessidade de aplicar o pés-tratamento ao meio de cultivo foi
definida a partir de dados experimentais. Para tanto, foi realizado um experimento com
dois controles (B) em triplicatas:

— By cultivo da microalga em meio reciclado filtrado (conforme secéo 4.6);

— B,: cultivo da microalga em meio reciclado sem filtrar.
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Os cultivos foram preparados com as concentracdes de nutrientes definidos a
partir do experimento da secdo 4.6.1 e acrescentando volume de in6culo equivalente a

10% do volume final (conforme definido na se¢éo 4.3)

4.7 TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

Os valores de densidade celular, pH e absorbancia, apresentados neste
trabalho, sdo médias dos resultados das amostras de cada experimento, acompanhadas
dos erros (desvio padrdo) das amostras:

X' + 25 (9)
onde:

x’ — média aritmética dos valores das amostras;
S — desvio padrao;

Os desvios padrGes foram multiplicados por dois para que o nivel de
significancia dos erros abrangessem 95% dos valores das amostras, conforme mostra a
figura 09.

Desvio padrao (S):

(10)

onde:
X; — valor de cada amostra;

n — nimero de amostras;

0o -25 -15 0 15 25 )
68,2% dos valores
95,5% dos valores

FIGURA 09 — DISTRIBUICAO NORMAL SIMETRICA
FONTE: MODIFICADO DE RODRIGUES (2008)
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Os valores de biomassa e lipidios apresentados neste trabalho sdo meédias dos
resultados das equacgdes, acompanhadas dos erros (propagacao dos erros):

x"’+Z (11)
onde:

x’’— média aritmética dos resultados das equaces (de cada amostra);
Z — propagacao do erro;

Propagacéo do erro (2):

SaCER)

onde:

S, — desvio padréo de a;

S, — desvio padréo de b;

Xa — média aritmética de a;

Xp — média aritmética de b;

Para comparar se duas amostras apresentavam diferencas significativas entre
si, foi utilizado o teste T de Student, com auxilio do software Excel, com nivel de
significancia de 5%. Considerando os testes bilaterais e variacdes distintas das
amostras (heterocedastico).

Nivel descritivel do teste — p:

—p > 0,05 ndo houve diferenca significativa entre a média das amostras;

—p < 0,05 houve diferenca significativa entre a média das amostras

Para rejeitar um resultado de amostragem foi aplicado o teste Q de Dixon com
nivel de confianca de 90%.
Rejeitar o valor menor:

X, —X
Qxa — a+l a (13)
Xy =X
onde:
X1 — primeiro valor de um conjunto de n amostras organizadas em ordem crescente;
Xn — Ultimo valor de um conjunto de n amostras organizadas em ordem crescente;

Xa — Valor menor de um conjunto de n amostras ;
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Xa+1 — Proximo valor acima de X,;

Rejeitar o valor maior:

Qp =—2—2* (14)
onde:
Xp — valor maior de um conjunto de n amostras organizadas em ordem crescente;
Xp.1 — préximo valor abaixo de Xy;
— Se Qcal > Qrapw, 0 Valor é considerado disperso e pode ser rejeitado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A microalga Scenedesmus sp. foi cultivada durante vinte um dias, nesse
periodo foram realizadas analises de biomassa seca e lipidios totais, a fim de definir a
produtividade de biomassa seca e lipidios totais e delimitar um periodo ideal para 0s
préximos cultivos realizados.

Para reduzir custos e perdas durante o processo de reciclagem, foi definido
que o processo de recuperacdo da biomassa e o tratamento do meio de cultivo seria um
unico processo. Esta etapa é identificada como tratamento do meio de cultivo e teve
eficiéncia tal que permitisse recuperar as células presentes no meio e que 0 mesmo seja
utilizado para compor um novo meio de cultivo, sem que haja necessidade de um pos-
tratamento.

Em seguida a microalga foi cultivada em meio totalmente reciclado,
adicionando nutrientes e inoculo, a fim de verificar se a microalga Scenedesmus sp.
poderia ser cultivada em meio reciclado sem que ocorressem perdas de biomassa e

lipidios.

5.1 CULTIVO DA MICROALGA Scenedesmus sp. EM MEIO DE CULTIVO
GUILLARD - “F/2” MODIFICADO

5.1.1 Cinética de crescimento

A fim de definir a cinética de crescimento da microalga Scenedesmus sp., esta
foi cultivada em meio Guillard — “F/2” modificado, durante 21 dias. O crescimento
celular, em cada controle, foi avaliado a partir da determinacdo da densidade celular
em funcdo do tempo, pois permite obter resultados imediatos sobre a evolugdo dos
cultivos, definir a velocidade de crescimento, densidade celular minima e méaxima da
especie.

A figura 10 representa a cinética de crescimento da microalga, com 0s ajustes
logistico e exponencial, calculados a partir das equacdes apresentadas na sec¢do 4.4.2.

O crescimento foi exponencial apenas nos quatro primeiros dias e para todo o periodo
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de cultivo, 21 dias, os dados se ajustaram bem a equacdo logistica. Assim, este foi
aplicado como ajuste padrdo para as demais curvas de crescimento celular

apresentadas nesse trabalho.

1600 -

1400

1200

1000

800

600

N. de cel. (.10%). mL™!

400

200

0

0123 456 7 8 91011121314151617 18192021

Tempo - dias

FIGURA 10 — CURVA DE CRESCIMENTO DA MICROALGA Scenedesmus sp. (¢: DENSIDADE
CELULAR; —: AJUSTE LOGISTICO; - AJUSTE EXPONENCIAL)

E possivel reconhecer as diferentes fases do cultivo na curva de crescimento,
com as quais se define a continuidade deste. Na primeira fase do cultivo, fase lag ou
de adaptacdo, o comportamento inicial depende das condi¢des das células do indculo,
alteracbes nas condicdes do ambiente e do meio e destas o éxito do novo cultivo
(VEGA; VOLTOLINA, 2007a). A curva representada na figura 10 ndo apresentou esta
fase, indicando que as condicdes do cultivo foram ideais ao desenvolvimento celular.

Do inicio ao quarto dia, o cultivo se encontrava na fase exponencial, como nao
ha fatores limitantes, a concentracdo celular aumenta rapidamente, neste periodo a
velocidade de crescimento tem seu valor maximo (1 = 0,4068.dia™ para a microalga
Scenedesmus sp.). Do quarto ao oitavo dia o cultivo esteve na fase de desaceleracéo,
nesta fase comecam a reduzir as divises celulares (1 = 0,1573.dia™) em funcéo da
disponibilidade reduzida de nutrientes e de fatores limitantes do crescimento. Do
oitavo ao vigésimo primeiro dia, o cultivo esteve na fase estacionaria, nesta fase as

condigdes de cultivo sdo limitantes e a taxa de natalidade € igual a mortalidade (1 =
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0,0251.dia™), este comportamento ocorre em funcdo da baixa concentracdo de
nutrientes, aumento do pH, excesso de oxigénio ou pouca iluminacdo devido a alta
concentracdo de biomassa (efeito de autossombreamento).

A tabela 07 apresenta a densidade celular inicial (Ng), maxima (Ny.x) € a
velocidade de crescimento (Umax) da microalga Scenedesmus sp.. Ao comparar estes
dados com o de outras microalgas encontradas na literatura, nota-se que a
Scenedesmus sp. tem velocidade de crescimento reduzida e pouca produtividade
celular. Entretanto, uma baixa densidade celular ndo indica que a microalga possua
baixa produtividade de lipidios (SOARES, 2011), portanto ha a necessidade de
verificar a producdo de biomassa e lipidios da microalga Scenedesmus sp. para definir

a sua produtividade maxima.

TABELA 07 — ANALISE CINETICA DA CURVA DE CRESCIMENTO DA MICROALGA
Scenedesmus sp. PELOS AJUSTES DAS EQUAGCOES LOGISTICA E
EXPONENCIAL

Parametros Equacdo Logistica Equacéo Exponencial
No (cel..10*.mL™) 124,0972 82,9966
Nmax (cel..10*.mL™) 1148,1326 -
Hmax (dia™) 0,3792 0,4068
Intervalo (dia) 0-21 0-4

5.1.2 Produtividade de biomassa seca e de lipidios totais da microalga

Scenedesmus sp.

Devido a falta de informacgGes sobre o desenvolvimento celular da microalga
cultivada neste trabalho, tornou-se indispensavel realizar analises de produtividade de
biomassa seca e contetdo lipidico, para determinar a produtividade da microalga.
Foram coletadas amostras dos cultivos, a cada dois dias, para realizar as analises de
biomassa seca e lipidios totais, com o intuito de definir o periodo ideal de cultivo da
microalga Scenedesmus sp..

A figura 11 apresenta a produtividade de biomassa seca em g.L™ calculada a
cada dois dias do periodo de cultivo, essa foi crescente até o 18° dia e decresceu do 18°

para o 21°.
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FIGURA 11 - PRODUTIVIDADE DE BIOMASSA SECA
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A maior produtividade de biomassa seca foi observada no 18° dia do cultivo

(destacado na tabela 08), com 0,75 g.L™. Para o mesmo periodo de cultivo utilizado

por Mello et al. (2010), a producgéo da biomassa encontrada neste trabalho foi superior

em 21%.

TABELA 08 - PRODUTIVIDADE DE BIOMASSA SECA

Dia Biomassa seca (g.L ™) Erro
0 0,19 + 0,064
3 0,23 + 0,004
6 0,31 + 0,047
9 0,52 + 0,030
12 0,55 +0,033
15 0,68 + 0,076
18 0,75 + 0,055

21 0,74 + 0,049

A reducdo da biomassa no 21° indica limitagdo das condicbes de cultivo,

nutrientes, aeracdo e luminosidade. Como a biomassa esté relacionada ao contetdo

celular das microalgas, composicdo e teor lipidico (VEGAb; VOLTOLINA, 2007),

quando a disponibilidade de nutrientes do meio torna-se limitante, as microalgas
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passam a consumir as energias armazenadas, reduzindo a massa celular do cultivo
(biomassa), assim, dar continuidade ao cultivo implica em perdas do contetdo
metabolico das células.

As microalgas pertencentes ao género Scenedesmus, de acordo com a
literatura, podem apresentar teores lipidicos variados, algumas espécies quando
cultivadas em meio de cultivo otimizado alcangam teor lipidicos na ordem de 70%.
Assim torna-se necessdria uma avaliacdo das taxas de lipidios produzidos pela
microalga utilizada neste trabalho.

Durante o periodo de cultivo ocorre uma variagdo significativa do contetudo
lipidico nas células da microalga, do inicio ao 18° dia aproximadamente triplica o teor
lipidico (tabela 09).

TABELA 09 - PORCENTAGEM DE LIPIDIOS TOTAIS NA BIOMASSA SECA

Dia Lipidios totais (%0) Erro
0 10,8 +0,414
3 19,6 +5,779
6 20,3 * 3,417
9 21,3 + 0,968
12 20,2 +2,183
15 24,5 +1,901
18 29,0 +2,712
21 25,0 + 6,364

A figura 12 mostra que o aumento na porcentagem de lipidios totais nas
células ocorre na fase estacionaria do crescimento. Para diferentes géneros de
microalgas as concentracdes de lipidios sdo menos abundantes na fase exponencial de
crescimento, pois ocorre uma alta demanda de energia, e tendem aumentar na fase
estacionaria, quando as células passam acumular reservas energeticas devido a
limitacdo de nutrientes no ambiente (EMDADI; BERLAND, 1989; FERNANDEZ-
REIRIZ et al., 1989). Assim, quando as microalgas séo cultivadas para producdo de

lipidio, finalizar o cultivo antes da fase estacionaria pode ocorrer perdas de lipidios.
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FIGURA 12 — PORCENTAGEM DE LIPIDIOS TOTAIS NA BIOMASSA SECA (¢: LIPIDIOS
TOTAIS; —: DENSIDADE CELULAR - AJUSTE LOGISTICO)

O reduzido teor lipidico (29%) apresentado por essa microalga pode ser
decorrente da alta concentracdo de nitrato no meio de cultivo, pois, 0 meio Guillard
“F/2” modificado apresenta relacdo da taxa de nitrato:fosfato igual a 25:1 quando o
ideal seria 16:1. O que pode direcionar 0 metabolismo da microalga para a producgéo
de carboidratos, triglicerideos saturados e lipidios neutros e diminuir o teor de acidos
graxos polinsaturados (MARKOU et al., 2012; SIRON et al., 1989).

Quando comparada a microalga cultivada neste trabalno com as microalgas
Scenedesmus obliquus e Phaeodactylum tricornutum o contetdo lipidico (%) dessa foi
duas vezes maior para 0 mesmo tempo de cultivo, indicando o potencial da microalga
Scenedesmus sp. para a producdo de biodiesel (MANDAL; MALLICK, 2009;
MORAIS, 2011).

A figura 13 mostra o contetdo lipidico do meio em mg.L™. Observa-se que
ocorre um aumento significativo deste até o 18° dia, porém, no 21° primeiro ocorre um
decréscimo, provavelmente em consequéncia do consumo de energia pelas proprias
células, em funcdo das condicdes limitantes do cultivo. A produtividade de lipidios
nesse sistema foi superior em 16 e 17% quando comparada com os resultados de
Ribeiro et al. (2012) e Mello et al. (2010), respectivamente, considerando 0 mesmo

tempo utilizado nos cultivos de ambos os autores.
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FIGURA 13 - PRODUTIVIDADE DE LIPIDIOS TOTAIS
5.2 PERIODO DE CULTIVO DA MICROALGA Scenedesmus sp.

Para definir o periodo de cultivo que sera aplicado nos demais experimentos
foi considerada a variacdo da produtividade diaria de biomassa e do contetdo lipidico
da microalga cultivada.

A tabela 10 apresenta a produtividade diaria de biomassa seca (g.L™.dia™) da
microalga Scenedesmus sp.. Observa-se que essa alcangou seu maior valor no 9° dia de
cultivo, aproximadamente 0,037 g.L™.dia™* de biomassa e para os dias seguintes foi

decrescente.

TABELA 10 — PRODUTIVIDADE DIARIA DE BIOMASSA SECA

Dias Biomassa seca (g.L.dia™) Erro
3 0,026 + 0,000
6 0,020 + 0,003
9 0,037 + 0,002
12 0,030 + 0,002
15 0,033 + 0,004
18 0,031 + 0,002
21 0,026 + 0,002
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A figura 14 mostra que a produtividade de biomassa seca (g.L™.dia™) pela
microalga sofre reducéo significativa do 3° para o 6° dia de cultivo, aumentando no 9°
dia e decrescendo até o 21° dia. Em relagdo a biomassa, pode-se afirmar que a

continuidade do cultivo, depois do nono dia, ndo seria mais viavel.
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FIGURA 14 — PRODUTIVIDADE DIARIA DE BIOMASSA SECA (¢: BIOMASSA SECA; —
DENSIDADE CELULAR - AJUSTE LOGISTICO)

A tabela 11 apresenta a produtividade diaria de lipidios (mg.L™.dia™).
Observa-se que esta apresentou pequenas variagdes durante o cultivo, e que no 18°

teve o maior valor da produtividade de lipidios no meio de culivo.

TABELA 11 — PRODUTIVIDADE DIARIA DE LIPIDIOS TOTAIS

Dias Lipidios (mg.L™.dia™) Erro
3 7,94 + 0,23
6 7,76 +0,73
9 10,24 +0,87
12 7,86 +1,31
15 9,55 +1,95
18 11,28 + 0,86
21 7,54 +1,15
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A figura 15 mostra que ha uma reducéo da produtividade no inicio do cultivo,
esta € maior para 0 3° do que no 6° dia de cultivo. Esse decréscimo pode ser entendido
como os lipidios acumulados durante o cultivo do indculo, pois segundo a literatura, é
na fase estacionaria do cultivo que ocorre o acumulo de lipidios. Observa-se uma
reducdo da produtividade de lipidios do 18° para o 21° dia de cultivo, 0 que permite
descartar a continuidade do cultivo em 21 dias. Também o incremento de lipidios
totais que podem ocorrer nas células do 9° ao 18° di ndo é significativa e, justifica a
continuidade do cultivo além de nove dias apos a inoculacdo. Portanto, foi definido
como periodo padrdo para os futuros experimentos deste trabalho, nove dias de

cultivo.
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FIGURA 15 — PRODUTIVIDADE DIARIA DE LIPI'DIQS TOTAIS (#: LIPIDIOS TOTAIS; —
DENSIDADE CELULAR - AJUSTE LOGISTICO)

5.3 TRATAMENTO DO MEIO DE CULTIVO

Para ndo alterar os custos da producdo de microalgas e ndo aumentar a
quantidade de espécies quimicas no meio de cultivo reciclado, que poderiam impedir o
crescimento das microalgas, foi definido que o processo de tratamento do meio de

cultivo clarificado deveria ser o préprio processo de recuperacdo da biomassa. Assim,
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recuperacdo da biomassa devera ter eficiéncia tal que o meio clarificado ndo necessite
mais tratamento, além de filtracéo.

Com o intuito de identificar processo de tratamento do meio de cultivo da
microalga Scenedesmus sp., a microalga foi cultivada durante nove dias. O mesmo
cultivo foi utilizado para realizar os testes de centrifugacdo, floculacdo com FeCl; e
NaOH, conforme procedimentos descritos na sec¢do 4.5, e definir a concentracdo de
floculante ideal para recuperar as células do meio de cultivo.

A figura 16 representa o valor da absorbancia e pH do meio clarificado com
NaOH para cada concentracdo de floculante utilizada, para obter uma alta remocao de
células do cultivo foi necessario aumentar o pH da amostra em 3,43, devido que o pH
inicial da amostra ja estava alcalino (8,37).

Observa-se que a amostra com concentracdo de floculante igual a 8 mmol.L™
(figura 16 e 17-A) apresentou significativa recuperacao das células quando comparado

com a amostra com 4 e 6 mmol.L™.
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FIGURA 16 — VARIACAO DA ABSORBANCIA EM FUNCAO DO INCREMENTO DA
CONCENTRAGCAO DE NaOH NO MEIO CLARIFICADO (¢: ABSORBANCIA,;
m: pH)
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Devido a elevada solubilidade do hidréxido de sédio na agua, + 27 mol.L™, a
floculagdo ndo ocorre por precipitacdo do hidréxido e sim, por meio de incremento do

pH da solucéo, que desestabiliza as células e permite a precipitacéo.

FIGURA 17 — MEIO DE CULTIVO CLARIFICADO POR FLOCULAGCAO: A — NaOH 4; 6 E 8
mmol.L™Y; B - FeCl; 0,1; 0,2 E 0,3 mmol.L™

As figuras 17-B e 18 mostram que a maior recuperacdo de células foi obtida
na amostra com concentragdo de floculante igual a 0,2 mmol.L™ de FeCls pois, a
amostra com 0,3 mmol.L™ apresentou aumento no valor da absorbancia, indicando
perda da capacidade de recuperar a biomassa ou excesso de ferro na solugéo.

Quando utilizado na floculacdo cloreto férrico ha formacdo de compostos
hidrolisados polinucleados que precipitam com as células. Durante a dispersédo do sal
na amostra ocorre a formacdo de acido cloridrico, que reduz o pH do meio clarificado

(figura 18), + 1,51 para uma concentracéo de 0,2 mmol.L™ de FeCl,
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FIGURA 18 — VARIACAO DA ABSORBANCIA EM FUNCAO DO INCREMENTO DA
CONCENTRAGCAO DE FeCl; NO MEIO CLARIFICADO (¢: ABSORBANCIA,; u:

pH)

A tabela 12 apresenta a porcentagem de recuperacdo da biomassa, calculada a
partir da absorbancia do meio clarificado, para cada teste realizado. Foram
selecionadas as concentracdo de floculante NaOH e FeCl; que permitiram recuperar a
biomassa na mesma proporcdo que a centrifugacdo (destacado na tabela 12) para

definir o processo de floculagéo mais eficaz de tratamento do meio de cultivo.

TABELA 12 — EFICIENCIA DOS PROCESSOS AVALIADOS EM RECUPERAR BIOMASSA

Processo Eficiéncia

Centrifugacao 91,7%

x 4 ,6%

Floculagdo NaOH / 50,6%

sedimentacdo 6 85,3%
lLL?

(mmol.L.7) 8 93,5%

1 2,8%

Floculacéo FeCl; / 0, 82,8%

sedimentacdo 0,2 96,8%
-1

(mmol.L™) 0.3 96.6%

A figura 19 representa a eficiéncia de cada processo selecionado, em clarificar

o cultivo de microalgas. Ambos os processos apresentaram eficiéncia superior a 90%,
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porém, a floculacdo com FeCl; teve eficiéncia de 96,8%, indicando que o0 processo de
floculagéo / sedimentagcdo com FeCl; é 0 mais eficiente para recuperar as células dos

cultivos de microalga Scenedesmus sp..
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Cultivo Centrifugado NaOH FeCl,

FIGURA 19 - EFICIENCIA Nf\ CLARIFICA(;AO DO MEIO DE CULTIVO POR
CENTRIFUGACAO, FLOCULACAO COM NaOH -8 mmol.L* E COM FeCl,
—~0,2 mmol.L*

Ao comparar a eficiéncia da floculagdo com cloreto férrico encontrada no
presente trabalho com dados da literatura, essa obteve melhor taxa de recuperacdo de
células. Na recuperacdo da biomassa com combinacdo de coagulantes catiénicos,
realizada por Kim et al. (2011) a melhor eficiéncia foi obtida com cloreto de calcio (10
mmol.L™) e cloreto férrico (0,26 mmol.L™), que permitiu recuperar mais de 90% das
células dos cultivos de Scenedesmus sp. enquanto que outras combinacdes de
floculantes tiveram eficiéncia inferior a 80%. Mesmo para a analise estatistica,
utilizando superficies de resposta, a eficiéncia maxima seria de 91,3% para floculacéo
com cloreto de célcio e cloreto férrico com concentracdo de 9,6 mmol.L e 0,22
mmol.L™ respectivamente.

A avaliacdo da eficacia dos processos de recuperacdo da biomassa por
floculagéo (figura 20) permitiu identificar uma reducdo do teor lipidicos de 3,03% ao

comparar a biomassa recuperada por floculagdo com FeCl; com a recuperada por
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centrifugacédo, porém, ao comparar o teor lipidico da biomassa recuperada com NaOH,
a reducdo do teor lipidico foi de 19,70 % em relacdo a biomassa recuperada por
centrifugacédo. Indicando que o uso de NaOH como agente floculante rompe a parede

celular, levando a perdas do conteudo das células das microalgas Scenedesmus sp..
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FIGURA 20 - TEOR LIPIDICO PRESENTE NA BIOMASSA RECUPERADA POR
CENTRIFUGACAO, FLOCULAGCAO COM 8 mmol.L™" DE NaOH E COM 0,2
mmol.L™ DE FeCls,

Com base no resultado do teste T de Student observa-se que ha diferencas
significativas (p < 0,05) entre os resultados de lipidios totais das amostras de biomassa
recuperadas por floculacdo com NaOH e centrifugadas, indicando que o hidréxido de
sodio € agressivo as células, ao contrario do cloreto férrico, cujos resultados de lipidios
totais ndo apresentam diferencas significativas (p > 0,05) quando comparado com as
amostras centrifugadas, o que permite afirmar que o uso de NaOH como agente
floculante néo seria viavel na recuperacdo de células da microalga Scenedesmus sp..

Portanto, definiu-se como processo padrdo de tratamento do meio de cultivo e
recuperacdo da biomassa dos cultivos realizados neste trabalho a sedimentagéo
precedida por floculacdo com cloreto férrico. Este, além de ter melhor eficiéncia de
recuperar a biomassa e ndo agredir as células, ndo gera alteragédo significativa do pH

do meio, assim, ndo se faz necessario ajustar 0 pH do meio de cultivo. O cloreto
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férrico também é um dos componentes do meio de cultivo da microalga, assim, o
aumento de sais durante as etapas de reciclagem serd menor, ao contrario do que

ocorreria se o cultivo fosse floculado com NaOH.

5.4 RECICLAGEM DO MEIO DE CULTIVO

Para definir se a microalga Scenedesmus sp. poderia ser cultivada em meio
reciclado, foi realizado um cultivo com meio fresco. A figura 21 apresenta o
crescimento celular do cultivo. Devido ao aumento da fase lag (destacada na figura 21)

ndo foi possivel ajustar a equacgdo logistica aos dados dos dois dias iniciais do cultivo.
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FIGURA 21 — CURVA DE CRESCIMENTO DO CULTIVO C, UTILIZADO PARA COMPOR OS
MEIOS DE CULTIVOS RECICLADOS T, E T, (¢: DENSIDADE CELULAR; —:
AJUSTE LOGISTICO - C,; —: AJUSTE LOGISTICO - Cy)

A analise cinética, apresentada na tabela 13, das curvas de crescimento das
figuras 10 e 21, C, e C,, respectivamente, mostra que o cultivo C, sofreu alteracdo
significativa nos parametros para que os dados fossem ajustados a equacdo logistica,
houve reducdo da densidade celular inicial e maxima e aumento da velocidade méaxima
de crescimento. Devido ao aumento da velocidade de crescimento o C, entrou na fase

estacionaria do crescimento antes que o C; (figura 21).
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TABELA 13 — ANALISE CINETICA: DA CURVA DE CRESCIMENTO DA MICROALGA PELO
AJUSTE DA EQUACAO LOGISTICA

Parametros Cultivo C; Cultivo C,
No (cel..10*.mL™) 96,0767 6,7317
Numax (cel..10°.mL™) 949,4047 915,1790
Hmax (dia™) 0,4821 1,1862
Intervalo (dia) 0-9 0-9

As alteracGes apresentadas na cinética de crescimento sdo respostas a alguma
mudanca nas condicdes de cultivo, temperatura, fluxo de ar, entre outros, que afeta o
desenvolvimento da microalga. Em decorréncia dessas alteracdes, os dados dos
cultivos subsequentes ndo foram mais ajustados a equacao logistica.

A partir da andlise da curva de crescimento (figura 21), é possivel afirmar que
a quantidade de nutriente, antes disponivel no meio, j& foi consumida pelas
microalgas, pois, no sexto dia o crescimento do cultivo ja se encontrava na fase
estaciondria, indicando que a quantidade de nutriente ndo era mais suficiente para as
microalgas se multiplicarem.

A gquantidade de nutriente a ser adicionada ao meio reciclado foi definida com
base em informacBes gerais sobre nutricdo das microalgas. Como o nitrogénio é
constituinte de diversas substancias do metabolismo primario e o fosforo esta
envolvido em trocas energéticas e na constituicdo de moléculas estruturais, esses dois
nutrientes foram adicionados ao meio reciclado nas mesmas concentracdes que no
meio fresco. Como os metais sdo micronutrientes, destes o mais requerido é o ferro e
sera adicionado ao meio de cultivo durante a floculacdo. Definiu-se por fazer duas
variagOes significativas na quantidade de solugdo de metais a ser adicionada ao meio
reciclado (ORDOG et al., 2011; LOURENCO, 2006; SIRON et al., 1989; MARKOU
etal., 2012).

Ao término do periodo de cultivo (nove dias) da microalga, o0 meio foi tratado
conforme procedimento padrdo definido na secdo 4.6 e 5.3. O meio clarificado foi
utilizado para compor o meio de cultivo de dois experimentos T, e T,, adicionando

nutrientes conforme a tabela 14 e 10% do volume de meio de cultivo de inoculo.
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TABELA 14 —- CONCENTRAGCAO DE NUTRIENTES NOS CULTIVOS COM MEIO RECICLADO

Experimento T T,
Nitrato 100% 100%
Fosfato 100% 100%
Metais 0% 25%

5.4.1 Cultivo da microalga Scenedesmus sp. em meio fresco e reciclado

Os dois experimentos (T, e T,) e o controle (T,) foram realizados em

triplicatas. O crescimento celular dos cultivos é apresentado nas figuras 22 e 23.

A figura 22 mostra um deslocamento da fase lag para o cultivo em meio

reciclado sem adicdo de solucdo de metais (T;) quando comparado com o cultivo em

meio fresco (Ty), entretanto estas diferencgas ndo séo significativas segundo o resultado

do teste T de Student, porém, no 7° e 8° dia do cultivo ha diferencas significativas (p <

0,05) no namero de células.
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FIGURA 22 — CURVAS DE CRESCIMENTO DOS CULTIVOS COM MEIO FRESCO — T, E
RECICLADO — T, (¢: To; 0: Ty)

A variagdo no nimero de céelulas que ocorre nos ultimos dias do cultivo T1

ndo pode ser atribuida a auséncia de ferro, pois a variacdo de O para 12 nmol.L™ da
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concentracdo de ferro no meio leva a um aumento do crescimento em + 500 . 10*
cel.mL™" (LIU et al., 2008). Assim estas variacdes podem ser atribuidas & falta dos
micronutrientes que ndo foram adicionados aos cultivos ou a alteragdes nas condicdes
de cultivo.

A figura 23 apresenta o cultivo com meio fresco (T,) e meio reciclado com
adicdo de 25% de solucdo de metais (T,). Ao contrario do meio reciclado T;, 0 meio
reciclado T, ndo apresenta variacdes significativas durante todo o periodo de cultivo

ao ser comparado com o cultivo em meio fresco (Ty).
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FIGURA 23 — CURVAS DE CRESCIMENTO DOS CULTIVOS COM MEIO FRESCO — T, E
RECICLADO — T, (¢: Tg; 0: T»)

5.4.2 Produtividade de biomassa seca e de lipidios totais da microalga

Scenedesmus sp. cultivada em meio fresco e reciclado

Para identificar se a reciclagem do meio de cultivo néo levaria a alteragdes das
taxas metabdlicas das células, no 9° dia de cultivo foram realizadas analises de
biomassa seca e de lipidios dos cultivos com meio fresco (To) e reciclado (T, e T»).

A variagdo na média da biomassa seca apresentada na figura 24, + 0,1 g.L™
dos cultivos T, e T, emrelacdo ao cultivo Ty, ndo é significativa. Conforme o resultado
do teste T de Student p > 0,05.
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FIGURA 24 - PRODUTIVIDADE DE BIOMASSA SECA NO 9° DIA DE
CULTIVO EM MEIO FRESCO - T, E RECICLADO -T, E T,

A figura 25 apresenta o contetdo lipidico (%) dos cultivos Tg, T; e T,. O
cultivo com meio reciclado T, sofreu reducdo do conteudo lipidico, sendo
significativamente menor que o cultivo em meio fresco (p < 0,05). Entretanto o cultivo

com meio reciclado T, manteve o contetdo lipidico semelhante ao do cultivo T,.
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FIGURA 25 — TEOR LIPIDICO (%) NO 9° DIA DE CULTIVO EM MEIO FRESCO - T, E
RECICLADO-T,ET,
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A reducdo do conteddo lipidico que ocorreu no cultivo T, pode ser
consequéncia da reducdo de micronutrientes, sais metalicos no meio, pois estes
participam de atividades enziméaticas como a sintese de &cidos graxos (LOURENCO,
2006).

Os resultados dos cultivos em meio reciclado T, indicam que o residual de
ferro, da solucdo adicionada como floculante, no meio clarificado é pequeno, pois, ndo
ocorre aumento do crescimento celular e nem variagdes do conteudo lipidico.

A figura 26 apresenta o contetdo lipidico (mg.L™) do volume de cultivo para
os cultivos Ty, Ty e T,, a média do T, apresentou um decréscimo quando comparada ao
Toe T,, porém o teste T de Student indica que ndo ha diferencas significativas entre

cultivo em meio fresco e meio reciclado em termos de teor lipidico por litro de cultivo.
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FIGURA 26 — TEOR LIPIDICO (mg.L™) NO 9° DIA DE CULTIVO EM MEIO FRESCO — T, E
RECICLADO-T,ET,

5.4.3 Adicao de nutrientes no meio reciclado

A quantidade de nutrientes a ser adicionada nos cultivos de microalga
Scenedesmus sp., padréo para este trabalho, em meio reciclado, foi definida com base

no cultivo apresentado na secdo 5.4.
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Apesar dos cultivos em meio fresco, com 25% e 0% de solugdo de metais, ndo
terem apresentado variagdes significativas em relacdo a densidade celular e biomassa
seca, em termos de lipidios totais ocorreram variagdes significativas.

Levando em consideracdo a perda de lipidios totais no cultivo reciclado T, e
as possiveis reciclagens do meio (um sistema sem descarga do efluente), seria inviavel
ndo adicionar solucdo de metais ao cultivo reciclado, ap6s determinado intervalo de
tempo os metais seriam completamente eliminados do meio de cultivo.

Assim, ficou definido como taxa de reposicdo de nutrientes para os cultivos
com meio reciclado, padréo para este trabalho, a adigédo de 100% de solugéo de nitrato
e fosfato e 25% da solugéo de metais.

Entretanto, ndo € possivel afirmar que as microalgas consomem 25% dos
metais presentes no meio de cultivo, assim, estes deveriam ser analisados
detalhadamente para avaliar se o volume adicionado ndo estaria em excesso ou em
falta com as necessidades nutricionais e de producdo de lipidios das microalgas, pois,
0s metais s@o essenciais ao desenvolvimento da microalga, participando de estruturas e
atividades enzimaticas como, sintese de 4&cidos graxos, fixacdo do nitrogénio,

respiracao e fotossintese.
5.5 AVALIACAO DO POS-TRATAMENTO DO MEIO DE CULTIVO

A remocdo das células em suspensdo no meio clarificado so6 sera alcancada por
meio de filtracdo, e este sistema € inviavel para células pequenas (3 — 30 um de
didmetro), que é o caso das células presentes no meio de cultivo tratado (meio
clarificado) da microalga Scenedesmus sp.. Assim, utilizar as células como parte
adicional do in6culo dos cultivos com meio reciclado € um procedimento interessante,
permitindo aumentar a densidade celular do cultivo, e econdbmico para o sistema de
producéo de microalgas, pois evita 0 gasto energeético com a filtracédo.

Para definir se a utilizacdo do meio de cultivo, da microalga Scenedesmus sp.,
tratado sem filtracdo ndo afetaria o desenvolvimento do novo cultivo, foi realizado um

cultivo com meio fresco. A multiplicacdo celular deste é apresentada na figura 27,
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como ocorreu com os cultivos apresentados na secdo 5.4, houve uma fase lag longa

que ndo permitiu o ajuste dos dados a equacdo logistica.
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FIGURA 27 — CURVA DE CRESCIMENTO DO CULTIVO UTILIZADO PARA COMPOR 0OS
MEIOS DE CULTIVOS RECICLADOS —-B; E B;

Ao nono dia de cultivo o meio foi tratado, conforme procedimento descrito na
secdo 5.3, e utilizado para compor o meio de cultivo reciclado filtrado (B;) e sem
filtrar (B,), conforme se¢do 4.6.2. Foi adicionado ao meio reciclado o volume de
nutriente definido na se¢do 5.4.2 e 10% (v:v) de inéculo.

As curvas de crescimento para os cultivos com meio reciclado B; e B, sdo
apresentadas na figura 28. Ambos os cultivos entraram na fase estacionaria de
crescimento no quarto dia de cultivo, semelhante ao do cultivo da figura 27, o B, com
valor maximo de aproximadamente 783 . 10* cel. . mL™" e 0 B, 675 . 10* cel. . mL™.

O erro estatistico elevado na densidade celular que o cultivo com meio
reciclado filtrado (B;) apresenta a partir do terceiro dia do cultivo (figura 28) é
consequéncia da autofloculacdo dos cultivos. Esta pode ter ocorrido devido que a
aeracdo foi realizada com bomba de ar, como a bomba fica junto com os cultivos, em
um ambiente fechado, de forma que a concentragdo de CO, no ar é pequena devido a
atividade fotossintética das microalgas. A reducdo do CO, nos cultivos, também, pode

ter influenciado no nimero de células do cultivo.
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FIGURA 28 — CURVA DE CRESCIMENTO DOS CULTIVOS COM MEIOS RECICLADOS - B, E
Bz (O: Bl, A - Bz)a
NOTA —?Aeracdo dos cultivos foi realizada com bomba de ar.

Para o cultivo em meio reciclado sem filtrar (B,) a baixa densidade celular
pode ser decorrente tanto da aeracdo como da auséncia de filtracdo. A filtracdo pode
remover 0s nutrientes, que cristalizaram com a floculacdo, e parte do cloreto férrico
dissolvido no meio, pois, estes podem ser retidos na membrana filtrante.

Ao comparar os dois cultivos B; e B, através do teste T de Student verifica-se
que ndo ha diferencas significativas (p >0,05) entre eles. Entretanto ha a necessidade
de verificar se essa semelhanca é real ou neste experimento foi decorrente da
autofloculacédo do cultivo com meio reciclado filtrado (B,).

Também héa necessidade de realizar outros experimentos com meio de cultivo
reciclado sem filtrar, a fim de verificar se a reducdo do nimero de células no cultivo
foi decorrente da auséncia de filtracdo do meio clarificado, do excesso de nutrientes ou

da deficiéncia na aeracao.

5.6 VIABILIDADE ECONOMICA

A avaliacdo da economia que um sistema de reciclagem pode gerar foi

realizada com base no custo da producéo do meio de cultivo, considerando entrada de
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Considerando os valores apresentados na tabela 15 e que para ocorrer um

cultivo com meio reciclado sdo realizados dois cultivos, a reciclagem do meio de

cultivo representa uma economia de 38% no custo da producdo do meio de cultivo.

TABELA 15 - CUSTO DO MEIO DE CULTIVO FRESCO E RECICLADO

Sistema de cultivo Sem reciclar Reciclando
Variaveis Meio fresco Meio fresco Meio reciclado
Nutrientes — nitrato e fosfato R$ 31,88 R$ 31,88 R$ 31,88
Nutrientes — metais R$ 6,82 R$ 6,82 R$ 1,71
Agua R$ 55,24 R$ 55,24 -
Esgoto R$ 46,92 - R$ 46,92
Total R$ 140,86 R$ 93,94 R$ 80,50

Nota: célculo feito para um volume de meio de cultivo de 10 m°.
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6 CONCLUSAO

Esta pesquisa avaliou a densidade celular, biomassa seca e contetdo lipidico
da microalga Scenedesmus sp. cultivada em meio Guillard “F/2” modificado, afim de
definir o periodo ideal de cultivo e as alteracBes na taxa metabdlica, em termos de
biomassa e lipidios totais, da microalga cultivada em meio reciclado. Foi definido o
melhor agente floculante para tratar o meio de cultivo, quantidades de nutrientes para
0s cultivos com meio reciclado e a necessidade de filtrar o meio tratado para compor o
meio reciclado. Com esses resultados conclui-se que:

- Quando os lipidios sdo destinados para producdo de biodiesel, o processo de
sedimentacédo precedida de floculagdo torna-se mais interessante que a centrifugacéo,
pois 0 gasto de energia com este processo sera consideravelmente maior que gasto
com a floculacéo;

- O sistema floculacéo / sedimentacédo é eficaz como processo de recuperar biomassa
de cultivos de microalga Scenedesmus sp., permitindo remover mais células do
cultivo que a propria centrifugacéo;

- O hidroxido de sodio tem capacidade de agredir as células do cultivo, quando
comparado o teor lipidico da biomassa recuperada por floculacdo com NaOH com a
biomassa recuperada por centrifugacdo ocorreu uma perda de 19,7%. No entanto,
para o cloreto férrico a perda de lipidios é de 3,03% 0 que ndo representa variacao
significativa quando comparado com a centrifugacao;

- Os cultivos da microalga Scenedesmuns sp. em meio de cultivo fresco e reciclado
permitiu identificar a potencialidade de reciclagem do seu meio de cultivo sem que
ocorresse decréscimo na densidade celular e lipidios totais quando adicionado ao
meio reciclado 100% do volume original de solucdo de nitrato e fosfato e 25% de
solucéo de metais;

- Com a avaliacdo do pos-tratamento do meio clarificado verificou-se que existe a
possibilidade deste ndo ser aplicado no sistema de reciclagem do meio de cultivo;

A reciclagem do meio de cultivo da microalga resulta em economia com agua
e sais metalicos, representando uma reducdo de 38% no custo da producdo do meio de

cultivo, quando o mesmo € reciclado uma vez.
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6.1 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Procurar nos préximos trabalhos obter um controle melhor da aeracdo dos
cultivos.

Aproximar as condi¢bes de cultivo das pesquisas as condicbes reais do
fotobiorreator:

- Cultivar a microalga com fotoperiodo 12:12 (doze horas de iluminacdo por dose
horas sem iluminacgéo);

- Manter os cultivos em temperatura e intensidade de luminosidade ambiente. Levar
também em consideracdo a sazonalidade do clima;

- Incluir no processo de reciclagem as perdas de meio que ocorrerdo através da
recuperacdo da biomassa, e quantidade de meio fresco que devera ser acrescentado
para voltar ao volume inicial do cultivo. Este detalhe permitira um aumento nos
ciclos de reciclagem;

- Determinar o potencial da reciclagem do meio de cultivo (quantas vezes o cultivo
pode ser reciclado).

Melhorar a determinacdo da quantidade de nutriente a ser adicionada aos
cultivos reciclados:

- Determinar a viabilidade de recuperacdo da biomassa residual do meio de cultivo
reciclado, antes de definir a taxa de reposicédo de nutrientes;

- Fragmentar a variacdo dos nutrientes nos experimentos, variando também a

guantidade de nitrato e fosfato a ser adicionada no meio reciclado.
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