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RESUMO

As microalgas sdo organismos unicelulares, presentes em uma grande variedade de
ecossistemas, com capacidade de crescimento sob condi¢bes autétrofa, heterétrofa ou
mixotrofica. Destaca-se, além da importancia fotossintetizante, o potencial biotecnolégico
desses microrganismos, principalmente, no uso da biomassa sob diferentes aspectos
energéticos. Dentre os meios alternativos utilizados para a producdo de biomassa, destaca-se as
aguas residuarias, ricas em nutrientes essenciais para o crescimento das microalgas. Nesse
sentido, esse trabalho teve como objetivo cultivar microalgas a partir de efluente de um reator
anaerobio tratando esgotos domésticos. Para a realizacdo do cultivo de microalgas, foram
coletados 40L de efluente anaerdbio do reator UASB da ETE/UFLA, o qual foi adicionado em
um tanque de fibra de vidro com altura da lamina d’agua de 18cm permanecendo sob a luz solar
por 15 dias (cultivo 1). A partir da cultura selecionada no tanque, realizou-se cultivos em
laboratorio, em duplicata, utilizando 10% do inoculo, 45% de meio de cultura BG-11 e 45% de
efluente (cultivo 2). O cultivo controle (cultivo 2°) também foi realizado, onde utilizou-se a
mesma proporgédo de inoculo e 90% do meio de cultura BG-11. O controle das culturas e a
densidade celular foi obtida a partir da contagem diaria em camera de Neubauer dos cultivos
ao longo de 10 dias. Para o cultivo 1, obteve-se uma meédia de crescimento de microalgas igual
a 2,2x108 células mL™, mostrando microrganismos diversos e células tipicas de Chlorella
identificadas por microscopia Optica e MEV. Para o cultivo 2 e 2", mostrou-se, respectivamente
uma média de crescimento igual a 2,2x10° e 4,5x10° células mL™. Os resultados mostram que
o cultivo com o uso de efluentes foi capaz de selecionar biomassa algal e permitir a assimilacéo
de macronutrientes melhorando o crescimento, conforme observado pelo maior rendimento
celular com o uso de efluentes quando comparado ao cultivo controle. O uso de efluentes como
um meio nutritivo para as microalgas € relevante, uma vez que utiliza uma agua residuaria,
reduzindo o impacto de langamento e possibilitando o aproveitamento dos compostos diluidos
no efluente. As microalgas sdo potencialmente sustentaveis e constituem um grupo peculiar de
microrganismos que crescem rapidamente devido a sua estrutura simples, o que ressalta a
viabilidade do seu uso como fonte para producdo de bioenergia em substituicdo a plantas em
funcdo da sazonalidade. Nesse sentido, maiores estudos ainda sdo requeridos no sentido de
aprimorar tal técnica e buscar efluentes que tenham um potencial no sentido de cultivo de
microrganismos.

Palavras-chave: Biotecnologia. Aguas residuarias. Densidade celular. Chlorella.
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1 INTRODUCAO

As microalgas sdo organismos unicelulares e microscopicos de vida livre predominante
em diferentes ambientes, fotoautotrofos ou quimioheterotréficos, importantes para o equilibrio
do ecossistema e com papel chave, na formacdo do oxigénio para a atmosfera terrestre. Tais
microrganismos sdo capazes de crescer em ambientes que disponibilizam fontes de nutrientes,
como os macronutrientes, fosforo e nitrogénio, que limitam o crescimento desses organismos.

S&o organismos com exigéncia simples para crescimento, mas uma mesma espécie de
microalga pode apresentar perfil de crescimento distinto, de acordo com as condigdes de cultivo
empregadas. As microalgas podem crescer autotroficamente utilizando luz e didxido de
carbono. Também podem ser cultivadas em sistema heterotréfico, utilizando compostos
organicos como energia e fonte de carbono, ou, ainda, em sistema de cultivo mixotrofico,
processo metabdlico no qual a fotossintese é a principal fonte de energia, embora 0s compostos
organicos e o dioxido de carbono sao essenciais.

Os sistemas de cultivo podem ser abertos ou fechados. Em sistemas abertos, as culturas
sdo desenvolvidas, principalmente, em tanques (tipo raceway) que sdao denominados sistemas
abertos porque parte da cultura (superficie) estd em contato com o ar atmosférico. Os cultivos
sdo mantidos e expostos as condi¢bes naturais de iluminacdo, temperatura, evaporacdo e
contaminacdo. Os tanques sdo geralmente pouco profundos (0,3 — 1,0 m), construidos em
concreto, fibra de vidro ou policarbonato. O outro sistema de cultivo, fechado, em
fotobiorreator, € mais sofisticado. E, geralmente, de tubos plasticos, vidro ou policarbonato,
distribuidos em painéis de forma achatada ou em serpentinas. Um aspecto muito interessante
dos fotobiorreatores é a possibilidade de controlar as condi¢cdes de cultivo. Dessa forma, a
concentracdo de nutrientes, temperatura, luz e pH podem ser ajustados para a obtencao de maior
biomassa em um menor periodo.

S80 muitos os possiveis usos dos cultivos de microalgas, sendo que a biomassa
produzida destina-se as mais diversas aplicacdes, tais como na alimentagdo humana e animal
na forma de suplementos alimentares, na industria de cosméticos, no tratamento de &guas
residuarias e também como fonte para a producdo de biocombustiveis.

A utilizacdo da biomassa de microalgas para producao de biocombustiveis vem sendo
vista como uma alternativa promissora, uma vez que o seu cultivo proporciona produtividades
em carboidratos e lipidios superiores as matérias primas vegetais convencionalmente utilizadas

na obtencédo de etanol e biodiesel.



A possibilidade de utilizar nutrientes presentes em efluentes de tratamento do esgoto
doméstico pode reduzir os custos e aumentar a producdo de biomassa de microalgas e ainda
evitar a eutrofizacdo nos corpos d’agua receptores.

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo cultivar e isolar microalgas em
escala de laborat6rio sob condi¢Bes de fotoperiodo e temperatura controlada, a partir do efluente
proveniente de um reator UASB (reator Anaerdbio de Fluxo Ascendente e Manta de Lodo) da
Estacdo de Tratamento de Esgotos da Universidade Federal de Lavras (ETE-UFLA), no qual o
efluente foi parte do suplemento requerido pelas microalgas, utilizado como inoculo e também

como alimento aos microrganismos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Impacto do langcamento de 4guas residuarias

A necessidade do abastecimento de &gua é inerente a historia da humanidade. Assim,
com o passar do tempo esta crescendo as exigéncias em termos de qualidade e quantidade. A
agua apropriada para consumo deve passar por estacdes de tratamento de agua (ETAS), para
que possa atender aos padrdes de potabilidade para abastecimento e usos mais nobres.

As acles antrdpicas ocasionam uma série de perturbacdes nos ambientes aquaticos. O
uso inadequado dos recursos hidricos, em decorréncia do desenvolvimento de atividades
agricolas e industriais, aliado a fatores relativos a urbanizacdo desordenada e ao crescimento
populacional, tem provocado, de forma abrangente, a poluicdo dos mananciais superficiais
(BERNARDO; MINILLO; DANTAS, 2010). Diante disto, as questdes ambientais se tornam
preocupantes, pois 0S recursos naturais estdo se tornando escassos perante as atividades
industriais e isso faz com que aumente os residuos gerados. A importancia de se preservar 0s
recursos hidricos, se torna cada vez mais relevante.

A contribuicdo de esgotos depende, em geral, do abastecimento de agua, havendo,
portanto, inconfundivel correlacdo entre o consumo de agua e a contribuicdo para a rede de
esgotos. No Brasil, tradicionalmente utiliza-se 0 consumo per capita de dgua para se projetar o
sistema de esgotamento sanitario (TSUTIYA; ALEM SOBRINHO, 1999). O consumo per
capita € um parametro extremamente variavel, dependendo de diversos fatores, tais como a
renda familiar e a localidade (VON SPERLING, 2017).

No entanto, a fracdo de esgotos que adentra a rede de coleta pode variar, devido ao fato
de que parte da agua consumida pode ser incorporada a rede pluvial (ex: rego de jardins e
parques, lavagem de carro e outros) (VON SPERLING, 2017).

Os esgotos domésticos contém aproximadamente 99,9% de agua. A fracdo restante
inclui s6lidos organicos e inorganicos, suspensos e dissolvidos, bem como microrganismos.
Portanto é devido a essa fracdo de 0,1% que ha necessidade de se tratar os esgotos (VON
SPERLING, 2017). Além desses, macronutrientes e micronutrientes também estdo contidos na
agua residuaria e podem promover alteragdes no ecossistema.

Eutrofizacdo é o enriquecimento do meio aquético com nutrientes, causando o
crescimento de organismos e plantas aquaticas, tanto planctdnicas quanto aderidas, que podem

atingir niveis tais que sejam causadores de interferéncias aos usos desejaveis do corpo d’agua.
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Normalmente, o maior fator de preocupacgéo sdo as algas, cujo crescimento depende do aporte
de nutrientes como nitrogénio e fosforo (PROSAB, 2010).

O processo de eutrofizacdo envolve a passagem de determinado ambiente aquéatico do
estado oligotrofico (baixa produtividade) para mesotréfico (produtividade média) e eutréfico
ou hipereutréfico (alta produtividade) (BERNARDO; MINILLO; DANTAS, 2010).

A eutrofizacdo apresenta uma série de consequéncias econdmicas, e a acdo antropica
vai acarretar em possiveis danos a saude.

Além das microalgas, ocorre também o crescimento de cianobactérias, que tem
potencial de contaminar ambientes aquaticos, uma vez que podera produzir metabdlitos toxicos,
como as cianotoxinas, capaz de ocasionar danos ao sistema nervoso central, figado e/ou
processos alérgicos (AZEVEDO; BRANDAO, 2003).

2.2 Tratamento anaerobio de esgotos

Dentre os sistemas bioldgicos de tratamentos de esgoto, destacam-se 0s anaerdbios pela
possibilidade de producdo de metano na forma de biogas dentro da propria ETE. Os reatores
UASB incluem amplas vantagens, principalmente no que diz respeito a requisitos de area,
simplicidade e baixo custo de projeto, operacdo e manutengdo (CHERNICHARO et al., 1999).

O reator UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanked), é um reator anaerdbio de manta
de lodo e fluxo ascendente de alta eficiéncia. Normalmente, é utilizado em processos
secundarios para estabilizacdo da matéria organica inicial. Apresentam um grande avanco na
aplicacdo da tecnologia anaerdbia para o tratamento direto de aguas residuarias (CATUNDA,;
VAN HAANDEL, 1996; CHERMICHARO, 1997).

A &gua residudria proveniente do reator UASB constitui, em geral, nutrientes da
principal fonte, e podem ser langados nas aguas o nitrogénio organico devido a presenca de
proteinas e nitrogénio amoniacal, devido a hidrdlise sofrida pela ureia na agua, sendo estes,

nutrientes necessarios para as microalgas.
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2.3 Algas

2.3.1 Diversidade de microalgas

Microalgas sdo microscopicas (5-50 pm), cujas células possuem uma COMpPOSICd0
bioquimica diversificada (carboidrato, proteina, lipidios, acidos graxos, etc.) e essa composicao
esta relacionada a natureza de cada espécie de microalga, bem como aos fatores ambientais
relacionados a regido onde o cultivo esta sendo realizado e suas condigdes e ao meio de cultura
utilizado (MIAO; WU, 2006; ZAMALLOA et al., 2011). De acordo com Chist (2007) s&o
responsaveis pela producdo de cerca de 60% de oxigénio da Terra, mostrando sua importancia
ecoldgica evolutiva.

As algas sdo de um grupo polifilético, ndo coesivo e artificial de organismos que
evoluiram de diferentes origens. Segundo Bicudo e Menezes (2006), o termo alga foi proposto
por Lineu como uma categoria taxondmica, em 1753, no classico trabalho Species plantarum.
O numero de espécies de algas foi estimado em cerca de dez milhdes (ANDRADE et al., 2014).

As algas representam um grupo de organismos de grande diversidade morfofisioldgica
e genética, englobando individuos microscopicos e macroscopicos (ANDRADE et al., 2014).
Na ficologia, o termo alga se refere a todo organismo que possui um talo ndo diferenciado em
raiz, caule, folhas e moléculas de clorofila a em sua constituicdo, que possibilitam a realizacédo
de fotossintese oxigénica (MUTANDA et al., 2011).

Clorofila a ¢ um pigmento fotossensivel presente em todos os orgdos fitoplanctons
eucarioticos (algas) ou procariéticos (cianobactérias) e € utilizado como parametro de biomassa
algal em varios estudos. A clorofila é encontrada em todas as células e esta localizada em
estruturas especiais, situadas no citoplasma, denominadas plastos, ou mais especificamente
cloroplastos. O papel da clorofila, como também de outros pigmentos auxiliares da fotossintese,
consiste principalmente em absorver a luz e transforma-la em outra forma de energia que possa
ser utilizada na sintese de compostos organicos (BRANCO, 1986). A determinacdo de
fitoplancton em corpos d’agua ¢ mais comumente feita pela medida da clorofila a. Isto porque
a clorofila a é o principal pigmento fotossintético de todos os organismos que realizam a
fotossintese.

Como organismos fotossintéticos, as algas desempenham um papel importante na
captura da energia solar e transformagdo desta em energia quimica (SILVA, 2014). As

microalgas, em sua diversidade, sdo organismos muito flexiveis quanto ao habitat, sendo
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encontradas tanto em ambientes Umidos terrestres, quanto em ambientes aquaticos de &gua
doce, salobra e salgada (LUIZ et al., 2013).

Segundo Silva (2014) as microalgas tém um alto potencial biotecnoldgico, conseguem
converter a energia luminosa e gas carbénico em biomassa em diferentes compostos organicos,
sendo eles, proteinas, carboidratos, lipideos, e pigmentos em um curto periodo de tempo. Elas
apresentam altas concentragdes de lipideos, e podem servir de matéria prima para a fabricacéo
de alguns produtos.

As microalgas podem ser cultivadas nos modos autotrofico, heterotréfico e mixotrofico,
sendo que a diferenca entre estas modalidades de cultivo esta na fonte de energia e de carbono
(LUIZ et al., 2013). No cultivo autotrofico, mais especificamente, fotoautotrofico, as células
obtém energia da luz e o carbono do CO> do ar, produzindo entéo, através da fotossintese, suas
biomoléculas: polissacarideos, proteinas, lipideos e &cidos nucleicos. No cultivo heterotrofico,
as células utilizam compostos organicos como fonte de energia e de carbono e, no mixotréfico,
usam a luz, compostos organicos e inorganicos como fonte de energia e CO2 e compostos
organicos como fonte de carbono.

O cultivo de microalgas pela rota heterotréfica ou mixotréfica apresenta rendimento e
concentracdo de lipideos melhor que a rota autotrofica, visto que se verifica que a
disponibilidade de luz é o fator limitante e a velocidade de crescimento cai durante a noite ou
em areas sombreadas durante o cultivo autotrofico e que no cultivo heterotrofico e/ou
mixotréfico fontes organicas sdo usadas a noite para a manutencdo das taxas de crescimento
(KOLLER et al., 2012; MOHAMED et al., 2014).

A reproducdo em algas é bastante diversificada e pode ocorrer de forma vegetativa,
assexuada e sexuada. Acontece primariamente pela divisdo de células vegetativas (assexuadas),
embora a reproducdo sexuada possa ocorrer em muitas espécies quando estdo em condigcdes
apropriadas para a replicacdo celular (ANDRADE et al., 2014). As microalgas sdo organismos
com exigéncia simples para o crescimento, mas uma mesma espécie de microalga pode
apresentar perfil de crescimento distinto, de acordo com as condi¢des de cultivo empregadas
(SILVA, 2014).

O crescimento das microalgas pode variar com os nutrientes do meio de cultivo, as
condicBes de temperatura e luminosidade. Em cultivos industriais de microalgas, a
luminosidade pode ser o principal fator limitante para o aumento de escala. Como o crescimento

fotoautotrofico e a produtividade de biomassa sdo altamente dependentes de luz, as melhores
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areas geograficas para cultivos de microalgas sdo aquelas com alta radiacdo solar durante o ano
inteiro (JOHN et al., 2011).

A fonte de energia de base para as microalgas fotoautotréficas é a solar, sendo este um
dos principais parametros que afetam o sucesso ou fracasso de culturas das microalgas. Com o
aumento da intensidade de luz, aumenta a fotossintese até que a taxa maxima de crescimento é
atingida (ponto de saturagcdo) (RICHMOND, 2000).

O pH, também é um dos parametros que influencia o crescimento das microalgas, pois
afeta diretamente a disponibilidade de varios elementos quimicos presentes no meio. Assim,
considera-se importante manté-lo proximo a neutralidade para que os componentes do meio
possam ser efetivamente absorvidos pelas microalgas (LOURENCO, 2006; CORREA, 2015).
O crescimento das microalgas envolve o consumo do CO; dissolvido no meio, acarretando a
elevacdo do pH (>10). De maneira inversa, 0 aumento da concentragdo de CO> solubilizado no
meio aquoso pode reduzir o pH (<5) e consequentemente inibir o crescimento de algumas
espécies de microalgas (PIRES et al., 2012).

Outro parametro que afeta o crescimento é a temperatura, que se geralmente aumentada
conduz a um aumento exponencial do crescimento das microalgas, até que um nivel 6timo seja
atingido, apos o crescimento diminui. Para culturas ao ar livre e sistemas abertos, a capacidade
de controlar as temperaturas é muitas vezes € limitado, e é determinado pela temperatura
atmosférica, radiacao solar, e umidade. A flutuacdo na temperatura ambiente pode resultar em
temperaturas diurnas com diferencas de até 20 °C para as noturnas, o que pode afetar a
produtividade (OLAIZOLA, 2000).

A temperatura ideal para os cultivos de microalgas, de modo geral, esta entre 20 e 24°C,
embora possa variar em funcdo da espécie utilizada. Para algumas espécies a elevacdo da
temperatura pode diminuir a quantidade de acidos graxos insaturados e aumentar a quantidade
de &cidos graxos saturados (RENAUD et al., 2004).

O nitrogénio é um dos elementos mais importantes, com maior participacdo, em termos
guantitativos, na matéria seca da alga (RICHMOND, 2004). O nitrogénio é o componente
fundamental de trés classes de substancias estruturais e do metabolismo primario das células:
proteinas, acidos nucléicos e pigmentos fotossintetizantes (clorofilas e ficobilinas). Se o
suprimento de nitrogénio é abundante em cultivos, verifica-se tendéncia de aumento nas
concentracdes de proteina e clorofila nas células. J& baixas concentra¢cdes diminuem o teor
dessas duas substéncias, diminuindo drasticamente também a taxa de divisdo celular
(LOURENCGCO, 2006).
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A conversdo de fosforo por microalgas ocorre por este elemento ser essencial para
sintese celular de fosfolipidios, nucleotideos e acidos nucléicos. Tipicamente as células destes
organismos contem aproximadamente 1% de fésforo em base seca, embora em certas
condi¢des, haja evidéncias que estes organismos sejam capazes de retirar das aguas residuérias
quantidades excedentes de fosforo para posterior utilizagdo (VIEIRA et al., 2012). O fésforo e
0 nitrogénio sdo elementos chaves para 0 metabolismo das microalgas.

Em meio ao predominio dessas matérias-primas, o setor de bioenergia vive uma
expectativa pela consolidacdo das microalgas como fonte viavel de biomassa para a producéo
de biocombustiveis. De acordo com Chisti (2007), estes micro-organismos fotossintetizantes
sdo utilizados em aquicultura, para a producdo de suplemento alimentar e para a extragdo de
compostos de alto valor comercial, apresentando potencial para uso em biorremediacdo e
biofertilizagdo, assim como para a producéo de varios tipos diferentes de biocombustiveis.

Segundo Rosenberg et al. (2008), as algas verdes ou cloroficeas sdo as mais promissoras
para a producdo de biodiesel, sendo os géneros Chlorella, Chlamydomonas e Dunaliella os
mais amplamente utilizados. Todavia, as especies de Scenedesmus e Chlorella vem sendo
apontadas nos ultimos anos como as mais eficientes no processo de fixacdo de CO, acoplado
ao tratamento de aguas residuais e a sintese de lipideos para a producdo de biodiesel (XIN et
al., 2010; BLERSCH et al., 2013).

2.3.2 Cultivo de microalgas

Para que seja realizado o cultivo das microalgas, existem basicamente dois sistemas
distintos para cultivo em escala industrial: Os tanques abertos (raceway) e os fotobiorreatores,
fechados (Figura 1). Embora, cerca de 98% da producdo de biomassa algacea comercial ocorra
em tanques abertos (BENEMANN, 2008), os fotobiorreatores fechados sdo 0s mais viaveis para
algumas microalgas que sdo facilmente contaminadas por microrganismos, pois eles
apresentam maior eficiéncia, maior produtividade de biomassa, e podem ser utilizados para

cultivar um maior nimero de microalgas do que em sistemas abertos (CHISTI, 2007).
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Figura 1 - Sistemas de cultivo de microalgas: (a) lagoa raceway; (b) fotobiorreator de placas.

Fonte: Bitog et al. (2011).

O cultivo de microalgas em diferentes meios de cultura é uma ferramenta
importantissima na busca de certas composi¢fes quimicas, permite estabelecer concentracdes
ideais de certos elementos. Entretanto, ainda ndo se sabe quais sdo as quantidades ideais de
elementos essenciais (nutrientes) indispensaveis para cada espécie, isso porque as quantidades
de nutrientes variam de uma espécie para outra de acordo com as suas exigéncias metabdlicas.
A deficiéncia de um nutriente essencial no meio pode inviabilizar o crescimento e o
desenvolvimento da alga. Sendo assim os nutrientes sdo divididos em duas categorias
micronutrientes e macronutrientes (LOURENCO, 2006).

Os meios de cultura sintéticos utilizados no cultivo, a base de reagentes analiticos,
apresentam elevado custo e sua composicdo elementar pode ndo estar adequada para cada
espécie de alga. Para a escolha dos meios que séo utilizados, é considerado as diferencas
nutricionais, o efeito dos macronutrientes no crescimento e no contetdo celular de microalgas.
Alguns exemplos de meios sdo: BG11 e BBM (ANDERSEN et al., 2005), MC, MBM, MDM
(WATANABE, 1960) e um meio com baixo teor de nitrogénio (ILLMAN et al., 2000). O meio
BG11 apresenta uma alta concentracdo de N na forma de NaNOs, e é referenciado adequado
para producao de lipideos (CHEN et al., 2011; FENG et al., 2011).

Nos ultimos anos diversas pesquisas tém focado o cultivo de microalgas em efluentes,
auxiliando no tratamento. Esgotos sanitarios urbanos contém em média 50 g/m? de nitrogénio,
sendo que cada m? pode contribuir para a formacédo de 0,5 kg de biomassa para extracdo de
biocombustivel (PECCIA et al., 2013).
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2.4 Biocombustiveis

Como as fontes de combustiveis ndo renovaveis tendem a se esgotar, a busca por fontes
energéticas renovaveis foi impulsionada nas Gltimas décadas, surgindo assim, de maneira
viavel, os biocombustiveis liquidos de primeira, segunda e terceira geracdo (MAGRO et al.,
2016).

Os biocombustiveis de primeira geracdo sdo produzidos a partir de acUcares, graos e
sementes, e requerem um processo simples de producdo. A primeira geragdo mais conhecida
de biocombustiveis é o etanol, que € extraido pela fermentacdo do acucar de plantas cultivadas
e amido contido em grdos de milho (AMORIM et al., 2011; CANAKCI; SANLI, 2008;
MOSER; VAUGHN, 2012; SOUZA et al., 2014), e o biodiesel produzido a partir de plantas
oleaginosas como a mamona e gréos de soja (ESCOBAR et al., 2009; DANTAS et al., 2011,
SAVALIYA; DHORAJIYA; DHOLAKIYA, 2013).

Os biocombustiveis de segunda geracdo sdo produzidos pelo processamento da
biomassa celulésica de plantas (SOCCOL, 2009; SAVALIYA; DHORAIJIYA; DHOLAKIYA,
2013). Para a obtengé@o de biocombustiveis de primeira e segunda geracao, ha a necessidade de
areas agricultaveis para a obtencdo da matéria prima, o que € um inconveniente, ja que
competem com a producéo de alimento (GISELR@D; PATIL, 2008).

Os biocombustiveis de terceira geracdo sdo 0s obtidos através da biomassa de
microrganismos, em especial de microalgas. Essa ideia surgiu na década de 50 e esforcos foram
concentrados com esse fim na década 70 (CHEN et al, 2009; VARFOLOMEEYV;
WASSERMAN, 2011). As justificativas para a producao de biocombustiveis microalgais em
comparacdo com 0s de primeira e segunda geracdo sdo que o cultivo pode ser realizado em
terras com baixo potencial agricola e, portanto, pode reduzir a competicdo por terras
agricultaveis. Além disso, geram-se novas oportunidades econdmicas para zonas arida, secas
ou afetadas pela salinidade (SCHENK et al., 2008).

A partir da biomassa microalgal podem ser produzidos os dois tipos de biocombustiveis
liguidos, o bioetanol através da hidrolise dos carboidratos da biomassa (MIRANDA,;
PASSARINHO; GOUVEIA, 2012) e o biodiesel através dos lipidios (CHISTI, 2008; GONG;
JIANG, 2011).

Chlorella vulgaris tem sido amplamente utilizada em estudos fotossintéticos, em
experiéncias de cultivo em massa e para a purificacdo de efluente de aguas residuarias. Possui
51-58% de proteinas, 12-17% de carboidratos, 14-22% de lipideos e 5% de minerais (BECKER,
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1994). Ela contém ainda mais de 2% de clorofila, o que Ihe permite rapido crescimento, seu

metabolismo principal é a fotossintese, onde a fonte principal € a luz solar (VONSHAK, 1997).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizacao do efluente utilizado como meio de cultivo

O experimento foi realizado na Estacéo de Tratamento de Esgoto (ETE) localizada na
Universidade Federal de Lavras (UFLA).

O municipio de Lavras esta posicionado nas coordenadas geograficas 21° 13 45” de
latitude sul, 44° 58’ 31 de longitude oeste e altitude média de 918 m. A regido apresenta clima
do tipo Cwa (mesotérmico ou tropical de altitude), com inverno seco e verdo chuvoso, segundo
a classificacdo de Koppen (SA JUNIOR et al., 2012).

3.2 Efluente

O efluente utilizado no experimento foi proveniente da ETE-UFLA, projetada para o
tratamento do efluente oriundo das instalagdes da propria universidade, tais como sanitarios,
restaurantes, lanchonetes e outros.

Atualmente, encontra-se implantado um sistema de tratamento de esgoto composto por
gradeamento grosseiro, gradeamento fino, caixa separadora de gordura, estacao elevatoria, duas
caixas distribuidoras de vazao, seis reatores anaerébios de manta de lodo (UASB), seis filtros
biolégicos aerados submersos (FBAS), quatro filtros rapidos de areia descendentes (FRD),
sistema de desinfeccdo por radiacdo ultravioleta, sistema de desinfeccdo por cloracdo, dois
filtros prensa para lodo e sistema gerador de energia elétrica movido a biogas.

A coleta do efluente foi feita manualmente no reator UASB n°2 da ETE-UFLA (Figura

2), com o auxilio de um recipiente plastico de 20L.
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Figura 2- Reator do tipo UASB de nimero 2.

Fonte: Da autora (2019).

3.3 Cultivos

Para a realizacdo do cultivo de microalgas, foram coletados cerca de 40 L do efluente
do reator UASB, foi adicionado em um reservatorio de fibra de vidro, com capacidade para 100
L, coberto com tela, sob condi¢cGes ambientes de temperatura e luminosidade (Figura 3). O

tempo de batelada foi de 15 dias.
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Figura 3- Reservatorio de fibra de vidro.

L/
K 4 U{”vegerAD DERAL DE LAVRAS

Amostras do cultivo foram levadas para o laboratério de Microbiologia do
Departamento de Engenharia Ambiental e Sanitéaria.

Utilizou-se uma estufa para a aclimatacdo dos cultivos de modo a estabelecer um
ambiente propicio para a otimizacao do crescimento das microalgas, a temperatura de 26°C (+2)
(Figura 4). Foram dispostos na estufa, luzes fluorescentes com poténcia de 20w, com
fotoperiodo controlado de 12 horas claro/ 12 horas escuro.

A contagem de células foi feita por camera de Neubauer de 2 em 2 dias durante 15 dias.

No tanque da estacdo da ETE-UFLA, foram realizados dois cultivos, obtendo dois
resultados. O primeiro cultivo foi realizado no més de marco do ano de 2019, onde as chuvas
diminuem em quantidade e intensidade e a estacdo costuma ser a mais seca do ano.

O segundo cultivo foi feito no més de abril do ano de 2019, no tanque da ETE-UFLA.
A partir da cultura selecionada no tanque, realizou-se cultivos em laboratorio, em duplicata,
utilizando 10% do in6culo, 45% de meio de cultura BG-11 e 45% de efluente (cultivo 2). O
cultivo controle (cultivo 2°) também foi realizado, onde utilizou-se a mesma proporcéo de
indculo e 90% do meio de cultura BG-11. O cultivo em meio liquido obteve sucesso, visto que
foi feito o isolamento, usando &gar, e ndo obteve crescimento de nenhum microrganismo na

placa, porém sem sucesso. O cultivo feito em laborat6rio ndo apresentou crescimento, porque
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0 armério de aclimatacdo passou por alguns desvios, ndo apresentou crescimento de células,
como mostram as Figuras 7 e 8.

Posteriormente foram realizados trés cultivos em laboratério, em duplicata, utilizando
10% do inoculo, 45% de meio de cultura BG-11 e 45% de efluente. Também foi feito o cultivo
controle em duplicata, onde utilizamos 10% do inoculo e 90% do meio de cultura BG-11.

Realizou-se contagens diarias em camera de Neubauer, de ambos, durante 10 dias. No
meio de cultura BG-11, foi acrescentado o &gar, na tentativa de isolar microalgas do efluente.

O meio de cultura BG-11, usado tanto para manutencdo e propagacdo dos indculos
quanto nos cultivos do planejamento experimental, apresenta a seguinte composicao (RIPPKA
et al., 1979): Macronutrientes-25g 500 mL* de NaNOs, 0,4 g 10 mL? de K:HPO4, 0,35 g 10
mL* de CaCl, , 0,2 g 10 mL? de Na,COs, 0,75 g 10 mL™* de MgSO.. , 0,06 g 10 mL™ de
Citrato de Ferro e Amdnio, 0,06 g 10 mL™ de Acido Citrico, 0,01 g 10 mL™* de Na2EDTA.
Micronutrientes- 0,61 g de H3sBOs, 1,69g de MnSO:H-0, 2,87 g de ZnSO4.7H20, 0,025 g de
CuS04.5H,0, 0,125 g de M070,. Foi usado 10g de glicose em 1 L de meio de cultura, sendo
7,4 o valor do pH.

Figura 4- Estufa utilizada para desenvolvimento dos cultivos.

Fonte: Da autora (2019).
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A partir dos dados obtidos, foram construidos graficos para representar o crescimento

de microalgas ao longo do tempo.

3.4 Clorofila

A quantificacdo da clorofila foi feita pela espectrofotometria (NUSCH, 1980). As
amostras foram filtradas em filtros de fibra de vidro de 0,47 mm de didmetro, os filtros foram
dobrados ao meio e envolvidos em um lenco de papel para a retirada do excesso de agua. O
reagente usado foi o etanol 90% e HCI 0,1N (0,1M). Utilizou-se o banho maria, centrifuga e
espectrofotometro. Os filtros quando colocados no tudo de ensaio, foram cobertos com 6 mL
de etanol.

ApoOs a extracdo, os tubos foram envolvidos com papel aluminio e mantidos em
geladeira (4°C) durante a noite. A centrifugacéo foi feita por 10 min a 3.500 rpm. Para a leitura
de absorcdo, o branco foi feito com etanol 90%. As leituras no espectrofotometro foram
realizadas a 665 nm. A leitura feita a 750 nm é para a correcdo de turbidez. Apds as duas
primeiras leituras (665 nm e 750 nm) as amostras foram acidificadas e lidas novamente a 665
nm e 750 nm. Para a realizacdo dos calculos de concentracdo foram usadas as seguintes

formulas;

Sem acidificacéo
Clorofila (ug/L) = (12,2 x (A665- A750)x v) / (V.L)
Onde:
A665= absorbancia a 665 nm;
A750= absorbancia a 750;
v= volume de etanol usado para extracao;
V= volume de &gua filtrado em L;
L= largura da cubeta em cm.
Com acidificacéo
Clorofila a (ug/L) = (29,5 x( A665- A665ac) x v) / (V. L)
Onde:

A665= absorbancia a 665nm antes da acidificagdo — absorbancia a 750 nm antes da
acidificagéo;
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Ab665ac= absorbancia a 665nm apds a acidificacdo — absorbancia a 750 nm apos a acidificacao;
v=volume de etanol usado pra extracao;
V= volume de &gua filtrado em L;

L= largura da cubeta em cm.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Crescimento em tanque de cultivo instalado na ETE-UFLA

O crescimento das microalgas esta indicado nas Figuras 5 e 6, por meio da concentracdo
de células em funcao do tempo de cultivo, presentes no efluente do tanque da ETE-UFLA.

Segundo Lourenco (2006), durante a fase de crescimento do cultivo, 0 aumento na
concentracdo de células caracteriza um crescimento exponencial. Na representacdo em LOG
pode se observar as fases do crescimento, sendo os trés primeiros dias a fase em que as
microalgas estdo se adaptando ao meio de cultivo, a fase do crescimento exponencial esta entre
0s dias quatro e cinco, e a fase final onde ha o decrescimo exponencial no nimero de células.

Nos dois ensaios foram utilizados efluentes como meio nutritivo na figura 10, é aparente
que se teve um sucesso no crescimento de microalgas, sendo assim, o0 meio de cultura utilizado
favorece o desenvolvimento celular.

A densidade celular maxima ¢ de 4,9x10° células mL™* mostrando microrganismos
diversos e células tipicas de Chlorella. O fato pode ser comprovado por Lucio (2014) que
realizou estudos com microalga Chlorella vulgaris cultivada em efluente domeéstico como meio
de cultura alternativo e obteve uma densidade celular maxima de 5,2 x 107 célula mL™.

Segundo Torres (2014) Chlorella demonstrou a melhor adaptacdo de crescimento em
Efluentes de UASB multiplicou-se rapidamente sem interferéncias ou possiveis limitacdes
presentes no efluente de UASB, tais como, competitividade por nutrientes e predadores. Foram
dez dias de cultivo, sob condi¢des laboratoriais e sobrevivéncia maior que 90%. A microalga
Chlorella sobrevive e cresce no cultivo em efluente de UASB, isso indica uma alta adaptacao.

Cho et al. (2011) afirmam que efluente de ETE pode ser utilizado para producdo de
biomassa microalgacea com menor custo, pois evita a necessidade de adi¢do de nutrientes.

De acordo com Lopes et al. (2015) o cultivo suplementado com 50% de efluente do reator
UASB, representa a concentracdo de efluente que proporcionou a maior velocidade de
crescimento da Chlorella sp. O cultivo foi iniciado com uma concentragdo celular de 1,26x10°
cel.mL? e finalizou com 5,53x10" célula mL™. Os resultados foram relacionados com o
encontrado no presente trabalho, proporcionando resultados satisfatorios, e possibilitando o
desenvolvimento das microalgas.

Em vérios estudos a Chlorella se destaca, pois apresenta um crescimento satisfatério no

efluente, em relacdo aos diferentes meios de cultura. O efluente doméstico pode ser uma boa
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alternativa para a produgdo de Chlorella, pois ela se adapta e pode apresentar ganho de
biomassa maior que no meio sintético.

De acordo com Cunha et al. (2014) o cultivo da Chlorella, em meio BBM, com adi¢éo
de 60% de efluente, apresentou no quinto dia uma densidade populacional de 2,43x107 célula
mL?.,

O cultivo realizado no tanque da ETE-UFLA foi exposto a condigdes ambientais, ou
seja, sem controle de temperatura e luminosidade. A temperatura € um dos fatores que mais
afeta a taxa metabolica dos organismos. Segundo Lourenco (2006) para o cultivo de microalgas
de espécies tropicais, a temperatura deve permanecer em torno de 20 a 30°C. Durante o
periodo que foram realizados os experimentos, observou-se uma relacdo direta entre a
temperatura do ambiente. As microalgas sdo fotossintéticas e precisam do sol para a realizacao
dessa fotossintese. Com esses dados, podemos observar que o primeiro cultivo foi com nimeros
satisfatorios, podendo levar em consideracdo o periodo do ano em que foi realizada a coleta e

feito o cultivo. Porgque € uma estagdo do ano que a incidéncia solar é alta e as chuvas sdo poucas.

Figura 5 - Concentragéo de células no cultivo 1 e 2.
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Fonte: Da autora (2019).
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Figura 6 - Concentracéo de células em LOG no cultivo 1 e 2.
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Fonte: Da autora (2019).

4.2 Cultivo em laboratorio com fotoperiodo

Foi observado o desenvolvimento de algas em todos os meios de culturas testados, no
primeiro cultivo, isto se apresenta como um importante objetivo do projeto alcancado, desta

forma pode-se afirmar que € possivel a producdo de biomassa com espécies de algas de
efluentes em laboratdrio.

Figura 7 - Concentragdo de células no cultivo 1 e 2.

10000000
8000000
6000000
4000000 =¢=—Ensaio 1
2000000
O - — - _
1 6 11 16

Tempo (dias)

células mL?

Controle Ensaio 1

Fonte: Da autora (2019).



27

Figura 8 - Concentracéo de células em LOG no cultivo 1 e 2.
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Fonte: Da autora (2019).

Chlorella vulgaris no efluente domeéstico como meio alternativo mostra uma densidade
celular ligeiramente maior no efluente do que no meio sintético, devido a maior disponibilidade
de nutrientes (SUALLI, 2012). O ensaio 1 obteve uma densidade maxima celular de 6,57 X108
célula mL™,

Corroborando com o presente trabalho, Cho et al. (2011) observaram o crescimento
gradativo de Chorella sp. cultivada em efluente de tratamento de esgoto sanitario com
diferentes tipos de pré-tratamentos, e concluiu que o efluente apresenta componentes
necessarios disponiveis para o crescimento de microalgas, sem adig@o externa de nutrientes.

No entanto, Trevisan et al. (2014) observaram gque a cinética de crescimento da Chorella
vulgaris na producdo do biodiesel empregando o efluente in natura ndao apresentou melhorias
na concentracdo inicial de efluente, ja que o volume de algas revelou alcancado, demandou
tratamento para a remocao do material suspenso e microrganismos.

O terceiro cultivo foi feito no més de maio do ano de 2019, foi um periodo que teve um
indice alto de chuvas, o cultivo no tanque da ETE-UFLA ndo apresentou resultados. E assim, o
cultivo em laboratério ndo foi realizado. No més de mar¢o quando realizado o primeiro cultivo,
o tanque da ETE-UFLA estava em um local de alto indice de sol. Ao passar dos meses, 0 sol ja
ndo pegava tanto no tanque. O tanque foi trocado de lugar, e mesmo assim o cultivo ndo
apresentou resultados de crescimento.

Diversos fatores influenciam o crescimento de microalgas: fatores abidticos, como

intensidade e qualidade luminosa, temperatura, concentragéo de nutrientes, de Oz e de COs,
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potencial hidrogeniénico (pH), salinidade e presenca de produtos quimicos toxicos; fatores
bidticos, como patdgenos (bactérias, fungos, virus) e competicdo de outras espécies de
microalgas; fatores operacionais, como cisalhamento produzido pela agitagéo, taxa de dilui¢do
e frequéncia de recuperacdo da biomassa (em cultivos continuos), profundidade do leito e
adicdo de bicarbonato (MATA et al., 2010).

As atividades metabdlicas das microalgas podem ser largamente interferidas por
circunstancias quimicas e fisicas do ambiente. Existem diversos aspectos que podem restringir
o desenvolvimento algal em laboratério, especialmente luz e temperatura. Os atributos mais
relevantes da luz para as algas sdo a intensidade luminosa e a qualidade do espectro luminoso.
A temperatura é relevante elemento regular dos indices de rea¢fes quimicas dos processos
biologicos, como a fotossintese e a respiracdo, por exemplo (WOJCIECHOWSKI, 2013).

As técnicas de cultivo de microalgas mais usadas tem sido as lagoas aeradas abertas e
os fotobiorreatores fechados (CHEN et al., 2011), sendo que o emprego das duas técnicas
considera as propriedades do local de cultivo, a espécie utilizada, o volume de luz necessario e
0 processo de recuperacdo da biomassa do meio de cultura (centrifugacdo, floculagdo e
filtracdo) que se deseja usar.

A andlise de clorofila foi feita ap6s 15 dias do inicio do cultivo no tanque da ETE-
UFLA. A contagem foi realizada no dia 07 de maio de 2019. Foram feitas duas amostras, a
primeira em 665 nm e a segunda a 750 nm, os valores da concentracédo de clorofila encontrados
foram de 0,1423 ugL™* e 0,0671 ugL™. Valores esses sem a adificacdo. Posteriormente foi feita
a concentracdo com acidificacdo da amostra, foram duas amostras em 665nm, sendo as
concentracdes de clorofila 0,0197 ugL? e 0,2557 ugL?, e duas amostras de 750nm com
concentracdes de clorofila 0,2655 ugL™ e 0,2753 ugL™.

No estudo de Marino (2017) em que o autor buscou investigar a correlacdo entre a
clorofila a e cianobactérias, o autor comprovou que em 734 amostras, 250 apresentaram valor
zero de concentragdo de clorofila a, 460 apresentaram valores entre 0,1 a 10 pugL?, 18 de 10,1
a30 ugL?* e 6de 30,1 a 60 pugL™.

Apesar de gue nesse estudo nao foi especificada o tipo de clorofila avaliada, percebe-se
que os valores de concentracdo encontrados foram semelhantes em algum momento aos valores
do estudo de Marino (2017) e estavam dentro dos valores permitidos pelo Conama (2005) para
a presenca dessa substancia nas aguas de diferentes classes.

A utilizagdo da biomassa microalgacea para producdo de biocombustiveis também

requer investigacgdes.
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Cardoso, Vieira e Marques (2011) destacaram que a biotecnologia das microalgas vem
sendo empregada em distintos produtos comerciais. Quanto aos biocombustiveis, algumas
microalgas, devido ao volume de lipidios podem ser transesterificados em biodiesel. A
biomassa residual alcangada depois que os lipidios sdo extraidos deriva distintos tipos de
biocombustiveis como metano, bio-6leo e etanol. Além disso, conforme as condi¢bes do
cultivo, obtém-se o hidrogénio que direciona sua producdo pelas células, o metano, o bio-6leo
e etanol que podem ser obtidos por meio da utilizacdo das células intactas.

Os combustiveis derivados da biomassa tém relevante papel no cenario econémico,
especialmente o biodiesel, visto que se trata de um dos combustiveis renovaveis mais
promissores, podendo ser utilizado puro ou em misturas com o diesel, além de ser menos
poluente (FRANCO et al., 2013).

Principalmente como forma de incrementar a geracéo de energia dentro de Estagdes de
Tratamento de Esgoto. Questbes como toxicidade, rentabilidade, viabilidade econémica e
praticidade do sistema também necessitam de investigacdes nas etapas seguintes de um projeto
mais amplo.

As Figuras 9 e 10, sdo imagens de microscopia Optica e de varredura, da microalga
Chlorella, identificada no cultivo.

Figura 9 - Imagem de microscopia Optica, microalga Chlorella (x40).

Fonte: Da autora (2019).



Figura 10 - Imagem de MEV, microalga Chlorella (x4800).
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Fonte: Da autora (2019).
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5 CONCLUSAO

O cultivo de microalgas em efluentes de tratamento de esgoto contribui para a formacéao
de biomassa, pois 0s nutrientes que estdo presentes vao contribuir para o crescimento, suprindo
suas necessidades, assim como, Nitrogénio e FoOsforo e outros macronutrientes e
micronutrientes.

Através dos resultados obtidos durante o estudo, constata-se que a microalga Chlorella
apresenta um 6timo crescimento celular quando utilizado o efluente como fonte de nutrientes.

Sdo véarios 0os meios de se obter nutrientes para as microalgas. Porém depende da
quantidade que cada microalga precisa para se obter sucesso no cultivo.

O cultivo de microalgas em aguas residuérias, € uma forma compensatdria para reduzir
a eutrofizacdo causada pelos macronutrientes. Porém sdo muitos 0s estudos que precisam ser

realizados, para a obtencéo de fontes para producdo de biocombustiveis.
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