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RESUMO

A producdo de biomassa microalgal tem sido bastante estudada, devido suas aplicagdes
biotecnoldgicas, principalmente pela sua capacidade de acumular bioprodutos como lipidios,
carboidratos, proteinas, pigmentos e outros. A microalga verde Chlorella vulgaris pode ser
usada principalmente na biorremediacdo de efluentes e na sintese de compostos de alto valor
agregado como, biocombustiveis. Além disso, buscam-se meios de cultura como alternativa aos
meios sintéticos que garantam um crescimento similar ou até maior, a fim de minimizar os
custos de cultivo. Desse modo, o objetivo deste trabalho ¢ analisar quantitativamente a
producdo de biomassa final da microalga Chlorella vulgaris em meio alternativo, efluente
industrial, visando a produ¢ao de energia verde. O experimento foi realizado em reatores de
polietileno de 20L com volume ttil de 10L, com aeragdo constante e fotoperiodo de 12/12
horas luz, diferindo o meio de cultura utilizado. A configuragcdo experimental consistiu em dois
tratamentos (MC e EI) em triplicata, onde MC ¢ o cultivo da microalga em meio padriao
controle, f/2 GUILLARD, e EI é o cultivo em meio alternativo, efluente industrial. O
crescimento da microalga foi monitorado durante 10 dias por meio de densidade oOptica por
espectrofotometro (HACH) e contagem celular em camara de Neubauer. O tratamento do
efluente foi monitorado por meio de sonda multipardmetros (HANNA). A biomassa foi obtida
através de floculagdo quimica com NaOH seguido de centrifugagdo de cada um dos tratamentos
(MC e El). Assim, foram aferidos os pesos e os dados tratados a partir da média das replicatas
de cada tratamento, ja os outros parametros foram a analise de variancia (ANOVA) simples
(p<0,05). No cultivo padrao (MC) foi possivel observar um rendimento de 0,520 g, ja no
efluente (EI) o rendimento foi de 0,890 g. Ademais, constatou-se a biorremog¢ao em 100% do
nitrato, 76,3% da amoénia e 7% do fosforo total. Foi possivel concluir que, o cultivo da
microalga em efluente industrial ndo afeta negativamente a producao de biomassa da Chlorella
vulgaris, o que pode ser uma possibilidade para reduzir os custos de produgdo de energia verde
a partir da biomassa de algas, além de apresentar capacidade de reducdo de compostos

nitrogenados no efluente.

Palavras-chave: Biomassa; energia verde; efluente industrial.



ABSTRACT

The production of microalgal biomass has been extensively studied due to its biotechnological
applications, mainly due to its ability to accumulate bioproducts such as lipids, carbohydrates,
proteins, pigments and others. The biomass of the green microalgae Chlorella vulgaris can be
used mainly in the bioremediation of effluents and in the synthesis of compounds with high
added value, such as biofuels. Furthermore, culture media are sought after as an alternative to
synthetic media that guarantee similar or even greater growth in order to minimize cultivation
costs. Therefore, the objective of this work is to quantitatively analyze the final biomass
production of the microalgae Chlorella vulgaris in an alternative medium, industrial effluent,
aiming at the production of green energy. The experiment was carried out in 20L polyethylene
reactors with a useful volume of 10L, with constant aeration and a 12/12 hour light
photoperiod, differing in the cultivation medium used. The experimental setup consisted of two
treatments (MC and EI) in triplicate, where MC is the cultivation of microalgae in standard
control medium, f/2 GUILLARD, and EI is the cultivation in an alternative medium, industrial
effluent. The growth of microalgae was monitored for 10 days using an optical density
spectrophotometer (HACH) and cell counting in a Neubauer chamber. Effluent treatment was
monitored using a multiparameter probe (HANNA). Biomass was obtained through chemical
flocculation with NaOH followed by centrifugation of each of the treatments (MC and EI).
Thus, the weights and treated data were measured based on the average of the repetitions of
each treatment, while the other parameters were subjected to simple analysis of variance
(ANOVA) (p<0.05). In the standard culture (MC) it was possible to observe a yield of 0.520g,
while in the alternative medium (EI) the yield was 0.890 g. Furthermore, bioremoval was found
in 100% nitrate, 76.3% ammonia and 7% total phosfor. It was possible to conclude that the
cultivation of microalgae in industrial effluents does not negatively affect the production of
Chlorella vulgaris biomass, which may be a possibility of reducing the costs of producing
green energy from algae biomass, in addition to having the capacity to reduce nitrogen

compounds in the effluent.

Keywords: Biomass; green energy; industrial effluent.
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1 INTRODUCAO

O aumento dos indices de poluicao ambiental provenientes de emissdes veiculares
tem causado uma séria preocupagdo em relagdo ao aquecimento global, ademais a grande
demanda para produ¢do de energia acaba aumentando a ameaca de um possivel esgotamento
dos combustiveis fosseis (DUARTE et al., 2022).

Em suma, a combustdo de combustiveis fosseis pode causar graves danos ao
ecossistema e a saude humana. Problemas respiratorios causados pela emissdo de
contaminantes atmosféricos, como monoxido de carbono, além de didxido de enxofre e 6xidos
de nitrogénio, que contribuem para chuva acida, provém dessa fonte energética (FGV
ENERGIA, 2020). Outrossim, tem se tornado comum a divulgacdo de noticias a respeito de
vazamentos em petroleiros ou navios carregados de 6leo cru para ser refinado. O resultado
disso ¢ que o petroleo contém algumas substancias toxicas que, quando misturadas com agua,
causam sérias sequelas a vida aquatica (TECCOM, 2021).

A pesquisa por recursos limpos que permitam assegurar as necessidades
energéticas da sociedade no futuro constitui um dos maiores desafios da atualidade.
(DUARTE et al.,2022). Neste cenario, surgem os biocombustiveis como uma op¢ao oportuna
para geracao de energia renovavel, contribuindo também na redug¢ao significativa da emissao
de gases que induzem o agravamento do efeito estufa o que no panorama atual, representam
alternativa energética cada vez mais explorada (DUARTE et al., 2022).

Todavia, a geragdo desta energia limpa atual estd baseada apenas nos cultivos
vegetais, como canola, milho, soja, agucar e colza. Embora ndo se tenha dados cientificos
relevantes, acredita-se que o cultivo dessas culturas para biocombustiveis pode conduzir ao
aumento nos pregos dos alimentos e ao agravamento do desmatamento. (GREENWELL et al.,
2010; MME, 2020; FGV ENERGIA, 2020).

Devido ao aumento das atengdes voltadas para o desenvolvimento renovavel,
tecnologias sustentaveis e preocupacao ambiental, as microalgas vem se destacando como
solucdo para esses ideais. Colocando em evidéncia as vantagens das microalgas, pode-se
perceber que a producdo de biocombustiveis, em certos aspectos, apresentam atrativos no que
se refere a reutilizacdo de residuos provenientes de outros processos de producgdo. Além disso,
conforme a pesquisa realizada pelo Instituto Nacional de Tecnologia, as microalgas possuem
caracteristicas que garantem a producdo de um combustivel eficiente e verde, sem riscos

preocupantes para a sua utilizacdo. (SALAMA et al., 2017; AJALA, ALEXANDER, 2019).
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A biomassa das microalgas possui um excelente potencial biotecnoldgico, devido
as inumeras aplicagcdes nas industrias farmacé€utica ,alimenticia e cosmética, como também
para obtencdo de biocombustiveis. Ademais, as microalgas nao s6 produzem biomassa, que
pode ter diferentes fins biotecnoldgicos, como também oferecem uma solug¢do eficaz para
tratamento de efluentes, devido a sua capacidade de absorver nutrientes e outros compostos
contaminantes do meio, como metais pesados, ¢ ainda assim possuir uma produ¢do de baixo
custo. Estudos com esta tematica t€ém sido cada vez mais periddicos. (OLIVEIRA et al., 2018;
DIAS, HIPOLITO, SANTOS, 2019; CASTRO et al.,2020; RODRIGUES, 2022).

O cultivo de microalgas em efluentes ¢ considerado uma ferramenta eficaz, para
assimilagdo de nutrientes e outros compostos contaminantes do meio por ser natural e de
baixo custo, como metais pesados e farmacos, podendo assim ser utilizado como alternativa
viavel para o tratamento terciario, por exemplo para remog¢ao metais pesados e farmacos
(YUEFEI et al., 2019).

O potencial de absor¢do se d4 mediante processo de fotossintese realizado pelas
microalgas, que necessitam de compostos presentes nas aguas residuais para o seu
crescimento (CASTRO et al.,2020). Dessa forma, o cultivo de microalgas em efluentes tem se
destacado muito no meio cientifico visto que apresenta elevada eficiéncia na remog¢ao de
nutrientes e producdo de biomassa para geracdo de biocombustiveis de terceira geragdo (LAM
etal.,2018).

A microalga Chlorella vulgaris ¢ uma das espécies que t€ém ganhado atengdo para
cultivo em 4guas residuarias. Sendo classificada como Chlorophyta (alga verde ), unicelulares
de agua continental, contendo celulose como principal componente da parede celular e o
amido como principal fonte de reserva intracelular (DALIRY et al., 2017).

Esta espécie possui importantes vantagens, como crescimento acelerado,
adaptagdo flexivel aos meios de cultura e manejo facilitado, além de possuir resisténcia a
fatores externos. Outrossim, a biomassa de Chlorella vulgaris ja possui varias aplicagcdes nas
industrias alimenticia e farmacéutica, e vem recebendo muito destaque na producdo de
biocombustiveis, por sua biomassa incorporar até 40% de lipidios, sob condi¢des de estresse

(RODRIGUES, 2022; ASSIS NETO et al., 2022).
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Cultivar a microalga Chlorella vulgaris em efluente industrial, como meio alternativo, para

producao de biomassa, visando potenciais biocombustiveis.
2.2 Objetivos especificos

e Comparar o desenvolvimento da Chlorella vulgaris em meio padrdo (Guillard f/2) e
no efluente, mediante curvas de crescimento e peso seco da biomassa.

e (Caracterizar o meio alternativo quanto a parametros fisico-quimicos de qualidade da
agua, antes e apos o cultivo, para analisar a capacidade de biorremediacdo da
microalga Chlorella vulgaris.

e Avaliar produtividade de biomassa seca da microalga Chlorella vulgaris em efluente.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Microalgas

Fitoplancton ou microalga constituem a base da da cadeia trofica aquatica, sendo
capazes de realizar fotossintese, adaptar-se a condigdes extremas e ainda obter rapido
crescimento. Ademais, habitam principalmente ambientes aquaticos (marinho e continental),
mas também podem ser encontrados em superficies terrestres imidas. O fitoplancton possui
diversos grupos que podem se apresentar como células isoladas ou coldnias. Assim, devido
seu alto rendimento, eles sdo considerados uma fonte natural confiavel de inumeros
metabolitos que podem ser usados em uma diversidade de aplicagcdes como nos setores de
alimentos, racdes, produtos farmacéuticos e energia (LOURENCO, 2006; MELO, 2021;
AMARAL et al.,2023).

Atualmente, as microalgas tém sido bastante estudadas visando a producdo de
biocombustiveis, e demonstram como qualidades para esta aplicagao:

e Crescimento acelerado e, portanto, manejo facilitado quando
comparado a fontes alimentares (soja, milho, cana-de-agucar) utilizadas para produgao
de biocombustiveis atualmente.

e FElevada produtividade em uma demanda menor de érea.

e Niao competem com a producdo de alimentos, j& que podem ser
cultivadas em terras consideradas invidveis para a agricultura.

e Alta capacidade de biorremog¢ao de contaminantes presentes nos corpos
d'agua.

e Nio emitem gases de efeito estufa, sendo uma alternativa sustentavel.

e Apresentam uma boa adaptacdo a ambientes com condi¢des extremas,

como desertos.

3.1. 1 Divisao chlorophyta

O filo Chlorophyta ¢ constituido por algas verdes, contendo formas unicelulares
até talos multicelulares, e engloba cerca de 17.000 espécies, sendo, aproximadamente, 10%
marinhas e 90% dulcicolas (LOURENCO, 2006).

Além disso, as algas verdes apresentam essa coloragdo porque possuem as
clorofilas a e b se destacam sobre os demais pigmentos acessorios, podendo haver alteragdes

de tonalidade devido a presenca de carotendides. Outrossim, a substancia reserva das
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cloroficeas ¢ o amido, que fica armazenado no interior dos pirenoides (DALIRY et al., 2017).

As cloroficeas apresentam morfologias celulares que podem ser flageladas,
cocodides, filamentosas ou raramente folidceas, e podem se reproduzir de forma assexual ou
sexual, por isogamia, anisogamia ou oogamia (MELO, 2021).

Os membros da ordem Chlorococcales em sua maioria sdo de agua continental,
porém também ocorrem no ambiente marinho, no solo imido, como endéfitos de plantas
vasculares, em simbiose com animais inferiores e até formando liquens (SILVA, 2014). Além
disso, os géneros com formas unicelulares esta Chlorella, uma das variedades mais estudadas.
Em uma pesquisa na Science Direct o grupo ja possui 37.000 trabalhos publicados, sendo

3.371 s6 em 2023.

3.1. 2 Microalga Chlorella vulgaris

As microalgas do género Chlorella (Figura 1), foram reconhecidas pela primeira
vez pelo pesquisador holandés Martinus Willem Beijerinck em 1890 classificada como a
primeira microalga com um ntcleo definido em um corpo hidrico nos arredores da cidade de
Delft, na Holanda. O autor descreve em seu trabalho que as dguas do lago estavam tomadas
por microalgas que possuiam uma coloracdo verde intensa ao qual ele comparou com o verde
da grama que crescia nas margens da lamina d’agua. O nome Chlorella vem da palavra grega
chloros (XAwpdc) que significa verde, e o sufixo latino ella que se refere ao seu tamanho

microscopico (CAVALCANTI, 2020).

Figura 1. Exemplares da microalga Chlorella vulgaris

10 pm @ UT-Austin
1000X

UTEX #26
Chlorella vulgaris

Fonte: https://utex.org/products/utex-0026?variant=30991239970906

Outrossim, foi constatado que a C. vulgaris ndo possui mobilidade, sendo

encontrada principalmente em ambientes dulcicolas, mas também em aguas salobras no


https://utex.org/products/utex-0026?variant=30991239970906
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mundo todo, praticamente. Ademais, essa espécie possui um unico cloroplasto e pode
acumular pigmentos como clorofilas @ e b, B-caroteno e xantofilas. Apesar de o amido
configurar seu carboidrato de reserva intracelular, possuem a capacidade de acumular lipidios
quando se encontram em condicdes estressantes (SAFI ef al., 2014; BHUVANA et al., 2019).
Os processos metabolicos para obtengdo de energia necessaria ao crescimento € manutencao
celular sdo realizados pelas mitocondrias, formadas por membranas duplas, fosfolipidios e
proteinas (CORONADO-REYES et al., 2020).

Para mais, sua reprodugdo ¢ assexuada e rapida, assim, se cultivada em condicdes
adequadas, se multiplica por meio de auto esporulacdo, modo mais comum de reprodugdo
assexuada entre as algas, onde uma célula mae de C. vulgaris origina quatro células filhas
(SAFI et al., 2014; CAVALCANTI, 2016).

Assim, o interesse pelo consumo de C. vulgaris, ocorreu apds a descoberta das
propriedades antitumorais, antibacteriana e antioxidante, como a presenca de a- e B-caroteno,
acido ascorbico, luteina e a-tocoferol, presentes em sua biomassa. Adicionalmente, essa
espécie também possui uma composi¢ao rica em vitaminas do complexo B, essencialmente
B12 (BHUVANA ef al., 2019), além de apresentar 42 a 58%de proteinas em sua biomassa
seca. A C. vulgaris pode alcangar um teor de at¢ 40% de lipidios em base seca, constituido
principalmente de fosfolipidios, glicolipidios, hidrocarbonetos, ceras e acidos graxos,

sintetizados pelo cloroplasto (CORONADO-REYES et al., 2020).

3.1.3 Meios de cultivo

Os meios de cultivo sintético, para produ¢ao de microalgas sdo constituidos por
macronutrientes (carbono, oxigénio, hidrogénio, fésforo, célcio, nitrogénio, silicato, enxofre e
potéassio) e micronutrientes (ferro, cobre, molibdénio, zinco, manganés). Os macronutrientes
constituem as estruturas das biomoléculas, de membranas e do meio intracelular, e portanto,
sdo considerados essenciais. Os micronutrientes promovem as atividades metabdlicas das
enzimas, que participam das organelas celulares (LOURENCO, 2006).

O aporte de nutrientes no cultivo de microalgas pode ser: continuo, em batelada e
semi-continuo. No continuo, os nutrientes sdo ofertados durante todo o periodo de produgao ,
assim o metabolismo ¢ mantido quase estavel. No cultivo em batelada, esses nutrientes sao
fornecidos apenas na fase inicial, assim o nitrogénio celular vai diminuindo e ocorre o
aumento da composi¢do das fragdes de acido graxo. No semi-continuo os nutrientes sao

adicionados ao longo da produgdo, com objetivo de reduzir o uso de dgua e nutrientes, e
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portanto, o custo. O tltimo modo de cultivo abordado pode diminuir a limitagao de nutrientes
para o cultivo e a penetragdo de luz durante as fases de crescimento. Porém € mais suscetivel
a contaminagdo, principalmente com zooplancton. Todavia, para cada forma de cultivo ha
respostas distintas dependendo das caracteristicas fisioldgicas da cepa escolhida e da
finalidade requerida (LOURENCO, 2006; YUAN et al., 2019; CASTRO et al., 2020).

A caracterizagdo de meios de cultivo formados por residuos diversos se mostra
uma solugdo eficaz para diminuir os custos de producao de microalgas. Ja que, o investimento
monetdrio em insumos sintéticos tem sido o grande impasse do cultivo desses
microrganismos, a utilizagdo de residuos na formulacdo de meios de cultura ¢ minimo,
promovendo rentabilidade a producdo desses microrganismos (VARANDAS, 2022)

Dessa forma, surge a necessidade de se utilizar meios alternativos como aguas
residudrias, fertilizantes, esgotos domésticos e residuos de efluentes que possuem potencial
para serem reutilizados na produc¢do de microalgas, no qual alguns desses compostos residuais
sdo ricos em matéria organica podendo ser usados como fonte de nutrientes como o

nitrogénio, fosforo, potéssio, dentre outros (VARANDAS, 2022).

3.2 Efluentes industriais

A classificacdo das aguas residuarias se verifica das seguintes formas (SANTOS,
2018):

e Descartes de origem doméstica (proveniente das cozinhas, lavanderias
e higiene);

e Efluentes gerados por atividades hospitalares, de analise laboratorial e
criminal, que sdao especificas aos hospitais. Estes descartes possivelmente contém
produtos quimicos e radioativos, liquidos bioldgicos e até excregdes contagiosas;

e Efluentes industriais (4gua utilizada na producdo e na manutengdo dos
produtos, que contém geralmente um grande volume de 6leos, de detergentes e alguns
metais);

Os efluentes liberados sem o tratamento correto causam desequilibrio ecologico
de 4guas superficiais devido a floracdo de microalgas e consequente reducdo dos niveis de
oxigénio, resultando na morte de diversos seres vivos que compdem o ecossistema aquatico.
Esse fenomeno ¢ identificado como eutrofizacao (MELO, 2014).

Dessa forma, o planejamento adequado dos efluentes industriais possui valor

significativo, sendo necessario avaliar de forma eficaz a caracterizacdo do efluente por muitos
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motivos, como verificar se este cumpri os parametros designados pela legislagdo ambiental,
dimensionar unidades de pds tratamento, prever a dimensao de impactos ambientais, entre
outros. Porém, o tratamento que gera um efluente de alta qualidade ocasiona um alto custo as
empresas, o que as for¢a a pesquisar processos alternativos, os quais irdo satisfazer os padrdes
da legislagdo e ao mesmo tempo exigir um menor investimento e custo operacional
(SANTOS, 2018; RECK, 2019).

Os principais tipos de tratamentos realizados em efluentes industriais sao
conhecidos como tratamento preliminar, primario, secundario e terciario, onde cada um

apresenta uma funcdo especifica desde a retirada de sélidos grosseiros até microrganismo

(Tabela 1) (SANTOS, 2018).

Tabela 1 — Caracteristicas dos tipos de tratamentos de efluentes industriais.

Preliminar Primaério Secundario Terciario
Gradeamento/ Coagulagao/floculacao/ Processos bioldgicos Processos bioldgicos/
desarenacao sedimentagao/flotacao fisico-quimicos
avangados
Remogéo de sélidos Remocgéo de solidos Remogao de solidos Remocéo de poluentes
grosseiros, areia, 6leos suspensos dissolvidos em concentragoes
e gorduras residuais

Elaborado pela autora, adaptado de BELTRAME, LHAMBY, BELTRAME, 2016.

Destarte, os efluentes industriais, em sua maioria, sao alvo de preocupagao devido
a eficacia do tipo de tratamento recebido e ao seu despejo em corpos receptores. Ja que,
apresentam caracteristicas diretamente relacionadas a matéria-prima que foi processada,assim
como com o procedimento industrial empregado resultando em multiplas composi¢des fisicas,
quimicas e bioldgicas, dessa forma, ¢ recomendado que esse residuo seja caracterizado,
quantificado e tratado de forma adequada e eficaz antes do descarte no meio ambiente

(AZZOLINI e FABRO, 2013; SANTOS, 2018).

3.2.1 Cultivo de microalgas em efluente

Os meios de cultivo utilizados para a producdo de microalgas podem ser
classificados em trés categorias gerais: (a) meio sintético completo; (b) agua natural
enriquecida com minerais e (¢) efluentes (TANGO, 2015).

Os efluentes aquicolas, industriais e agricolas podem possuir altas concentracdes
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de nutrientes mesmo apos o tratamento (LUCIO, 2013), que se langados em corpos d'agua
sem o tratamento adequado podem corroborar, dentre outros impactos ambientais, a
eutrofizagao (MELO, 2014), prejudicando a qualidade dos corpos hidricos.

Segundo Tango (2015), o cultivo de microalgas em efluentes diminui a demanda
por agua e por nutrientes e ganha destaque a medida que se comprova a capacidade de
transformar um entrave ambiental em fonte de produtos valorizados. Outrossim, a
biorremocao a partir de microalgas ndo gera contaminantes e, dentre outras aplicagdes, a
assimilagdo de nitrogénio e de fosforo pela microalga, enriquecem sua biomassa que pode ser
utilizada como Dbiofertilizante, nutriente para formulacdo de ra¢do e producdo de

biocombustiveis (PITTMAN, DEAN e OSUNDEKO, 2011; TANGO, 2015)

3.3 Biomassa de microalgas

A biomassa microalgal e os compostos extraidos dessa biomassa estdo ganhando
destaque no mercado mundial por possuirem variadas substancias com efeitos antioxidantes,
Oomega 3 e proteinas imunologicamente eficazes, por exemplo (ANDRADE, 2014).

O manejo utilizado para colheita da biomassa depende das caracteristicas da
microalga, como tamanho e densidade. Assim, esse processo ¢ dividido em duas fases: a
primeira, consiste em concentrar a biomassa suspensa, no qual se aplica tecnologias como
floculagdo, flotacdo e sedimentagdo; e a segunda fase tem o propdsito de separar a pasta
umida formada no primeiro momento utilizando técnicas como centrifugacdo, filtracdo e
ultrassons (SOUSA, 2014; LUCIO 2013)

Dessa maneira, pesquisadores de todo o mundo t€ém se empenhado a estudar o
uso da biomassa microalgal na produgdo de energia renovavel, biodiesel e biogas, por
exemplo. A Fim de, reduzir o valor gasto no cultivo da microalga em escala comercial
pode-se aliar a producdo de energia verde ao tratamento de aguas residuais; ao uso de
efluentes agricolas e industriais, como a vinhaga proveniente da producao de etanol por meio
da cana-de-acucar (RODRIGUES, 2022; ASSIS NETO et al., 2022); o reuso do meio de
cultura e principalmente aplicando o conceito de biorrefinarias, ou seja, industrias que
produzem nao s6 biocombustiveis, mas também subprodutos de alto valor agregado, tornando

mais rentdvel e atrativo tais produtos (SCHUTZ, 2022).

3.3.1 Microalgas como alternativa de energia renovavel
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Ha mais de uma década a geragdo de biocombustiveis por meio de oleaginosas
contribui apenas para uma fragdo da demanda global de combustivel para meios de
locomogao (GRESSLER, 2011). De forma que, tal produ¢ao nao pode ser elevada ao utilizar
terra fértil sem que o fornecimento de alimentos seja impactado. Todavia, as microalgas
podem ser cultivadas em meio marinho e em efluentes sem afetar negativamente a agricultura.
Assim, os biocombustiveis provenientes de algas almejam um grande potencial para suprir a
necessidade de energética do mundo (MELO, 2014).

Ademais, devido o destaque que as microalgas vem mostrando nesse setor
energético, varios autores tém enumerado diversas vantagens do uso de biocombustiveis
derivados de algas, como exemplo, esses microrganismos ndo sofrem influéncia sazonal, por
conseguinte, o rendimento de dleo a partir de culturas de microalgas ¢ maior do que o
rendimento das melhores culturas de oleaginosas; requerem uma menor quantidade de agua
do que culturas terrestres, diminuindo a demanda solicitada de dgua potdvel; apresentam
crescimento rapido e algumas espécies sdo caracterizadas com 6leo na faixa de 20 a 50% de
peso seco da biomassa e ainda, auxiliam na reducao de poluentes do ar, ja que sua biomassa
pode promover a biofixacdo de CO,, 1 kg de biomassa algal seca utiliza aproximadamente

1,83 kg de CO, (MELO, 2014; ANDRADE, 2019; MINELLO e VARANDAS, 2022).
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido por um periodo de 10 dias, no Laboratério de
Planctologia, do Centro de Biotecnologia Aplicada a Aquicultura (CEBIAQUA), do
Departamento de Engenharia de Pesca da Universidade Federal do Ceard (UFC).

O efluente industrial utilizado no experimento foi obtido junto a uma empresa de
eletrodomésticos, localizada no Distrito Industrial, Maracanau - CE. O material foi coletado
no periodo diurno (8h), apds passar por tratamento primario na estagdo de tratamento da
propria industria, e transportado em galdes plasticos de 200 L. Ao chegar no laboratorio, foi
filtrado com uma malha de 120 um. Um total de 54 L foram transferidos para os reatores, que
posteriormente foram inoculados com a microalga.

Uma aliquota de 500 mL do efluente foi retirada para caracterizacao fisico-quimica
que foi realizada através de fotocolorimetro (ALFAKIT), para quantificagdo de fosforo total,
amonia, nitrito, nitrato; e sonda multipardmetros (HANNA Instruments) para determinagdo de
pH, condutividade e solidos totais.

A cepa de C. vulgaris foi cedida pelo banco de cepas do Laboratdrio de Planctologia e
adaptada em meio de cultura Guillard /2 (GUILLARD, 1975) modificado, que ¢ um meio
semidefinido amplamente utilizado em cultivos de microalgas tanto marinhas quanto
dulcicolas. O meio foi esterilizado em autoclave, a 121°C, por 15 min e pressdo de 1 ATM

(LOURENCO, 2006). A composi¢do de nutrientes esta representada nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2. Composic¢do do meio de cultura Guillard /2 modificado

Solugio Reagente Soluc¢io mie (g L) Volume (mL L)
| Nitrato de sodio 75,0 1,0
11 Fosfato de sddio 5,0 1,0
111 Silicato de sodio 30,0 1,0
v Vitaminas * 0,1
A% Metais traco ok 1,0

Fonte: Elaborado pelo Autor, adaptado de LOURENCO, 2006.
*Para solugdo de vitaminas foi utilizado um par de ampolas do composto vitaminico Citoneurin 5000 (B1 e B6,

100 mg e B12 5000 g) em 50 mL de 4dgua destilada previamente autoclavada (SILVA, 2022).
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Tabela 3. Composi¢io da solu¢do mie (g L) de metais trago do meio de cultura Guillard /2 modificado

Componentes Solucio estoque (g L) Quantidade na solucio de
metais traco

Sulfato de cobre 9,8 ImLL!
Sulfato de zinco 22,0 I mLL?!
Cloreto de manganés 180,0 I mLL!
Cloreto de cobalto 10,0 ImLL"!
Molibdato de sodio 6,3 ImLL!
Na,EDTA 4,36 I mLL"!
Cloreto férrico 31,5 I mLL?!

Fonte: Elaborado pelo Autor, adaptado de LOURENCO, 2006.
**Cada solug@o de metais traco, preparada em agua destilada, foi autoclavada separadamente em frasco ambar, e

em seguida foi utilizado 1 mL de cada, para preparar uma 1 L de solugdo estoque final de metais-trago (SILVA,
2022).

Para a propagagdo, a cultura foi repicada gradativamente e de forma asséptica, através
da diluicdo 1:1 (cepa/meio) partindo de 5 mL, utilizando meio padrao Guillard f/2, na
salinidade de 0 ppt, duplicando o volume a cada quatro dias até atingir 12 L, com iluminagao
e aeracdo constantes ¢ temperatura média de 27 £+ 2°C, no qual foi esperado atingir a
densidade algal de 439,5 £29,0 x10° cel.mL"".

O desenho experimental consistiu em um tratamento controle (microalga em meio
Guillard f/2, denominado de Mc) e um cultivo em efluente industrial (EI), ambos em

triplicata, como mostrado nas Figuras 2 e 3, respectivamente.

Figura 2 - Crescimento da Chlorella vulgaris no tratamento controle (Mc).

Fonte: autora
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Figura 3 - Crescimento da Chlorella vulgaris no tratamento efluente industrial (EI).

Fonte: autora

Os reatores utilizados foram garrafdes de polipropileno com capacidade de 20 L e
volume util de 10 L, no qual a proporcao utilizada nos tratamentos foi de 2 L de in6culo para
8 L de meio. As culturas foram mantidas com temperatura de 27+2°C, sob aeragdo constante
com fluxo de ar de 3 L/min e fotoperiodo de 12/12 horas luz, com iluminancia de 5000 Lux,
provenientes de lampadas LED de 18 w.

A taxa de crescimento microalgal foi monitorada a partir da determinacdo da
densidade celular da cultura a cada 24 horas, para este procedimento foi coletada uma aliquota
de 1 mL de cada reator, na qual foi acrescentada 1 gota de Lugol para fixacdo da amostra para
contagem do numero de células em microscopio optico (OLYMPUS BX-40) utilizando um
hemocitometro (camara de Neubauer). Diariamente, também era mensurada a absorbancia (A=
680 nm) da cultura em espectrofotdmetro HACH DR 2000.

O potencial de biorremediagdo da microalga foi determinado através da capacidade da
microalga de remover N e P do efluente industrial. As andlises foram feitas por
fotocolorimetria, através da quantificacdo de fosforo total, nitrato, nitrito e amonia apos 10
dias de cultivo, para tanto o efluente foi recuperado através de centrifugacdo a 3.000 rpm.
Também foram determinados os parametros: pH, condutividade e sélidos totais, utilizando
sonda multiparametros.

A biomassa de C. vulgaris foi recuperada do meio de cultivo através de floculagio
quimica, por meio de adi¢do de NaOH 0,5 M na proporcao de 6:100 (NaOH/meio de cultura).

Depois da separagdo em duas fases (Figura 4), com a biomassa decantada, foi realizado o
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sifonamento do sobrenadante e posteriormente a lavagem da biomassa em agua corrente. A

biomassa imida foi desidratada em estufa a 50°C por 24h.

Figura 4. Floculagao quimica (NaOH 0,5 M) do cultivo de Chlorella vulgaris.

—y »

Fonte: autora

\

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) simples
(p<0,05).

A Figura 5 representa o fluxograma das etapas do experimento.

Figura 5- Fluxograma explicativo dos materiais e métodos utilizados no experimento.

Inéculo: Chlorella
vulgaris

Tratamento Tratamento . .
controle: F/2 alternativo: '?lg;?;t:ﬁigo ;2, ;‘
GUILLARD Efluente industrial ¢

Monitoramento do
crescimento

Declinio densidade Andlise
alternativo

~

A,

GoIheita+centrifuga§’5\0+secageD
BIOMASSA

Fonte: Elaborado pela autora, adaptado de Silva (2006).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Crescimento

Os resultados obtidos do monitoramento de crescimento da C. vulgaris nos
cultivos /2 (controle) e efluente industrial (alternativo) estdo representados nas Figuras 6 € 7
que demonstram dados de absorbancia e contagem de células por dia, respectivamente.

Durante os dois primeiros dias de experimento a densidade em ambos os meios
teve taxas de crescimento parecidas, ocorrendo um tangenciamento na curva no terceiro dia.
Porém, a partir do quarto dia a C. vulgaris em meio controle demonstra uma maior adaptacao
e permaneceu crescendo ao longo do periodo de estudo, ao contrario do que acontece no
efluente, no qual ocorrem decréscimos e picos sucessivos, demonstrando a oscilagdo no
metabolismo da cepa buscando adaptacdo aos nutrientes disponiveis no efluente utilizado. Foi
possivel observar um pico de crescimento em C. vulgaris, no sexto dia de cultivo em meio
alternativo, e que a partir de entdo o crescimento comegou a declinar. Ja quando cultivada em
meio padrao, até o décimo dia, a cultura apresentava-se em crescimento exponencial (Figura

6).

Figura 6 — Acompanhamento diario da absorbancia (680 nm) da microalga C. vulgaris cultivada em diferentes
meios
Meio controle @ Efluente

0,5

0,4

0,3

ABS (680 nm)

0,2

0,1

Dias
Fonte: elaborada pela autora.

Pode-se notar que a densidade celular demonstrou que o processo de adaptagdo da
C. vulgaris no efluente ¢ eficiente em termos de aumento da densidade, no decorrer dos dez

dias de crescimento microalgal.
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Segundo Schargel et al. (2022) a Chlorella vulgaris, tem a capacidade de
assimilar e incorporar fosforo e nitrogénio, em suas células, para os utilizar nos processos de
fotossinteses e respiracao, sendo esses compostos 0s principais requerimentos nutricionais
para o crescimento e desenvolvimento microalgal, quando sdo acrescentadas em uma solucdo
rica nesses elementos. Entretanto, no caso do efluente utilizado no presente trabalho havia um
desbalanceamento desses nutrientes por ja ter passado por um tratamento primario.

No inicio do experimento a densidade celular do indculo de C. vulgaris foi de
439,5 £29,0 x10° cel.mL™' para ambos os tratamentos. O cultivo em meio alternativo iniciou
com maior densidade celular (106,2+9,8 x 10° celulas.mL™") e apresentou fase de adaptagdo
mais lenta quando comparado ao meio controle (55,5+7,3 x 10° celulas.mL™"). Em ambos os
tratamentos o pico maximo de producdo foi observado no oitavo dia sendo estes iguais a
155,7428,0 x 10° celulas.mL™" e 140,0+11,7 x 10° celulas.mL", respectivamente para o
tratamento controle e em efluente industrial. A partir do 9° dia, ambos os cultivos

apresentaram queda no crescimento da cultura (Figura 7).

Figura 7 — Acompanhamento diario da densidade celular da microalga C. vulgaris cultivada em diferentes meios

Controle @) Efluente
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50 =
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Fonte: elaborada pela autora.

Sabe-se que nos meios de cultivo sintéticos, as quantidades de nutrientes estdo
balanceadas em dosagens necessarias para um bom desempenho no crescimento da microalga.
No efluente industrial (EI), as quantidades de nutrientes ndo estdo em uma dosagem
especifica para a C. vulgaris, um dos motivos de haver a diferenca significativa no
crescimento da microalga entre os meios analisados neste trabalho.

Assim, um dos fatores que pode ter influenciado em um baixo crescimento celular

foi o inoculo da C. vulgaris ter sido elevado em relagdo a baixa quantidade de nutrientes
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disponiveis no efluente, processo esse nomeado por Wang et al. (2012) de exaustdo de
nutrientes, dificultando assim sua melhor adaptagdo a cultura. Uma solugdo para o problema
encontrado seria utilizar a metodologia de diluicdo do efluente, como feito pelos autores em
Schargel et al. (2022).

Ademais, a busca por adaptaciao no efluente também foi um fator que contribuiu
para que a C. vulgaris poupasse energia reprodutiva e investisse em energia metabdlica de

absor¢ao de nutrientes para manter-se estabilizada.

5.2. Caracterizacdo do meio alternativo (efluente)

A Tabela 4 apresenta os resultados da caracterizacdo fisico-quimica do efluente
industrial (meio alternativo).

Com a aplicacdo da ficobiotecnologia empregando a microalga C. vulgaris, foi
possivel observar uma elevada remocdo de compostos nitrogenados. O nitrato foi
completamente consumido e a amdnia foi reduzida em 76,3%, passando de 0,776 mg.L"', no
inicio do experimento, para 0,184 mg.L" no final do experimento. Entretanto, a redugdo de
fosforo total ndo foi tdo eficiente como esperado, com percentual de reducdo de apenas 7%,
onde a concentragdo inicial de 2.918 mg.L™' foi reduzida para 2.706 mg.L"' (Tabela 4).

As porcentagens de biorremocdo do N encontradas no presente trabalho sao
corroboradas tanto por Silva (2006), que observou remoc¢ao de N-NH;, N-NO; pela Chlorella
spp. em efluente doméstico atingiram respectivamente 69,82% e 61,45%; como por Tango
(2015) quando coloca que a C. vulgaris absorve primeiramente as fontes de nitrogénio, que

requer menos energia metabolica, e s6 depois inicia-se a absor¢ao de fontes de fosforo

Tabela 4: Caracteristicas fisicas e quimicas do efluente industrial (EI)*.

Parametros Caracterizagao Inicial Caracterizagao final
pH 7,5 8,6
Condutividade (uS.cm™) 1.540 1.453
Solidos Totais (mg.L™) 790 726
Fosforo Total - P (mg.L™") 2.918 2.706
Ambnia - N-NH; (mg.L™") 0,776 0,184
Nitrito - N-NO, (mg.L™") 0 0

Nitrato - N-NO, (mg.L™") 2.842 0
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Fonte: elaborada pela autora.
*Resultados obtidos através de fotocolorimetro e multipardmetros, realizados no primeiro dia de experimento, no
Laboratorio de Planctologia (UFC).

Foi observado um aumento no valor de pH, que passou de 7,5 no primeiro dia,
para 8,6, no décimo dia. Esse aumento do pode ter provocado uma maior assimilagdo de
nitrato ¢ em segundo plano de amdnia, ocorrendo uma inversdo do que foi citado por Tango
(2015) no qual a redugao do pH permitiu maior assimilagdo de amodnia do que nitrato.

No presente trabalho foi feito fotoperiodo de 12/12 horas luz, visando provocar
um estresse na cepa que faria com que ocorresse uma maior absor¢do de nutrientes para que
pudesse se manter em um equilibrio metabolico, como realizado por Randhavane, Madaan
(2021) quando avaliaram o potencial biorremediador da C. wvulgaris em diferentes
fotoperiodos. Porém, o estresse causado a C. vulgaris, no presente trabalho, provavelmente
foi o que impactou negativamente na absor¢do de P- total, visto que esse nutriente ¢
facilmente assimilado por esta microalga, sendo este composto um das fontes energéticas

implementadas em seu meio sintético padrao (LOURENCO, 2006).
5.3. Biomassa

Biomassas umidas da Chlorella vulgaris, obtidas nos tratamentos EI e MC
apresentaram cor com tonalidades diferentes (Figura 8). Essa diferenca pode ter sido
evidenciada devido ao estresse da quantidade desbalanceada de nutrientes no meio
alternativo, podendo ter gerado nas células uma mé formagdo. O mesmo foi evidenciado no
estudo feito por Silva (2022), no qual o autor apontou as diferentes tonalidades de cor na

biomassa umida da diatomécea Chaetoceros gracilis em diferentes salinidades.

Figura 8. Aspecto da biomassa imida da microalga Chlorella vulgaris cultivada em diferentes meios

Fonte: autora
(A) Efluente industrial, (B) meio padrao GUILLARD {/2

Os valores de biomassa da microalga C. vulgaris em ambos os meios foram
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analisados por meio do peso seco, havendo diferenca significativa estatisticamente (p>0,05)
entre os dois tratamentos, o maior rendimento foi observado em EI com valor igual a 0,890 g.
No meio controle esse valor foi de 0,520 g (Figura 9).

Lira (2011) e Ferreira e Azevedo (2023) também observaram rendimento de
biomassa maior quando a microalga foi cultivada no efluente, com deficiéncia de nutrientes,
do quando cultivada em meio padrao. Diferentemente do observado em Kumar e Surojit
(2020) e Zanetoni (2023), que cultivaram Chlorella sp. em diferentes tipos de esgoto, e
obtiveram resultados méaximos de produ¢do de biomassa nos efluentes brutos com maiores

concentragdes de nutrientes.

Figura 9. Peso médio (g peso seco) de biomassa da microalga C. vulgaris cultivada em diferentes meios
1 —
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Fonte: elaborada pela autora

A obtencdo da biomassa foi realizada por floculagdo, porém, apesar do cultivo
realizado em meio controle apresentou melhor crescimento de biomassa, ¢ possivel que o
floculante utilizado (NaOH) tenha sido mais efetivo na separacao da biomassa no efluente,
que ao final do experimento apresentou pH igual a 8,6. De acordo com Lourengo (2006), o
processo de floculagdo causa um desbalanceamento do pH, fazendo com que a microalga
decante. Como o pH observado no efluente (8,6) era diferente ao do meio controle (que chega
no maximo a 8,0), possivelmente por este motivo o processo de floculagdo tenha sido mais

efetivo.
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6 CONCLUSAO

Foi possivel concluir que apesar da adaptagdo da microalga no meio alternativo
ndo ter sido tdo proveitosa quanto no meio padrdo, o cultivo da microalga em efluente
industrial nao afeta negativamente a produgdo de biomassa da Chlorella vulgaris, o que pode
ser uma possibilidade para reduzir os custos de producao de energia verde a partir da
biomassa de algas, além de apresentar capacidade de redugdo de compostos nitrogenados no
efluente, sendo uma alternativa para a biorremediacdo desses compostos que seriam

possivelmente lancados nos corpos receptores.

CONSIDERACOES FINAIS

Em pesquisas futuras, ¢ recomendado que a microalga seja inoculada em
diferentes proporcdes, visando a compreensdo de qual ¢ a melhor densidade algal para que a
cepa se adapte melhor a0 meio para que o crescimento celular seja maximizado.

E de bom tom, caracterizar o efluente utilizado, a fim de compreender todas as
caracteristicas fisicas e quimicas presentes em sua formulagao.

Também ¢ necessario um aprofundamento sobre a aplicabilidade da biomassa
algal obtida na produ¢do de biocombustiveis, a fim de avaliar a capacidade e rentabilidade

dessa energia em motores, visando sua real aderéncia no setor comercial.
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