I
UNIVERSIDADE FEDERAL l ' : -
poTOCANTINS

Universidade Federal do Tocantins

Campus Universitario de Gurupi
Programa de P6s-Graduacdo em Biotecnologia

RODRIGO CARVALHO DO NASCIMENTO

CULTIVO DE MICROALGAS EM FOTOBIORREATORES DE
PLACAS PLANAS PARA A PRODUCAO DE BIOMASSA E
BIORREMEDIACAO DE EFLUENTE DA AGROINDUSTRIA DE OLEO
DE PALMA

GURUPI -TO
2016



I
UNIVERSIDADE FEDERAL l ' : -
poTOCANTINS

Universidade Federal do Tocantins

Campus Universitario de Gurupi
Programa de P6s-Graduacdo em Biotecnologia

RODRIGO CARVALHO DO NASCIMENTO

CULTIVO DE MICROALGAS EM FOTOBIORREATORES DE
PLACAS PLANAS PARA A PRODUCAO DE BIOMASSA E
BIORREMEDIACAO DE EFLUENTE DA AGROINDUSTRIA DE OLEO
DE PALMA

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-graduacédo
em Biotecnologia da Universidade Federal do Tocantins
como parte dos requisitos para a obtencdo do titulo de
Mestre em Biotecnologia.

Orientador: Prof. Dr. Bruno dos Santos Alves Figueiredo
Brasil

Co-orientadora: Dra. Lorena Costa Garcia

GURUPI -TO
2016



Dados Internacionais de Catalogacio na Publicacido (CIP)

Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal do Tocantins

N244c

Nascimento, Rodngo Carvalho do .

CULTIVO DE MICROALGAS EM FOTOBIORREATORES DE PLACAS
PLANAS PARA A PRODUQAO DE BIOMASSAE BIORREMEDIACAO DE
EFLUENTE DA AGROINDUSTRIA DE OLEO DE PALMA. / Rodrigo
Carvalho do Nascimento. — Gurupy, TO, 2016.

55f.

Dissertagao (Mestrado Académico) - Universidade Federal do Tocanting
— Campus Universitario de Gurupi - Curso de Pos-Graduagao (Mestrado) em
Biotecnologia, 2016.

Onentador: Dr. Bruno dos Santos Alves Figueiredo Brasil
Coornentadora : Dra. Lorena Costa Garcia

1. Biorremediagdo de efluentes agroindustriais. 2. Produgéo de biomassa
algal 3. Fotobiorreatores. 4. Biorrefinanas. I. Titulo

CDD 660.6

TODOS OS DIREITOS RESERVADOS — A reprodugdo total ou parcial, de qualquer
forma ou por qualquer meio deste documento € autonzado desde que citada a fonte.

Aviolagdo dos direitos do autor (Lein® 9.610/98) e crime estabelecido pelo artigo 184
do Codigo Penal

Elaborado pelo sistema de geracio automatica de ficha catalografica da UFT com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).



UNIVERSIDADE FEDERAL DO TOCANTINS

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
PROGRAMA DE P()S-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

Rua Badejos, Chacaras 69 e 72 - CEP: 77402-970 - Caixa Postal 66 | GurupifTO
(63) 3311-3549|  www.uft.edu bribiotecnalogia | ppgbiotec@uft edu.br

Ata de Defesa n°® 15/2016

ATA DA DEFESA PUBLICA DA DISSERTAGAO DE MESTRADO DE RODRIGO CARVALHO DO
NASCIMENTO, DISCENTE DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TOCANTINS.

Aos 16 dias do més de setembro do ano de 2016, as 14:00 horas, na sala 02 do edificio PARFOR, no
campus de Gurupi, da Universidade Federal do Tocantins, reuniu-se a Comissdo Examinadora da
Defesa Publica, composta pelos seguintes membros: Prof. Orientador Dr. BRUNO DOS SANTOS
ALVES FIGUEIREDO BRASIL, da Embrapa Agroenergia, Prof?. Dr3. CLAUDIA CRISTINA AULER DO
AMARAL SANTOS, da Universidade Federal do Tocantins, e Prof. Dr. ALEX FERNANDO DE
ALMEIDA, da Universidade Federal do Tocantins, sob a presidéncia do primeiro, a fim de proceder a
argui¢do publica da DISSERTACAO DE MESTRADO de RODRIGO CARVALHO DO NASCIMENTO,
intitulada “Cultivo de microalgas em fotobiorreatores de placas planas para a producao de
biomassa e biorremediagao de efluente da Agroindustria de 6leo de palma”. Apds a exposicao,
o discente foi arguido oralmente pelos membros da Comissao Examinadora, tendo parecer favoravel
a aprovagao, com as devidas ressalvas e corregdes apontadas pela banca examinadora, habilitando-
0 ao titulo de Mestre em Biotecnologia. Nada mais havendo a tratar, foi lavrada a presente ata, que,
apos lida e aprovada, foi assinada pelos membros da Comissdo Examinadora.

Prof. Dr. Bruno Dos Santos Alves Figueiredo Brasil
Embrapa Agroenergia
Orientador

P &N . = (5
( ,(/.‘.,../ (U WP AT

Prof® Dr? Claudia Cristina Auler Do Amaral Santos
Universidade Federal do Tocantins
1? Examinadora

Prof. Dr’ Atex Fernando t( Almenda
_AJniversidade Fedefal do Tocantins
2% Examinador

Gurupi, 16 de setembro de 201,6:", ) / /
//C i ’-"j"-_—‘\ /
"") / 4l %/

.. Of. {5r essiel Newlon écheldt
Cﬂb'rdena%do Programa de Pos-graduacao em Biotecnologia




DEDICATORIA E AGRADECIMENTO

Dedico esta dissertagdo aos meus pais, Mércia lolanda Maciel de Carvalho e
Dionizio do Nascimento Silva, meus maiores professores, aos meus irmdos Gustavo Carvalho
do Nascimento e Lucas Carvalho do Nascimento, pessoas muito importantes na minha vida,
que estdo sempre do meu lado nas escolhas que faco. Sem o apoio de vocés ndo conseguiria
obter mais essa conquista.

Agradeco ao Programa de Po6s-Graduacdo em Biotecnologia (PPGB) da
Universidade Federal do Tocantins, pela oportunidade de fazer parte do curso de mestrado. A
CAPES, pelo apoio financeiro e a Embrapa Agroenergia por oferecer a estrutura necessaria
para o desenvolvimento da pesquisa.

Aos meus orientadores Prof. Dr. Bruno dos Santos Alves Figueiredo Brasil e Dra.
Lorena Costa Garcia pelos ensinamentos, dedicacéo e paciéncia. Ao prof. Dr Félix Gongalves
Siqueira pela parceria e incentivo. A Maiara Sousa Fernandes, grande companheira de
pesquisa. Estendo o profundo agradecimento aos membros da banca examinadora, Dra
Claudia Cristina Auler do Amaral Santos e Dr. Alex Fernando de Almeida.



RESUMO

Atualmente a producao brasileira de 6leo de palma ultrapassa 300 mil toneladas por ano e esta
em expansdao. O palm oil mill efluent (POME) é o principal efluente liquido gerado pela
industria do 6leo de palma. Para cada tonelada de 6leo sdo necessarios de 5 a 7,5 toneladas de
agua e cerca de 50% deste volume termina como efluente. Convencionalmente, o POME ¢é
tratado em lagoas de estabilizacdo, que consistem de uma série de tanques aerdbios e
anaerdbios que podem necessitar de até 100 dias para o tratamento. A utilizacdo de
microalgas para o tratamento de aguas residuais constitui em um processo bioldgico de baixo
custo capaz de acelerar a remogdo de compostos inorganicos, principalmente nitrogénio e
fosforo. Além disso, € possivel aproveitar a biomassa algal produzida, rica em moléculas de
valor comercial, para producdo de energia, racdo animal e pigmentos. Deste modo, neste
trabalho foi avaliada a capacidade de biorremediacao e producdo de biomassa em efluente de
lagoa de estabilizacdo de POME (ELE-POME) das cepas de microalgas Chlamydomonas
biconvexa Embrapa|LBA 40 e Tetranephris sp. Embrapa|LBA 52 pertencentes a colecdo de
microrganismos e microalgas aplicados a Agroenergia e Biorrefinarias da Embrapa. As
microalgas foram cultivadas em fotobiorreatores air lift de placas planas com capacidade de
15L, utilizando iluminac&o artificial em ciclos de 12h/12h claro/escuro e suplementagdo com
CO,. Foram realizadas bateladas independentes de cultivo durante 5, 10 e 15 dias, utilizando
como meios de cultivo ELE-POME e BBM (meio sintético controle). Os trés periodos foram
escolhidos de modo a ser avaliada a influéncia do tempo de cultivo na taxa de crescimento
celular e na remocéo dos nutrientes do meio. Com base nos resultados descritos neste
trabalho, é possivel concluir que o ELE-POME pode ser utilizado como meio de cultura para
a produgdo de biomassa das microalgas C. biconvexa EmbrapalLBA40 e Tetranephris sp.
Embrapa]LBA52 sem necessidade de suplementacdo de nutrientes. O periodo de 5 dias em
BBM foi o que apresentou melhores resultados de produtividade de biomassa sendo 286,87
mgLdia® para Tetranephris sp. EmbrapaLBA52 e 164,67mgL™*dia’ Chlamydomonas
biconvexa Embrapa|LBA40. Com relacdo a biorremediacéo do efluente, os ensaios mostraram
que had remocdo significativa de nitrogénio e foésforo, >60% e >90% respectivamente,
principalmente durante a fase de crescimento exponencial das células, periodo que coincide a
maxima produtividade de biomassa algal. Estes resultados sdo importantes, pois aumentam a
viabilidade técnico-econémica da integracdo do cultivo algal a cadeia de palma-de-6leo em
um contexto de biorrefinaria.

Palavras-chave: Microalgas; Fotobiorreatores; Biomassa; Biorremediagéo.



ABSTRACT

Currently the Brazilian production of palm oil exceeds 300,000 tons per year and it is
expanding. The palm oil mill efluent (POME) is the main liquid effluent generated by the
palm oil industry. For each ton of oil are needed from 5 to 7.5 tonnes of water and about 50%
of this volume ends up as effluent. Conventionally, POME is treated in stabilization ponds,
consisting of a series of anaerobic and aerobic tanks that may require up to 100 days for
treatment. The use of microalgae for wastewater treatment is a biological low-cost process,
which is capable to accelerate the removal of inorganic compounds, especially nitrogen and
phosphorus. Furthermore, it is possible to use algal biomass produced (rich in commercially
valuable molecules) for energy production, animal feed and pigments, for example. Thus, this
study evaluated the bioremediation capacity and biomass production in effluent POME
stabilization pond (ELE-POME) of microalgae strains Chlamydomonas biconvexa
EmbrapalLBA 40 and Tetranephris sp. Embrapa |[LBA 52 from the microorganisms and
microalgae collection applied to Agroenergia e Biorrefinarias of Embrapa Agroenergia.
Microalgae were cultivated in photobioreactors air lift flat plates with 15L capacity, using
artificial lighting in cycles of 12 h/12 h light/dark and supplemental CO,. Independent batch
cultivation were performed for 5, 10 and 15 days using as culture mediums ELE-POME and
BBM (synthetic control medium). The three times were chosen in order to evaluate the
influence of the cultivation time on cell growth rate and on the medium nutrient removal.
Based on the results described in this work, we conclude that the ELE-POME can be used as a
culture medium for the production of microalgae biomass of C. biconvexa Embrapa|LBA40
and Tetranephris sp. Embrapa]LBA52 without supplementation. The time of 5 days in BBM
presented the best biomass productivity results 286.87 mgL™day” to Tetranephris sp.
Embrapa | LBA 52 and 164,67mgL*day” Chlamydomonas biconvexa Embrapa | LBA 40.
Regarding the bioremediation of wastewater, the tests showed that there is significant removal
of nitrogen and phosphorus, >60% and >90%, respectively, mainly during the exponential
growth phase of the cells, a period that coincides with the maximum productivity of algal
biomass. These results are important because they increase the technical and economic
feasibility of the integration of algal cultivation to the chain of palm oil in a context of
biorefinery.

Keywords: Microalgae; Photobioreactors; Biomass; Bioremediation
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1 INTRODUCAO

Atualmente a producdo de 6leo de palma no Brasil € de aproximadamente 300 mil
toneladas por ano, proveniente, em sua maioria, do estado do Para. Essa producdo ndo é capaz
de suprir o mercado interno, ja que o consumo anual gira em torno de 500 mil toneladas.
Paises como Maléasia e Indonésia sdo responsaveis por 85% da producdo mundial, outros
como Nigéria, Tailandia, Colémbia, Equador e Papua Nova Guiné correspondem a pouco
mais de 6% do mercado mundial. O restante da producdo se divide entre outros 36 paises
(ABRAPALMA, 2016)

O mercado de 0Oleos vegetais mundial estd em constante expansao, principalmente por
se tratar de componentes presentes em muitos produtos alimenticios dos paises mais
populosos, como india e China, onde cerca de 80% da producéo de 6leo de palma é destinada
a industria de alimentos. Estima-se que em 2025 o consumo de 6leo de palma ultrapasse 75
milhdes de toneladas (LEVERMANN et al., 2014). Contudo, para producdo de uma tonelada
deste oOleo, sdo geradas 2,5 toneladas de POME (Palm Oil Mill Effluent), ou seja, em 2025
serdo produzidas pouco menos de 190 milhdes de toneladas de POME (AHMED et al., 2015).
O langamento deste residuo sem tratamento em cursos d’agua ¢ proibido. A destinagdo
adequada segue as diretrizes da resolucdo CONAMA N° 430, DE 13 DE MAIO DE 2011 que
define as condicdes e padrdes de lancamento de efluentes industriais em cursos d’agua.

A composicdo do POME é variavel, mas de um modo geral, possui altas
concentracdes de demanda quimica de oxigénio (DQQO), demanda bioguimica de oxigénio
(DBO) e solidos organicos em suspensdo. O sistema tradicional de tratamento é o de lagoas
de estabilizacdo que consiste geralmente de um tratamento primario, onde ocorre a fase de
sedimentacdo e/ou flotacdo da matéria sélida, tratamento secundario no qual os sélidos
organicos em suspensdo sao removidos por processos fisicos, quimicos e bioldgicos, e por fim
0 residuo passa por um tratamento terciario, para desinfeccdo da agua e eliminacdo da carga
organica resultante (ADI e NOGUCHI, 2015; CHIU et al., 2015).

Microalgas sdo microrganismos clorofilados, capazes de converter fotossinteticamente
diéxido de carbono atmosférico em uma grande variedade de metabdlitos e produtos quimicos
incluindo proteinas, polissacarideos, hidrogénio e lipideos. Além disso, durante o
metabolismo, as células de microalgas assimilam nitrogénio e fésforo, caracteristica

interessante em processos de tratamento de aguas residuais (SAMBUSITI et al., 2015).



O cultivo de algas em efluentes alia biorremediacdo e producdo de biomassa,
reduzindo a utilizagdo de agua doce e 0s custos com adi¢do de nutrientes. O desenvolvimento
de uma metodologia de cultivo destes microrganismos pode revolucionar a producdo de
energia limpa e os sistemas de tratamento de aguas residuais. Para tanto, é necessario
compreender a cinética de crescimento das microalgas em &guas residuais, além de aprimorar
a produtividade deste bioprocesso (LEE e ZHANG, 2016).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MICROALGAS

Microalgas sdo microrganismos unicelulares capazes de utilizar a luz do sol, 0 CO; e a
agua como nutrientes para producao de biomassa. Sdo encontradas em praticamente todos os
ambientes marinhos, dulcicolas e solos umidos. Estima-se que sejam responsaveis por 50% da
atividade fotossintética global (CHIU et al., 2015; MILANO et al., 2016). Apresentam altas
taxas de crescimento, sendo que a maioria das espécies pode dobrar a populagdo celular
dentro de 24h. Sob o ponto de vista de produgdo, as microalgas apresentam diversas
vantagens como baixa exigéncia nutricional, possibilidade de cultivo em terrenos improprios
para a agricultura e capacidade de algumas cepas de crescimento em aguas salinas ou salobras
(DOGARIS et al., 2015; DEMIRBAS, 2010; MATA et al., 2010). Recentemente, tém-se
mostrado que algumas espécies de microalgas sdo fontes potenciais de biocombustiveis
(etanol, biodiesel) por apresentarem altas taxas de acaimulo de carboidratos e lipideos, além de
grande variedade de produtos para quimica fina, tais como corantes naturais, polimeros,
acidos organicos e antioxidantes (DOGARIS et al., 2010).

A composicao da biomassa algal depende de alguns fatores, dentre eles a cepa/espécie,
as condicdes de cultivo e o metabolismo celular. Em funcéo de sua atividade metabdlica, as
células algais podem acumular carboidratos, lipidios, proteinas e pigmentos (NURACHMAN
et al.,, 2015; SINGH e SHARMA, 2012). O alto teor de proteina de véarias espécies de
microalgas € uma das principais razGes para serem consideradas uma boa alternativa como
fonte nutricional para a dieta humana e animal (Tabela 1). Com relacdo ao teor de lipideos,
pode-se observar o grande potencial que as microalgas possuem para serem utilizadas como
fonte de dleo na producédo de biocombustiveis (Figura 1) (ADI e NOGUCHI, 2015).
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Tabela 1 - Comparacao entre a composicao geral de diferentes fontes alimentares para

humanos e as microalgas.

Matéria-prima Proteina (%)  Carboidrato (%) Lipideo (%)
Saccharomyces spp. 36,40 44,80 3,20
Carne 43 1 34
Leite 26 38 28
Arroz 8 77 2
Soja 37 30 20
Anabaena cylindrica 43-56 25-30 4-7
C. rheinhardii 48 17 21
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22
Dunaliella salina 57 32 6
P. cruentum 28-39 40-57 9-14
S. obliquus 50-56 10-17 12-14
Spirulina maxima 60-71 13-16 6-7
Synechococus sp. 63 15 11

Fonte: (SPOLAORE et al., 2006; PINTO et al., 2013)

Estimativa de territorio requerido
Milhdes (ha)

0 20 40 60 80
Soja ¢ ) 68.15
Semente de mostarda b |53.81
Girassol b |32.28
Canola 7] ]| 25.56
Jatropha [:] 16.14

Média da Palma de Oleo  [__§5.20

Palma de Oleo Indonésia E 6.01

Microalga

(10 g/m?/dia, 30% lipidio) [ 798

Microalga

(33 g/m? /dia, 30% lipidio) (] 1.38 .

Microalga |

(50 g/m? [dia, 50% lipidio) 0.33 .

Figura 1 - Comparacdo da produtividade de 6leo vs territério requerido para producdo, entre as fontes
oleaginosas tradicionais e as microalgas. Fonte: (ADI e NOGUCHI, 2015)
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2.2 FORMAS DE CULTIVO DE MICROALGAS

As microalgas podem se utilizar de trés modos metabdlicos distintos: 1)
fotoautotréfico, no qual a fonte de carbono do meio ¢ o CO; e a alga realiza a fotossintese
pela disponibilidade de luz natural ou artificial; i1) heterotrofico, em que sao oferecidas fontes
de carbono organicas (Ex: glicose); ou iii) mixotrdéfico, no qual se utiliza um sistema misto
entre o autotréfico e o heterotréfico, promovendo a adi¢do tanto de carbono organico quanto
inorganico ao meio (KUNJAPUR e ELDRIDGE, 2010).

Conforme apresentado na Tabela 2, as fontes de energia e carbono disponiveis no meio
de cultivo, bem como a cepa/espécie de microalga, influenciam nas vias metabolicas adotadas

pela célula durante o crescimento.

Tabela 2 - Quadro comparativo entre 0 metabolismo algal autotréfico, heterotréfico e
mixotréfico.

Tipo de cultivo  Fonte de energia  Fonte de carbono Metabolismo
Autotroéfico Luz Inorgénico H,0 + HCO; - C(biomassa) + 1/20, + 30H"
Observa-se aumento de pH.
Heterotrofico Organica Organica (1+a)CH,0 + O, - C(biomassa) + aCO, + (1+a)H,0
Observa-se diminuigédo do pH.
Mixotrofico Luz e Orgéanica Inorgénica e bHCO; + ¢cCH,0 - (b+(c-a))C(biomassa) + 30H™+ aCO,:
organica

Fonte: (KIM et al., 2013)

Os tipos de sistemas de cultivo de microalgas sao divididos em fotobiorreatores
abertos (ex: lagoa abertas e tanques tipo raceway), fotobiorreatores fechados (ex:
fotobiorreatores em placas planas, tubulares, colunas, etc) e fermentadores, no caso de
cultivos heterotroficos (MILANO et al., 2016). Através destes equipamentos € possivel
oferecer as condi¢des apropriadas para o crescimento continuo das células, como temperatura,
iluminacao e nutrientes (SUN et al., 2016).

Nas lagoas abertas a disponibilidade de radiacdo solar é elevada e o consumo de
energia € baixo. Além disso, os custos de instalagdo e operacdo sdo mais baixos que o de
sistemas fechados. Porém, apresentam alta vulnerabilidade a contaminacdo e controle
limitado das condicGes de cultura. A lagoa raceway, tipo mais comum de fotobiorreator

aberto, consiste em um canal oval onde ha fluxo unidirecional do meio de cultivo agitado
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mecanicamente por pés rotativas (Figura 2A). A profundidade da lagoa é de aproximadamente
30 a 40 cm e ha o contato direto com o ar atmosférico.

Ja nos fotobiorreatores fechados a cultura ndo encontra-se exposta ao ambiente, ha
menor susceptibilidade a contaminagcdo e o sistema apresenta maiores possibilidades de
controle das condi¢bes de cultivo (SLADE; BAUEN, 2013). Estes sdo constituidos de
material translucido para permitir a penetracdo dos raios luminosos e sdo mais recomendados
para processos em que o produto possua maior valor agregado, devido ao seu alto custo de
implantacdo e manutencdo (maior consumo de energia e maior custo dos equipamentos)
(FERNANDEZ et al., 2013).

A) B) C)

)

Figura 2 - Tipos de fotobiorreatores: A) lagoa aberta (raceway); B) fotobiorreator fechado (tubular) (C)
fotobiorreator fechado (placas planas).
(Fonte: http://d10k7sivr61qqr.cloudfront.net/content/royinterface/10/81/20121041/F1.medium.gif)

Os principais tipos de fotobiorreatores fechados sdo aqueles em geometria tubular
(Figura 2B) e em placas planas (flat plate) (Figura 2C). Os fotobiorreatores tubulares podem
ser dispostos horizontalmente, inclinados, verticalmente ou em espiral, aléem disso, podem
apresentar tubos de distribuicdo conectando os sistemas tubulares ou serpentinas
(AZEREDO, 2012). Ja os reatores em placas planas consistem em superficies transparentes
colocadas a uma curta distancia entre si, para facilitar a penetracdo da luz, entre as quais
circula o meio de cultura (MIGUEL, 2011). Na maioria das vezes, este modelo é escolhido

por apresentar menor custo de instalacdo em relacdo aos demais sistemas fechados, alto indice
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de absorcdo luminosa e de producdo de biomassa devido a boa taxa de aproveitamento
area/volume (YANG et al., 2014).

2.3  APLICACOES INDUSTRIAIS DAS MICROAGAS

2.3.1 Industria de alimentos

A grande diversidade do grupo de microalgas e, principalmente a versatilidade de
algumas espécies, confere a estes microrganismos insercdo em inUmeras aplicacOes
comerciais como alimentacdo humana e animal, producdo de biocombustiveis, biofixacdo de
CO; e biorremediacéo de efluentes urbanos e industriais.

O uso de microalgas para alimentacdo humana se da ha décadas, sendo os géneros
Spirulina, Chlorella e Dunaliella os mais difundidos por serem ricos em proteinas e
vitaminas. A apresentacao dos produtos geralmente é em forma de tabletes, pastilhas, capsulas
ou em p6 (PULZ e GROSS, 2004). Durante a década de 70 e 80, a Asia iniciou 0s primeiros
projetos com cultivos de microalgas para alimentacao animal, produzindo mais de 1000 kg de
biomassa (principalmente Chlorella) por més. Paralelamente, na Australia teve inicio a
producdo de B-caroteno a partir da microalga Dunaliella salina. Com o sucesso da producao,
plantas industriais também foram instaladas em Israel e nos Estados Unidos. Algumas
industrias investiram também na producdo de astaxantina através do cultivo da microalga
Haematococcus pluvialis nos EUA e india (SPOLAORE et al., 2006).

2.3.2 Biocombustiveis

A alta produtividade de 6leo e o baixo requerimento por terra, aliado a capacidade de
se desenvolver utilizando residuos (4dguas residuarias, CO,) e terras ndo agricultdveis tém
candidatado as microalgas como fonte promissora para a terceira gera¢ao de biocombustiveis.
Dentre os diversos tipos de energia, se destacam trabalhos com biodiesel (TALEB et al.,
2016; SONG et al., 2016), metano (ALZATE et al., 2013; HERNANDEZ et al., 2014),
hidrogénio (REN et al., 2015) ¢ etanol (HO et al., 2013).
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2.3.3 Sequestro de carbono

Segundo Rezvani e colaboradores (2016) o cultivo de microalgas em larga escala para
biossequestro de CO, em usinas pode ser um processo alternativo as tecnologias
convencionais de tratamento de gases. No entanto, para que o processo em larga escala seja
vidvel € preciso criar receitas adicionais através da venda da biomassa gerada.

A compreensdo e otimizacdo do processo de crescimento das microalgas ¢ um pré-
requisito essencial para a captura eficaz de CO, em fotobiorreatores. Mortezaeikia e
colaboradores (2016) testaram o impacto causado pela concentragdo CO;no cultivo de
Synechococcus elongatus em dois modelos diferentes de fotobiorreatores nos quais as
concentragdes de 5 e 10% foram as que obtiveram melhores resultados com relagdo as taxas
de crescimento maximo das células. Qi e colaboradores (2016) desenvolveram uma variedade
mutante Chlorella vulgaris capaz de biofixar CO, de gases de escape industrial, a cepa
apresentou tolerancia a altas concentragdes de CO, e acumulo de mais de 40% de carboidrato

total.

2.3.4 Tratamento bioldgico de efluentes

A aplicagdo de microalgas no tratamento de aguas residuérias é feita desde 1950, em
um processo no qual as células removem principalmente nitrogénio e fosforo de efluentes que
seriam lancados no meio ambiente (KAMYAB et al., 2015). Nestes sistemas de tratamento
as microalgas fornecem o oxigénio necessario para bactérias aer6bias degradarem certos
constituintes de aguas residuais, o que reduz a carga poluidora da agua e, concomitantemente,
h& producdo de biomassa que pode ser valorizada sob a forma de biocombustiveis ou de
bioprodutos (SOLIMENO et al., 2015). O tratamento ndo s6 de esgotos domésticos, como
também de aguas residuais provenientes de agroindustrias, por meio do cultivo de microalgas
tém demonstrado redugdes significativas nas cargas poluidoras. Assim, € possivel diversificar
os processos das estacdes de tratamento, gerando também biomassa rica em moléculas de
valor comercial (KAMARUDIN et al, 2015). Ji e colaboradores (2013) demonstraram o
potencial de trés espécies de microalgas (Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliquus e
Ourococcus multisporus) para a produgdo de biocombustiveis associado ao tratamento de
aguas residuais e suplementacdo de 15% de CO,. As cepas obtiveram taxas de crescimento
especifico de 1,37/dia, 1,14/dia e 1,00/dia, respectivamente, € a remo¢do praticamente

completa (> 99%) de nitrogénio e fosforo apds 4 dias de cultivo.
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2.4 PRODUCAO DE PALMA DE OLEO

A palma de 6leo (Elaeis guineensis) € uma planta monocotiledénea pertencente a
familia Arecaceae, subfamilia Arecoideae, tribo Cocoseae e subtribo Elaeidinae, oleaginosa
de origem africana e tem como caracteristica a alta producdo de 6leo. Estima-se que para a
mesma producdo de 6leo de uma lavoura de soja, sdo necessarios apenas 10% da area
plantada com palma de 6leo (LEVERMANN et al., 2014, BORGES et al., 2016). Calcula-se
que a palma de Oleo seja responsavel por um terco do mercado de Oleos vegetais. A
produtividade desta planta equivale a 4 toneladas por hectare/ano (ABRAPALMA, 2016)

A partir dos frutos da palma sdo extraidos dois tipos de 6leo, o déleo de palma
proveniente do mesocarpo e o 6Oleo de palmiste, que € encontrado nas améndoas. As
aplicacdes variam desde ceras, logdes e 6leos corporais a 6leo de cozinha, margarina,
produtos de limpeza e substituto do 6leo diesel (LEVERMANN et al., 2014). Um esquema

basico do processo de extracdo do 6leo de palma é apresentado na Figura 3.

| Cachos defrutas frescos |

I
Esterilizacdo Condensado da
{140°C, 2.9 atm, 75-90 min) [ ~|  esterilizacio 0.5TFOME

Fibra para
Tanque de digest8o a vapor combustivel de
80-90*C caldeira
Prensagem l—)| Bolode Prensagem l—) SFWFECED
| Ameéndoa/fibra

Gleo de Palma Cru

.| Tanquede clarificacdo 3 -
(ED:CJ Trituragao

] * ¢, 4,

| Separador ‘ ‘ I:Entrn‘uga Cascas de Nucleo da
améndoas para améndoa 0.1T POME

combustivel de
Secador E caldeira

_{ ;j|EO| | 1.5T POME | vAcuo

Figura 3 - Fluxograma do processo de extragdo do dleo de palma. (Fonte: AHMED et al., 2015)
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2.5 O EFLUENTE DA PRENSAGEM DO FRUTO DA PALMA DE OLEO (PALM

OIL MILL EFFLUENT - POME)

O Palm Oil Mill Effluent (POME) ¢ um residuo liquido, de cor acastanhada, pH entre
4-5, odor forte, gerado durante o processo de extragdao do 6leo de palma. Contém 95-96% de
agua, grandes quantidades de solidos totais (40.500~72.058 mg L), 6leo/graxa (4.000-9.341
mg L) e altas concentracdes de DBO (25.000-65.714 mg L") ¢ DQO (44.300-10.2696 mg
L"). Apresenta uma quantidade importante de aminoacidos, nutrientes inorganicos (Na, K,
Ca, Mg, Mn, Fe, Zn, Cu, Co e Cd), fibras, compostos nitrogenados, acidos organicos livres e
hidratos de carbono, lignina (4700ppm), compostos fendlicos (5800 ppm), pectina (3400
ppm) e caroteno (8 ppm) (CHIN et al., 2013; AHMED et al., 2015).

Por se tratar de um efluente altamente poluente, o POME nio pode ser descartado sem
tratamento. A forma mais comum de disposicdo do efluente ¢ o sistema de lagoas de

estabilizacao (Figura 4).

P — ‘Lag'Qa‘Anac—:;rébia ik

| € [ agoaAerobia %

€—— 'l agoa de Matiracéo

Figura 4 - Lagoas de estabilizacdo de POME em agroindUstria de palma-de-6leo em Papua Nova Guiné. A
imagem ilustra como é disposto o sistema de lagoas de estabilizacdo, no qual o processo inicia-se a partir da
entrada do efluente na lagoa anaerdbia, passa para a lagoa aerébia e por fim chega a lagoa de maturacéo. (Fonte:
http://www.myclimate.org/carbon-offset-projects/projekt/papua-neuguinea-biogas-7141/)
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Lagoas de estabilizacdo sdo os sistemas de tratamento de dguas residuais mais comuns
usados em diferentes zonas climaticas. Condi¢des ambientais, tais como altas temperaturas e
radiacao solar ao longo do ano sdo as principais razdes para seu uso extensivo em paises
tropicais. Consistem em corpos d’agua em série, normalmente constituidos de trés lagoas
sequenciais: anaerobia, aerobia e de maturagdo. Em alguns casos adiciona-se outra lagoa entre
a anaerdbia e a aerdbia, a chamada lagoa facultativa, que ¢ uma lagoa intermediaria entre as
duas anteriores (NERY et al., 2013; GLAZ et al., 2016).

Dentre as vantagens das lagoas de estabilizacdo, pode-se citar o excelente desempenho
quanto a remocao de matéria organica e solida, o baixo custo de implantagdo e manutencao e
a capacidade de trabalhar com sobrecargas hidraulicas e organicas. A limitacdo na
implantacdo de sistemas de lagoas constitui-se na necessidade do uso de grandes areas
(SOUSA et al., 2014)

As lagoas anaer6bias comumente possuem de 2 a 5m de profundidade e recebem
aguas residuais com niveis elevados de carga organica (normalmente maior do que 100 g de
DBO mdia*, equivalente a mais de 3000 kg ha™dia™ para uma profundidade de 3m). N&o héa
presenca de oxigénio dissolvido (OD) ou algas. A remocdo da DBO é feita por sedimentacédo
de sélidos, e subsequente digestdo anaerdbia do lodo que se forma no fundo do tanque (AL-
HASHIMI et al., 2013). No processo de estabilizacdo do efluente hd a formacdo de gas
metano, enxofre e didxido de carbono, liberando alguns subprodutos solGveis na coluna de
agua (ex: acidos organicos e aménia) (PHUNTSHO et al., 2009).

As lagoas aerobias sdo mais rasas para que a luz solar possa penetrar por toda a coluna
de 4gua e favoreca o desenvolvimento de algas. Nesta fase a 4gua possui teor mais baixo de
solidos e menor DBO (GLAZ et al., 2016). Para o sistema de lagoas aer6bias existem dois
modelos, as lagoas rasas (com aeracdo natural) e lagoas aeradas (com aeracdo mecanica). O
segundo modelo possibilita maiores profundidades, no entanto ha gasto de energia com o
sistema de aeracdo (AL-HASHIMI et al., 2013).

As lagoas de maturacdo s@o o Ultimo estagio do tratamento. Este tipo de lagoa é
destinado a remocéo de patogenos, nitrogénio (N) e fosforo (P) que ndo foram eliminadas nos
processos anteriores. A carga de residuo que é despejada nesta lagoa ja possui DBO

praticamente estabilizada e o oxigénio esta dissolvido em todo o material (GLAZ et al., 2016)
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26 MICROALGAS PARA O TRATAMENTO DE POME

O descarte adequado de efluentes no Pais ¢ gerenciado pelo Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA). Através de resolugdes, o CONAMA define quais as condig¢des e
padroes de qualidade devem ser obedecidos nos sistemas de tratamento de efluentes. De

acordo com os art.3° e art.12° da resolugdo CONAMA n° 430, de 13 de Maio de 2011:

Art. 3° - Os efluentes de qualquer fonte poluidora somente poderdo ser langados
diretamente nos corpos receptores apés o devido tratamento e desde que obedecam
as condices, padrdes e exigéncias dispostos nesta Resolugdo e em outras normas
aplicaveis.

Art. 12° - O langamento de efluentes em corpos de &gua, com excecdo daqueles
enquadrados na classe especial, ndo podera exceder as condigdes e padrles de
qualidade de agua estabelecidos para as respectivas classes, nas condi¢fes da vazdo
de referéncia ou volume disponivel, além de atender outras exigéncias aplicaveis.

Sendo o efluente da extragdo do 6leo de palma altamente poluidor e produzido em
grandes quantidades, a destinagdo deste passivo ambiental constitui importante problema para
as industrias do setor. O cultivo de microalgas em efluentes torna-se atrativo para os sistemas
de tratamentos de dguas residuais, devido a associacdo do biotratamento a producdo
simultanea de biomassa com valor agregado e com inumeras aplicagdes (ABDEL-RAOUF,
2012). A utilizagio do POME como meio para cultivo de microalgas ¢ uma alternativa
interessante por ser um material de baixo custo e conter quantidade razoaveis de nitrato,
fosfato, Fe, Zn, P, Mg, Ca e K que sdo necessarios para o desenvolvimento de microalgas
(NWUCHE et al, 2014; LAM e LEE, 2011). Alguns trabalhos demonstram a eficiéncia das
microalgas no tratamento do POME, com remogado de fosforo total de até¢ 63% e nitrogénio
total de 73% (DING et al., 2016) e 67% de redugdao da DQO (KAMYAB et al., 2015). No
entanto, por se tratar de um efluente agroindustrial, a sua composi¢do pode variar
drasticamente de um lote para outro, o que implica na variagdo da eficiéncia do processo de
tratamento, devido a sensibilidade de um bioprocesso a mudangas na composi¢ao dos meios
de cultivo (NWUCHE et al., 2014).

Cereijo (2016) selecionou, a partir da triagem de 23 cepas da colecdo de
microrganismos e microalgas aplicados a agroenergia e biorrefinarias da Embrapa, duas cepas
de microalgas que apresentaram altas taxas de crescimento em efluente de lagoa anaerobia de
estabilizacito do POME (ELE-POME), em escala de bancada. Uma delas ¢ a cepa

Chlamydomonas biconvexa Embrapa|]LBA40, isolada a partir de areas de aplicacdo de
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vinhaca da usina Jalles Machado (Goianésia/GO). Esta cepa, que possui alto teor de proteinas
(SANTANA, 2016), também apresentou alta produtividade em meio de cultivo a base de
vinhaga, o principal efluente de usinas sucroalcooleiras. A segunda microalga selecionada foi
a cepa Tetranephris sp. Embrapa|LBAS2 isolada da lagoa aerébia de estabilizagdo de POME
da agroindustria Denpasa (Santo Antonio do Taud/PA). Esta espécie da familia Selenastraceae,
caracteriza-se pelo formato em meia lua e por produzir alto teor de lipidios.

Sendo assim, o presente trabalho tem como objetivo geral avaliar a capacidade das
microalgas Chlamydomonas biconvexa Embrapa|LBA 40 e Tetranephris sp. Embrapa|LBA 52
de biorremediar o ELE-POME (POME biodigerido, obtido da lagoa aerébia de estabilizagio)
e de produzir biomassa, quando cultivadas em fotobiorreatores de placas planas
suplementados com CO,. Os objetivos especificos sdo avaliar a variagdo de carga organica e
inorganica (NPK) do ELE-POME apds o cultivo algal; avaliar a remog¢do de so6lidos em
suspensdo por meio da colheita da biomassa algal por centrifugacdo; estabelecer o tempo
o0timo de cultivo visando & maximizagdo da produtividade de biomassa algal e a
biorremediacdo do ELE-POME e agregar sustentabilidade ambiental e econdmica ao processo

de tratamento do ELE-POME.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MICROALGAS

As cepas de Chlamydomonas biconvexa (Figuras 5A, 5B) e Tetranephris sp. (Figuras
5C e 5D) utilizadas neste trabalho pertencem a colecdo de microrganismos fotossintetizantes
da Embrapa Agroenergia, nomeadas como EmbrapalLBA40 e EmbrapalLBA52,
respectivamente. Estas cepas foram previamente selecionadas quanto a capacidade
crescimento em efluente de lagoa anaerdbia de estabilizagdo de POME por Cereijo (2016).

Figura 5 - Chlamydomonas biconvexa EmbrapalLBA40 (A e B) e Tetranephris sp. Embrapa|LBA52 (C e D).
Fotomicrografias obtidas por meio de microscopia de luz utilizando técnica DIC (contraste diferencial de fase).
Escala: 5 um. Fonte: Catlogo da colecdo de microalgas aplicadas & agroenergia e biorrefinarias da Embrapa.
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3.2 MEIOS DE CULTURA

Foram utilizados neste trabalho dois tipos de meio de cultivo: 1) Bold’s Basal Medium
(BBM) (NICHOLS et al., 1965) modificado por Brunale (2014); ii) Efluente da Lagoa
anaerobia de Estabilizagdo do POME (ELE-POME) coletado na agroindustria Denpasa (Santo
Antonio do Taua/PA) (Figura 6).

POME bruto Lagoa anaerébia Lagoa aerdbia

Figura 6 — Lagoas de estabilizagdo de POME na agroindustria Denpasa (Santo Antonio do Taud/PA). A seta
branca indica o ponto de coleta do ELE-POME na saida da lagoa anaerdbia de estabilizacdo de POME. Fonte:
Bruno Brasil (acervo pessoal).

Antes do cultivo, o ELE-POME foi submetido a um pré-tratamento que consistiu na
reducdo dos soélidos suspensos com o objetivo de eliminar possiveis interferéncias nas
medidas de peso seco e esterilizagdo para estocagem. Esta etapa foi realizada por meio de
centrifugagdo por 5 minutos a 16.267 x g seguido de autoclavagem por 30 minutos a 121 °C/1
atm. Posteriormente, o ELE-POME foi estocado a temperatura ambiente até o inicio do

cultivo.

3.3 PRODUCAO DE INOCULO ALGAL

Os inoculos algais foram produzidos em condigdes estéreis, utilizando frascos
erlenmeyers de 1 litro contendo 500ml de meio BBM em condic¢des estéreis, com iluminacao
artificial de 16.000 Lux, ciclo de iluminacdo 12/12 claro/escuro, temperatura de 28°C, aeracdo
de 10Lh™. Apés 7 dias de cultivo (fim da fase exponencial) o conteido dos erlenmeyers foi

homogeneizado em um frasco Unico e inoculado em quantidade suficiente para garantir a
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densidade dptica inicial de 0,1 nos fotobiorreatores de placas planas. A quantidade de in6culo
utilizada foi sempre menor 10% do volume de trabalho nos fotobiorreatores. .

Figura 7 - Produgdo de in6culo em frascos Erlenmeyer de 1L sob iluminagdo artificial de 16.000 Lux, ciclo de
iluminacdo 12/12 claro/escuro, temperatura de 28°C, aeracéo de 10Lh™.

34 CULTIVO EM FOTOBIORREATORES AIR LIFT DE PLACAS PLANAS

Os ensaios foram realizados utilizando fotobiorreatores air lift de placas planas de
acrilico de 15L de capacidade, com suplementacdo de dioxido de carbono (Figura 8). O
equipamento conta com sistema de aeracdo por ar atmosférico injetado com o auxilio de
compressores de ar (Big Air/A420), sendo a distribuicdo do ar dentro do biorreator feita por
uma mangueira com furos em série e a vazdo controlada por rotametros (Dwyer/RMA-150-
SSV/Range: 100-1000 cm® min™). A suplementacdo com CO, foi realizada por um sistema
composto por mangueiras de silicone e valvulas de distribuicdo, também controlada por
rotdmetros, com o gas proveniente de um cilindro de 25 kg. A iluminagdo dos reatores é
proveniente de refletores com lampadas de vapor metalico (Spotlux 400w/OSRAM) e a
intensidade luminosa foi medida por um luximetro (Instrutherm/LD-200). Para o controle do
aquecimento do meio de cultivo foram utilizados termostatos (Atman/At-25/ Range: 20-34
°C) e termbémetro digital (Incoterm/CODO02.0.00.7427). A sala onde ocorreram 0S
experimentos manteve-se climatizada (20° C) para controlar o aguecimento do meio

provocado pelos refletores.
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Figura 8 - Fotobiorreator air lift de placas planas em acrilico de 15L de capacidade com suplementacdo de
diéxido de carbono. O fotobiorreator conta com sistema agitacdo air lift promovida por com ar atmosférico
distribuido por uma mangueira com furos em série. O controle de temperatura é realizado por termostato e
injecdo de CO, é feita por meio de um difusor posicionado em sentido contracorrente da agita¢do do reator. A
iluminacéo é realizada unilateralmente por meio de refletores com lampadas de vapor metélico.

As cepas C. biconvexa EmbrapalLBA 40 e Tetranephris sp. EmbrapalLBA 52 foram
cultivadas em fotobiorreatores air lift de placas planas, com iluminacéao artificial de 35.000
Lux em ciclos de 12h/12h claro/escuro, temperatura de 25°C no escuro e 35°C no claro,
aeracdo de 60Lhe suplementacdo de CO, ajustada para 5% da vazdo de ar (Figura 8). As
cepas foram cultivadas em bateladas independentes durante 5, 10 e 15 dias, utilizando 13L
ELE-POME ou meio BBM (meio sintético controle). Os trés periodos foram escolhidos de
modo a ser avaliada a influéncia do tempo de cultivo na taxa de crescimento celular e

remocao dos nutrientes do meio.
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Figura 9 - Cultivo de microalgas em fotobiorreatores air lift de placas planas em acrilico. Os cultivos foram
realizados sob iluminacéo artificial de 35.000 Lux em ciclos de 12h/12h claro/escuro, temperatura de 25°C no
escuro e 35°C no claro, aeracdo de 60L/h e suplementacdo de CO, ajustada em para 5% da vazéo de ar.

3.5 COLHEITA DA BIOMASSA ALGAL

A separagdo entre 0 meio de cultura e as células algais foi feita por meio de
centrifugagédo durante 5 minutos a 16.267 x g. O sobrenadante foi autoclavado por 15 minutos
e armazenado em bombonas para as analises da composicao quimica. A biomassa retirada dos
fotobiorreatores foi congelada a -80°C por 24h e posteriormente liofilizada (Liofilizador
LIOTOP K105).

3.6 QUANTIFICACAO DO CRESCIMENTO ALGAL

A quantificacdo do crescimento algal foi feita a partir de amostras retiradas no tempo
inicial e final dos cultivos. Foram realizadas medidas de determinag&o de peso seco, contagem

de células e densidade Optica.
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Para a determinacdo do peso seco, 3 amostras de 10 ml foram centrifugadas por 10
minutos a 10.732 x g e lavadas com 10 ml de &gua destilada (3x), e entdo resuspendidas em
agua destilada. Paralelamente, placas de petri foram lavadas, secas em estufa a 105°C por
uma hora e apos arrefecimento de 20 minutos foram pesadas. A partir da pesagem das placas,
a biomassa lavada foi adicionada as placas e entdo postas em estufa por 24 horas a 105°C. Ao
final do periodo de secagem, as placas foram novamente resfriadas em dessecador por 20
minutos e pesadas. A diferenca entre a massa da placa com biomassa seca e da placa vazia foi
definida como o peso seco da amostra.

Para a medida de niamero de células, foram utilizadas 3 aliquotas de 0,5 ml do cultivo,
as quais foram adicionadas 0,5 ml de solugdo Transeau para fixacdo da amostra. A solugao
Transeau contém agua destilada:etanol 96%:formol 40% na propor¢do de 6:3:1e funciona
como conservante e redutor de mobilidade das células o que facilita a contagem, realizada em
microscopio Optico utilizando camara de Neubauer (hematocitometro).

A leitura em espectrofotometro (SPECTRAMAX M3, Molecular Devices) foi
utilizada para determinacdo da densidade dptica seguindo a Lei de Lambert-Beer, que diz que
a densidade dptica do material é proporcional a quantidade de matéria absorvente. As leituras

foram realizadas em 3 aliquotas dos cultivos em comprimento de onda de 680 nm .

3.7 ANALISE DOS SOBRENADANTES DOS CULTIVOS ALGAIS

Os sobrenadantes dos cultivos algais em fotobiorreatores de placas planas utilizando
ELE-POME foram caracterizados quanto a Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO),
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), conteido de fosfato, nitrato, nitrito, nitrogénio
amoniacal, potéssio, turbidez, pH e carbono orgéanico total. Estas analises foram realizadas
pela empresa AMBIENTALE, em Maringd/PR, através das metodologias apresentadas na
Tabela 3.
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Tabela 3 - Metodologias utilizadas para a determinacdo dos parametros quimicos do ELE-

POME, antes e apds o cultivo das microalgas.

Parametro Método
DBO SM 5210 B
DQO QAM.IT.FQ.16*
Carbono Organico Total SM 4500-O/D

Nitrogénio Total

ABNT NBR 13796:1997

Nitrato ABNT NBR 12620:1992
Nitrito SM 4500-NO2-B
Nitrogénio Amoniacal SM 4500-NH3 F
Fosforo Total SM 4500-P E
Fosfato SM 4500-P E
Potassio SM 3500-K B
pH SM 4500-H+ B
Turbidez SM 2130 B

Segundo a resolucdo CONAMA N° 430, DE 13 DE MAIO DE 2011, as condi¢Ges do
efluente pds-tratamento sdo diretamente influenciadas pelo tipo de corpo receptor. A
classificagao dos corpos d’agua ¢ feita no texto da resoluggio CONAMA N° 357, DE 17 DE
MARCO DE 2005. Para efeito de comparagdo entre os resultados obtidos nos cultivos das
duas cepas, utilizou-se como referéncia os padrées de qualidade de corpo receptor de agua

doce classe I.

3.8 ANALISES ESTATISTICAS

Foi realizada andlise da variancia (ANOVA) de fator Gnico com repeticéo, e foi
usado o teste de Tukey, a 5% de significancia, para comparacdo entre as médias. Para esta

avaliacdo estatistica, utilizou-se o programa SISVAR.
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4 RESULTADOS

41 CULTIVO DA CEPA Chlamydomonas biconvexa EMBRAPA|ILBA 40 EM

FOTOBIORREATORES DE PLACAS PLANAS

A cepa C. biconvexa EmbrapalLBA 40 foi cultivada em fotobiorreatores air lift com
geometria em placas planas em bateladas independentes por 5, 10 e 15 dias utilizando 13L de
Efluente da Lagoa de Estabilizagio do POME (ELE-POME) ou meio BBM (controle)
suplementados com CO,. A figura 10 apresenta os graficos de crescimento desta cepa baseado
na média das 3 bateladas. A medicdo do crescimento algal por densidade optica (Figura 10A),
namero de células (Figura 10B) e rendimento de biomassa (peso seco) (Figura 10C) gerou
graficos de crescimento com padrdes similares e ndo foi observada diferenca significativa no
crescimento algal entre o0 meio BBM e o ELE-POME. Pelos graficos é possivel dizer que a
cepa esteve em fase exponencial de crescimento até o 10° dia de experimento.

A densidade Optica maxima da cultura em BBM chegou a 1,23 + 0,01 e em ELE-
POME 1,27 + 0,01. A figura 10B traz a interpolacdo do nimero de células/ml de meio, no
qual a cultura em BBM obteve maior resultado no 5° dia, tendo alcancado pouco mais de 49 +
5,06 x 10° de cel mL™, j& o resultado em ELE-POME foi maior no 10° dia com 25 + 1,50 x
10° de cel mL™. O grafico 10C apresenta o rendimento da biomassa maximo de 1.473,33 +
75,06 mgL™ em BBM e de 1.560,00 mgL™ em ELE-POME, ambos no 10° dia de cultivo.
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Figura 10 - Curva de crescimento da cepa C. biconvexa EmbrapalLBA 40 cultivada em fotobiorreatores air lift
de placas planas: (A) densidade 6ptica (680 nm), (B) nimero de células (cel mI™) e (C) rendimento de biomassa
(mg L) por 5, 10 e 15 dias utilizando meio BBM e ELE- POME. A aeracdo foi feita por injecdo de ar
atmosférico suplementado com 5% de CO, em regime de iluminacdo de 12h/12h do ciclo claro/escuro e
temperatura de 35+1°C durante a iluminagdo e 25+1°C durante o escuro. Os resultados sdo apresentados como
médias de triplicatas (n = 3).
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Os dados de produtividade da cepa C. biconvexa EmbrapalLBA 40 séo apresentados
na Tabela 4. As andlises estatisticas demonstraram que no cultivo em BBM ha diferenca
significativa entre os tempos, sendo o0 5° dia superior aos outros dois. Ja no cultivo em ELE-
POME, néo foi verificada diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre os tempos de
5 e 10 dias. A comparacao entre os meios para cada tempo de cultivo mostrou que ndo ha
diferenca significativa na produtividade de biomassa entre o meio controle e 0 ELE-POME. E
possivel observar, pelas taxas especificas de crescimento, que os cultivos foram mais

vigorosos no tempo de cultivo de 5 dias.

Tabela 4 - Produtividade de biomassa em mg/L/dia da cepa C. biconvexa Embrapa|LBA 40

Meio Produtividade (mg/L/dia) Taxa especifica de crescimento (p/dia)
5 dias 10 dias 15 dias 5 dias 10 dias 15 dias
BBM 164,67+15,01aA  134,34+£7,50bA  83,7845,00cA  0,40+0,02  0,24+0,01 0,16+0,00

ELE-POME 130,00+26,00abA  143,00+0,00aA 92,44+10,01bA  0,32+0,07  0,25+0,00  0,05+0,00

Os resultados sdo apresentados como médias de triplicatas (n = 3). A anélise estatistica foi realizada com
ANOVA de fator duplo com repeticdo, e foi usado o teste de Tukey para comparacao entre as médias. Letras
minuGsculas diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p <0,05) entre os tempos de cultivo,
para 0 mesmo meio. Letras mailsculas diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas (p <0,05)
entre 0s meios, para 0 mesmo tempo de cultivo.

42 AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE NUTRIENTES ORGANICOS E
INORGANICOS PRESENTES NO SOBRENADANTE DE POS-CULTIVO DA

CEPA C. biconvexa EMBRAPA|LBA 40

Os sobrenadantes pos-colheita dos cultivos em ELE-POME da cepa C. biconvexa
Embrapa|LBA40 realizados em fotobiorreatores por 5, 10 e 15 dias foram analisados quanto a
DQO, DBO, Carbono organico total, nitrogénio, foésforo, potassio e pH. A tabela 5 mostra
comparativamente os resultados de cada ensaio juntamente com os dados do efluente antes do
tratamento. E possivel notar reducio de até 76,74%, 88,85%, 64,90%, 35% nas concentracdes
de nitrito, nitrogénio amoniacal, nitrogénio total e nitrato, respectivamente, ap0s o
crescimento das algas. No entanto, as concentracdes de potassio ndo apresentaram variagcao
significativa em nenhum dos tempos analisados. Também houve reducéo de fosfato e fésforo
total. Variagbes no pH do meio foram mais significativas no 15° dia. Com relagdo a DQO,
DBO e carbono orgéanico total verificou-se aumento significativo com o tempo de cultivo.
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Tabela 5 - Andlise dos sobrenadantes pds-colheita da cepa C. biconvexa EmbrapalLBA 40

Condicao Inicial

Ensaio (ELE-POME) 5 dias 10 dias 15 dias
DBO (mg O,/L) 20,8+1,70 a 38,70+0,57 b 49,85+1,20 ¢ 133,95+1,63 d
DQO (mg O,/L) 667,00+7,07 a 734,00£4,24 b 768,00+11,31 b 1272,00+28,28 c
Carbono Orgéanico Total (mg/L) 3680,70+243,39 a 4678,40+778,38 ab 4816,00+194,60 ab 5916,60+194,31 b
Nitrogénio Total (mg/L) 79,1946,15 b 30,43+0,33 a 27,79+0,21 a 37,41£0,47 a
Nitrato (mg/L) 0,72+0,00 b 0,71£0,01 b 0,56+0,03 a 0,47+0,04 a
Nitrito (mg/L) 0,22+0,01 ND* ND* ND*
Nitrogénio Amoniacal (mg/L) 44,85+0,64 ND** ND** ND**
Fosforo Total (mg/L) 20,13+0,88 ¢ 1,03+0,08 a 0,80+0,08 a 4,55+0,07 b
Fosfato (mg/L) 56,75+2,47 ¢ 1,18+0,01 a 1,55+0,06 a 14,30+0,71 b
Potassio (mg/L) 1850,00£70,71a  1575,00+106,10 a 1750,00£70,71 a 1875,00£35,36 a
pH 9,17+0,01d 8,37+£0,02 b 8,52+0,07 ¢ 8,01+0,01 a

Anédlise da composicdo do ELE-POME antes e apds o cultivo com a cepa C. biconvexa Embrapa|LBA40 durante
5, 10 e 15 dias em fotobiorreatores air lift de placas planas. A aeracéao foi realizada por inje¢do de ar atmosférico
suplementado com 5% de CO,, regime de iluminacéo de 12h/12h de ciclo claro/escuro e temperatura de 35+1°C
durante a iluminagéo e 25+1°C durante o escuro. Os resultados sdo apresentados como médias de triplicatas (n =
3). A anélise estatistica foi realizada com ANOVA de fator Gnico com repeticdo, e foi usado o teste de Tukey
para comparacdo entre as medias. Letras diferentes (a, b, ¢) indicam diferencas estatisticamente significativas
entre os tempos de cultivo avaliados (p <0,05). ND* = ndo detectado (concentracdo < 0,05); ND** = ndo
detectado (concentragéo < 5,00);

A Figura 11 apresenta as taxas de remocao da carga organica (A) e inorganica (N, P e
K) (B), dos cultivos por 5, 10 e 15 dias da cepa C. biconvexa EmbrapalLBA 40 em
fotobiorreatores air lift de placas planas. Pode-se perceber que ha aumento nos parametros
orgénicos ao longo do tempo de cultivo, sendo mais acentuado apds o término da fase de
crescimento algal exponencial (10° dia de cultivo). Por outro lado, as concentracdes de N e P
apresentam reducbes significativas, de 60% e 90% respectivamente, que se mantém
praticamente estaveis desde o 5° dia de cultivo. A concentracdo do potassio ndo variou
significativamente ao longo do tempo de cultivo. A comparacao das Figuras 10 e 11 evidencia
que a medida que as células algais entram em fase estacionaria de crescimento, ha aumento

concomitante da carga organica do meio.



31

A)  600.00%

500.00%

400.00%
300.00% m 5 dias
w10 dias

200.00% m 15 dias

Taxa de variagdo (%)

100.00%

0.00%

DBO DQO Carbono Organico
Total

B) N p K
10.00%

-10.00%

-30.00% w 5 dias

50.00% w10 dias
m 15 dias

-70.00%

Taxa de variagdo (%)

-90.00%

-110.00%

Figura 11 - Percentual de variacdo na composicdo do ELE-POME ao longo cultivo com a cepa C. biconvexa
EmbrapalLBA40 durante 5, 10 e 15 dias em fotobiorreatores air lift de placas planas. A aeracéo foi realizada por
injecdo de ar atmosférico suplementado com 5% de CO,, regime de iluminacdo de 12h/12h de ciclo claro/escuro
e temperatura de 35+1°C durante a iluminacdo e 25+1°C durante o escuro. Os resultados sdo apresentados como
médias de triplicatas (n = 3). A andlise estatistica foi realizada com ANOVA de fator Gnico com repeticao, e foi
usado o teste de Tukey para comparagdo entre as meédias. Letras diferentes (a, b, ¢) indicam diferengas
estatisticamente significativas entre os tempos de cultivo avaliados (p <0,05).
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43 AVALIACAO DA REMOCAO DE SOLIDOS SUSPENSOS DO ELE-POME
APOS O CULTIVO E COLHEITA DA BIOMASSA DA CEPA C. biconvexa

EMBRAPA|LBA 40

Foi analisada a eficiéncia de remocdo de sélidos suspensos dos sobrenadantes pos-
colheita dos cultivos em ELE-POME da cepa C. biconvexa EmbrapalLBA40 realizados em
fotobiorreatores por 5, 10 e 15 dias por meio de medidas de densidade Optica a 680 nm
(Figura 12A) e turbidez (Figura 12B). Uma reducdo na densidade Optica de até 65,56% e de
turbidez de 95,42%, foi observada apds cultivo de 5 dias. Os resultados indicam que a
remocao de solidos suspensos foi maior nos tempos iniciais de cultivo (5 e 10 dias de cultivo),
sugerindo que a eficiéncia de colheita da biomassa algal por centrifugacdo decresce ao longo

do tempo de cultivo.
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Figura 12 — Avaliacao da concentracdo de sélidos em suspenséo por (A) densidade 6ptica e (B) turbidez no ELE-
POME antes e ap6s o cultivo com a cepa C. biconvexa EmbrapalLBA40 durante 5, 10 e 15 dias em
fotobiorreatores air lift de placas planas. A aeracéo foi realizada por inje¢do de ar atmosférico suplementado com
5% de CO,, regime de iluminagdo de 12h/12h de ciclo claro/escuro e temperatura de 35x1°C durante a
iluminagdo e 25+1°C durante o escuro. Os resultados sdo apresentados como médias de triplicatas (n = 3). A
analise estatistica foi realizada com ANOVA de fator Gnico com repeticdo, e foi usado o teste de Tukey para
comparacdo entre as médias. Letras diferentes (a, b, c) indicam diferencas estatisticamente significativas entre os
tempos de cultivo avaliados (p <0,05).
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44 CULTIVO DA CEPA Tetranephris sp. EMBRAPAILBA 52 EM

FOTOBIORREATORES DE PLACAS PLANAS

A cepa Tetranephris sp. EmbrapalLBA 52 foi cultivada em fotobiorreatores air lift
com geometria em placas planas, em bateladas independentes, por 5, 10 e 15 dias utilizando
13L de Efluente da Lagoa de Estabilizacdo do POME (ELE-POME) ou meio BBM (controle),
suplementados com CO,. A Figura 13 apresenta os graficos de crescimento baseado em dados
consolidados das 3 bateladas. A medicdo do crescimento algal por densidade 6ptica (13A),
namero de células (13B) e rendimento de biomassa (peso seco) (13C) gerou graficos de
crescimento com padrdes similares no crescimento algal entre 0 meio BBM e 0 ELE-POME.
Nota-se que a cepa esteve em fase exponencial de crescimento até o 5° dia de experimento.

A densidade Optica maxima da cultura em BBM chegou a 1,49 + 0,01 e em ELE-
POME 1,72 + 0,02. A Figura 13B traz a interpolacdo do numero de células/ml de meio, no
qual a cultura em BBM obteve maior resultado no 10° dia, tendo alcancado pouco mais de 80
+ 2,55 x 10° de celmL™, j& o resultado em ELE-POME foi maior também no 10° dia com 10 +
1,90 x 10’ de celmL™. O grafico 13C apresenta o rendimento da biomassa maximo de 2.249 +
22,52 mgL™" em BBM e de 2.504,67 + 143,20 mgL™ em ELE-POME, no 10° e 15° dia de

cultivo, respectivamente.
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Figura 13 - Curva de crescimento baseada em A) Densidade 6ptica; B) nimero de células (célml™) C) Peso seco
(mgL™), da cepa Tetranephris sp. Embrapa]LBAS52 cultivada em fotobiorreatores air lift por 5, 10 e 15 dias em
meio BBM e ELE-POME. Com a aeracao feita por injecdo de ar atmosférico e suplementacdo de 5% de CO,,
regime 12h/12h do ciclo claro/escuro e temperatura de 35+1°C durante a iluminacdo e 25+1°C durante o escuro.
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Os dados de produtividade da cepa Tetranephris sp. EmbrapalLBA 52 séo
apresentados na Tabela 6. As anélises estatisticas demonstraram que tanto no cultivo em
BBM como em ELE-POME ha diferenca significativa de produtividade entre os tempos de
cultivo, sendo o de 5 dias significamente superior aos demais tempos. A produtividade de
biomassa em BBM foi significativamente superior a observada em ELE-POME nos tempos
de 5 e 10 dias, no entanto, ndo se verificou diferenca significativa entre os meios no cultivo de
15 dias. E possivel observar pelas taxas especificas de crescimento, que as culturas foram

mais vigorosas no tempo de 5 dias.

Tabela 6 - Produtividade de biomassa em mg/L/dia da cepa Tetranephris sp Embrapa|LBA52

Meio Produtividade (mg/L/dia) Taxa especifica de crescimento (p/dia)
5 dias 10 dias 15 dias 5 dias 10 dias 15 dias
BBM 286,87+9,13aA  218,83+1,99bA 134,91+7.86cA  0,60+0,02  0,36+0,02  0,21+0,02

ELE-POME 246,13+16,72aB  183,73+11,80bB 138,09+3.61cA  0,42+0,07  0,28+0,02  0,12+0,02

Cultivo realizado em fotobiorreatores air lift em bateladas independentes por 5, 10 e 15 dias em meio BBM e
ELE- POME. A aeracéo foi realizada por inje¢do de ar atmosférico suplementado com 5% de CO,, regime de
iluminacéo de 12h/12h de ciclo claro/escuro e temperatura de 35+1°C durante a iluminagdo e 25+1°C durante o
escuro. Os resultados sdo apresentados como médias de triplicatas (n = 3). A analise estatistica foi realizada com
ANOVA de fator duplo com repeticéo, e foi usado o teste de Tukey para comparagdo entre as médias. Letras
minuGsculas diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p <0,05) entre os tempos de cultivo,
para 0 mesmo meio. Letras mailsculas diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas (p <0,05)
entre 0s meios, para 0 mesmo tempo de cultivo.

45 AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE NUTRIENTES ORGANICOS E
INORGANICOS PRESENTES NO SOBRENADANTE DE POS-CULTIVO DA

CEPA Tetranephris sp. EMBRAPA|LBA 52

Os sobrenadantes pos-colheita dos cultivos em ELE-POME da cepa Tetranephris sp.
EmbrapalLBA 52 realizados em fotobiorreatores por 5, 10 e 15 dias foram analisados quanto
a DQO, DBO, Carbono organico total, nitrogénio, fosforo, potassio e pH. A tabela 7 mostra
comparativamente os resultados de cada ensaio juntamente com os dados do efluente antes do
tratamento. E possivel notar reducdo de até 76,74%, 88,85%, 65,82% nas concentracdes de
nitrito, nitrogénio amoniacal e nitrogénio total. As concentracfes de potassio néo
apresentaram variacdo significativa em nenhum dos tempos analisados. Também houve
reducdo de nitrato, fosfato e fosforo total. A reducdo no pH do meio foi significativa no
cultivo com 15 dias. Com relagdo a DQO, DBO e carbono organico total ha aumento
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significativo ao longo do tempo. No entanto, esta variacdo € menor do que a observada nos
cultivos com a cepa C. biconvexa Embrapa|LBA 40 (Tabela 5).

Tabela 7 - Andlise do efluente de cultivo da cepa Tetranephris sp. Embrapa|LBA52

Condicao Inicial

Ensaio (ELE-POME) 5 dias 10 dias 15 dias
DBO (mg O,L™) 20,8+1,70 a 40,05+3,75 b 84,15+17,18 ¢ 80,20+6,36 ¢
DQO (mg O,L ™) 667,00+7,07 a 786,00%4,24 b 802,00£0,00 b 921,50+2,12 ¢
Carbono Organico Total (mgL™)  3680,70+243,39 a 12521,60+1751,36b 17200,00+1362,17b 15686,20+1946,24b
Nitrogénio Total (mgL™) 79,19+6,15 b 30,71+0,22 a 29,22+2,48 a 32,31+0,45 a
Nitrato (mgL™) 0,72+0,00 b 0,59+0,04 a 0,70+0,03 b 0,66+0,0 ab
Nitrito (mgL™) 0,215+0,01 ND* ND* ND*
Nitrogénio Amoniacal (mgL™) 44,85+0,64 ND** ND** ND**
Fésforo Total (mgL™) 20,13+0,88 d 0,79+0,08 a 1,28+0,03 b 2,40+0,00 ¢
Fosfato (mgL™) 56,75+2,47 d 1,86+0,06 b 1,42+0,01 a 5,25+0,07 ¢
Potassio (mgL™) 1850,00+70,71a  1850,00+70,71a 1825,00+35,36 a  1750,00+212,13 a
pH 9,1740,01 c 9,08+0,02 ¢ 8,56+0,01 b 8,06+0,12 a

Andlise da composi¢do do ELE-POME antes e ap6s o cultivo com a cepa Tetranephris sp. EmbrapalLBA 52
durante 5, 10 e 15 dias em fotobiorreatores air lift de placas planas. A aeracdo foi realizada por injecao de ar
atmosférico suplementado com 5% de CO,, regime de iluminacdo de 12h/12h de ciclo claro/escuro e
temperatura de 35+1°C durante a iluminagdo e 25+1°C durante o escuro. Os resultados sdo apresentados como
médias de triplicatas (n = 3). A andlise estatistica foi realizada com ANOVA de fator Gnico com repeticéo, e foi
usado o teste de Tukey para compara¢do ao longo do tempo entre as médias. Letras diferentes (a, b, ¢) indicam
diferencas estatisticamente significativas entre os tempos de cultivo avaliados (p <0,05). ND* = ndo detectado
(concentracdo < 0,05); ND** = ndo detectado (concentracdo < 5,00);

As Figuras 14A e 14B apresentam as taxas de remocao da carga organica e inorganica
(N, P e K) dos cultivos por 5, 10 e 15 dias da cepa Tetranephris sp. EmbrapalLBA 52 em
fotobiorreatores air lift de placas planas. Pode-se perceber que ha aumento nos parametros
organicos ao longo do tempo de cultivo, sendo mais acentuado ap6s o término da fase de
crescimento algal exponencial (5° dia de cultivo). Por outro lado, as concentragdes de N e P
apresentaram reducdes significativas, de 60% e 90% respectivamente. A concentracdo do
potassio ndo variou significativamente ao longo do tempo de cultivo. Comparando as Figuras
13 e 14 verifica-se que a medida que as células algais entram em fase estacionaria de

crescimento, ha aumento concomitante da carga organica do meio.
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Figura 14 - Percentual de variacdo na composi¢do do ELE-POME apo6s o cultivo com a cepa Tetranephris sp
EmbrapalLBA52 durante 5, 10 e 15 dias em fotobiorreatores air lift de placas planas. A aeracéo foi realizada por
injecdo de ar atmosférico suplementado com 5% de CO,, regime de iluminacdo de 12h/12h de ciclo claro/escuro
e temperatura de 35+1°C durante a iluminacéo e 25+1°C durante o escuro. Os resultados sdo apresentados como
médias de triplicatas (n = 3). A andlise estatistica foi realizada com ANOVA de fator Gnico com repeticao, e foi
usado o teste de Tukey para comparacdo entre as médias. Letras diferentes (a, b, ¢) indicam diferencas
estatisticamente significativas entre os tempos de cultivo avaliados (p <0,05).
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46 AVALIACAO DA REMOCAO DE SOLIDOS SUSPENSOS DO ELE-POME
APOS O CULTIVO E COLHEITA DA BIOMASSA DA CEPA Tetranephris sp.

EMBRAPA|LBA 52

Foi analisada a eficiéncia de remocdo de sélidos suspensos dos sobrenadantes pos-
colheita dos cultivos em ELE-POME da cepa Tetranephris sp. EmbrapalLBA52 realizados
em fotobiorreatores por 5, 10 e 15 dias por meio de medidas de densidade Optica a 680 nm
(Figura 15A) e turbidez (Figura 15B). Foi observada reducdo na densidade Optica de até
67,30% e de turbidez de 75,70%, ambas no cultivo com 5 dias. Os resultados indicam que a
remocao de solidos suspensos foi maior nos tempos iniciais de cultivo (5 e 10 dias), sugerindo
que a eficiéncia de colheita da biomassa algal por centrifugacdo decresce ao longo do tempo

de cultivo.
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Figura 15 - Avaliacdo da concentracdo de solidos em suspensdao no ELE-POME antes e apds o cultivo com a
cepa Tetranephris sp Embrapa|LBA52 durante 5, 10 e 15 dias em fotobiorreatores air lift de placas planas. A
aeracdo foi realizada por injecdo de ar atmosférico suplementado com 5% de CO,, regime de iluminagdo de
12h/12h de ciclo claro/escuro e temperatura de 35x1°C durante a iluminagdo e 25+1°C durante o escuro. Os
resultados sdo apresentados como médias de triplicatas (n = 3). A andlise estatistica foi realizada com ANOVA
de fator Gnico com repeticdo, e foi usado o teste de Tukey para comparacédo entre as médias. Letras diferentes (a,
b, ¢) indicam diferencas estatisticamente significativas entre os tempos de cultivo avaliados (p <0,05).
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5 DISCUSSOES

H& expectativa de que a industria de base bioldgica ganhe destaque ao longo deste
século, provendo alimentos, energia e materiais para a crescente populagdo mundial. Neste
contexto, o processamento industrial em um conceito de biorrefinaria, onde a biomassa é
transformada em varios produtos comercializaveis, otimizando o uso dos recursos e
minimizando a geracdo de residuos, seria ampliado e consolidado (BRASIL et al., 2016).
Dentre as matérias-primas com potencial para suprir estas demandas, as microalgas destacam-
se pela sua alta produtividade de biomassa, baixo impacto direto e indireto sobre o uso de
terras agricultaveis e capacidade de crescimento em aguas residudrias. Tais caracteristicas
associadas ao fato de que o cultivo e o processamento algal podem ser realizados em um
mesmo local geram oportunidades para o desenvolvimento de biorrefinarias algais associadas
a instalagc6es industriais pré-existentes, como usinas sucro-alcooleiras, usinas de biodiesel e a
industria petroquimica (BRASIL et al., 2016). De fato, Santana (2016) demonstrou a selecéo
e cultivo de cepas de microalgas com alto teor de proteinas e carboidratos em meio a base de
vinhaga, abundante efluente da industria sucro-alcooleira. De maneira similar Liang e
colaboradores (2009) reportaram que a suplementacdo do meio de cultivo de Chlorella
vulgaris com glicerol, residuo da industria de biodiesel, aumenta a produtividade de biomassa
algal. J& Arriada e colaboradores (2014), demonstraram a adaptacdo de uma cepa de
Nannochloropsis oculata para crescimento em agua produzida do residuo da exploragdo de
petrdleo e gas natural. No presente trabalho, foi avaliado o potencial de integracdo do cultivo
de microalgas a agroindustria de palma-de-6leo por meio do aproveitamento de seus efluentes
liquidos.

Especificamente, foi mensurada a capacidade de producdo de biomassa e
biorremediacdo de efluente de lagoa de estabilizacdo de POME. Fazendo uma comparacao
entre os meios de cultivo estudados, ndo foram observadas diferencas significativas (p<0,05)
no crescimento (Figura 10C) e na produtividade de biomassa (Tabela 4) da cepa C. biconvexa
Embrapa]LBA40 quando cultivadas em meio BBM ou ELE-POME. Estes resultados sugerem
que os nutrientes presentes no ELE-POME séo suficientes para garantir um crescimento algal
vigoroso desta cepa. J& a cepa Tetranephris sp. EmbrapalLBA52, apresentou diferenca
significativa no crescimento (Figura 13C) e na produtividade (Tabela 6) nos tempos de 5 e 10
dias, sendo o resultado obtido no meio BBM 14% superior ao ELE-POME, essa diferenca de

produtividade se torna pouco compensatoria quando se compara 0s custos de producdo do
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meio sintético em larga escala, com um meio de cultivo que se trata de efluente de um
processo industrial. Para o tempo de 15 dias ndo houve diferenca significativa nas variaveis
analisadas. No entanto, mesmo o meio utilizado tendo sido menos eficiente que o sintético
para Tetranephris sp. Embrapa|LBA 52, sua produtividade maxima obtida em ELE-POME
(de 246,13 mg/L/dia) foi maior do que a observada com a cepa C. biconvexa Embrapa|LBA
40 (de 143,00 mg/L/dia). A superioridade de produtividade desta cepa poderia ser explicada
pela origem autéctone (nativa) da cepa Tetranephris sp EmbrapalLBA 52, que foi isolada de
lagoa aerdbia da mesma agroindustria onde foi obtido o ELE-POME. Algo semelhante foi
observado por Almomani e Ormeci (2016) que testaram a capacidade de remogéo de N e P
das cepas de microalgas Chlorella vulgaris, Neochloris oleoabundans e compararam com um
misto de microalgas indigenas do efluente de uma estacdo de tratamento de aguas residuais. O
grupo de algas nativas composto em sua maioria por cepas de Tribonema sp., Oedogonium
sp., Microspora sp., Oscillatoria sp., Aphanocapsa sp., e Scenedesmus sp.efluente foi mais
eficiente na remocdo dos compostos e apresentaram fase adaptativa menor. Microrganismos
autoctones ja estdo adaptados as condicdes oferecidas pelo efluente, o que reflete em
vantagem deste tipo de cepa na producdo de biomassa e consequentemente na assimilacdo de
nutrientes do meio. Santana (2016) demostrou que a cepa C. biconvexa Embrapa|LBA 40,
coletada de lagoas de estabilizacdo de vinhaca, possui alta produtividade de biomassa quando
cultivada no efluente da producéo de etanol.

E importante ressaltar que as produtividades obtidas neste estudo, em especial a
apresentada pela cepa Tetranephris sp EmbrapalLBA 52, sdo superiores aquelas relatadas na
literatura. Por exemplo, Wu e colaboradores (2012) relataram o cultivo de Chlamydomonas
sp. em efluente de estacdo de tratamento de &gua, no qual obtiveram 150 mgL™dia™ de
produtividade de biomassa. Ja Ledda e colaboradores (2015) isolaram uma cepa autoctone de
Chlorella sp. de tanques de armazenamento de esgoto da criacdo de suinos e testaram
formulacGes do efluente como fonte de cultivo para a cepa. Como resultado obtiveram
produtividades maximas de 220 mgL*dia*. A formulagcdo, chamada pelos autores de UFL,
consistia do permeado apos ultrafiltragdo do efluente digerido de uma planta de biogas. Ding
e colaboradores (2016) cultivaram uma cepa de Chlamydomonas sp. em POME diluido em
trés concentracdes diferentes, e obtiveram como produtividade maxima 101,89 mgL*dia™.

O efluente POME utilizado neste trabalho é proveniente da saida (jusante) de lagoa
anaerdbia da usina de 6leo de palma (Figura 6). Assim, o liquido tem como caracteristica a
baixa carga organica em relacdo ao POME bruto (Tabela 8). A baixa carga organica

contribuiu positivamente para o crescimento algal nos fotobiorreatores em condi¢des néo-
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axénicas ao limitar contaminagdes por microrganismos heterotroficos competidores, como
fungos e bactérias. Chiu e colaboradores (2015) afirmam que o crescimento de microalgas
pode ser inibido pela presenca de bactérias, protozoarios e fungos, quando ha altas taxas de
matéria organica presentes no meio. A competicdo por nutrientes provocada pela biota do
efluente, seja ela natural ou produzida durante o processo, acaba sendo um dos fatores
negativos da utilizacdo deste tipo de meio. Testes em escala de bancada sdo facilmente
controlados por tratamento em autoclave (condi¢cdes axénicas), no entanto, normalmente é
muito oneroso para ser utilizado em escalas maiores.

Estudo prévio de Cereijo (2016) demonstrou que as microalgas C. biconvexa
EmbrapalLBA 40 e Tetranephris sp. EmbrapalLBA 52 crescem em ELE-POME de forma
dependente de luz. Além disso, no presente estudo verificou-se que nao ha reducdo na DBO,
DQO ou carbono organico presentes no ELE-POME durante o cultivo destas microalgas
(Tabelas 5 e 7). Em conjunto, estes dados sugerem que o crescimento algal se dé de maneira
fotoautotréfica neste efluente. Este tipo de bioprocesso favorece o escalonamento, ja que a
competicdo por nutrientes citada por Chiu e colaboradores (2015) ndo ocorre, em razdo do
meio ndo ser rico em matéria organica. Brasil e colaboradores (2016) afirmam que a
utilizacdo de efluentes como meio de cultivo para microalgas em larga escala so é viavel
quando o material passa por biodigestdo prévia. Para Wang e colaboradores (2016),
bioprocessos foto-autotréficos podem ser produtivos quando o fotobiorreator apresentar alta
taxa de transferéncia de luz, como observado por Xia e colaboradores (2013) que obtiveram
produtividade de biomassa de 212,1 mgL*dia* em cultura foto-autotréfica de Scenedesmus
obtusus com fotobiorreatores colunas de bolhas de 140 litros.

A legislagédo vigente que determina os padrfes para o langamento de efluentes em
corpos hidricos esta disposta na resolucdo CONAMA N° 430/2011. De acordo com o texto da
norma, todo o efluente de qualquer fonte poluidora deve passar por tratamento, e este nao
deve alterar os padrdes de qualidade do corpo receptor, que tem os padrbes descritos na
resolucdo CONAMA N° 357/2005. As analises feitas no presente trabalho ndo contemplam
todas as analises exigidas pelas normas citadas, contudo, a tabela 8 compara os resultados
obtidos pelo tratamento algal do trabalho com alguns dos padrdes definidos pela legislagéo

vigente.
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Tabela 8 — Comparagdo entre os padrdes de qualidade de agua doce classe I, segundo
resolucdo N° 357/05 CONAMA, exigéncias para o descarte de efluentes agroindustriais
segundo a resolucdo N° 430/11 CONAMA e as composi¢cdes do POME antes e depois do
tratamento de cinco dias com C. biconvexa EmbrapalLBA 40 e Tetranephris sp
EmbrapalLBA 52.

. CONAMA CONAMA POME ELE- SOBRENADANTE SOBRENADANTE
PARAMETRO RESOLUCAO RESOLUCAO IN POME DO CULTIVODE DO CULTIVO DE
N° 357/05 N° 430/11 NATURA 5 DIAS LBA 40 5 DIAS LBA 52
DBO (mg Oy/L) Até 3,00 >60%*** 48.510,00 20,80 38,70 40,05
Nitrato (mg/L) 10,00 - 24,80 0,72 0,71 0,53
Nitrito (mg/L) 1,00 - <0,50 0,22 <0,05 <0,05
Nitrogénio 0,50-3,70 * 20,00 100,00 44,85 <5,00 <5,00
Amoniacal
(mg/L)
Fosforo Total 0,10** - - 20,13 1,03 0,79
(mg/L)
pH 6,00 — 9,00 - 4,58 9,17 8,37 9,08
Turbidez (NTU) Até 40 - 26.250,00 395,50 18,10 96,10

* 3,70 mg/L N — (pH < 7,5); 2,00 mg/L N (7,5 < pH < 8,0); 1,00 mg/L N (8,0 < pH < 8,5) ;0,50 mg/L N (pH >
8,5).

** ambiente I6tico: ambiente relativo a 4guas continentais moventes. *** remogao minima

A partir dos dados apresentados nas Tabelas 5 e 7 nota-se que as microalgas assimilam
as fontes de nitrogénio e fosforo do meio, sendo as maiores reducdes observadas nos periodos
de cultivo que coincidem com a fase exponencial de crescimento (Figuras 10 e 13). Neste
periodo, as células estdo em atividade metabdlica maxima a maquinaria celular esta
produzindo grandes quantidades de moléculas essenciais (ATP, proteinas, DNA) para o
desenvolvimento da cultura e entdo, para construcdo de tais compostos, N e P s&o
componentes essenciais (CHIU et al., 2015; MOLINUEVO-SALCES et al., 2016).

Arora e colaboradores (2016) avaliaram a influéncia das concentracfes de nitrogénio
(N) e fosforo (P) no crescimento algal. Foram utilizadas oito combinagdes de N e P em meio
sintético, sendo a que apresentou maior produtividade de biomassa (119 + 0,3 mgL‘dia%)
agquela com maior quantidade de nitrogénio (250 mgL™) e fésforo (75 mgL™). Resultados que
indicam que ambos afetam a taxa de crescimento algal. As concentragdes utilizadas pelos
autores sdo maiores do que as encontradas no ELE-POME (Tabela 5). Ainda assim, a
produtividade das cepas Chlamydomonas biconvexa Embrapa|LBA 40 e Tetranephris sp.
EmbrapalLBA 52 foi superior (Tabelas 4 e 6).
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As taxas de remogdo atingiram mais de 88,85% de nitrogénio amoniacal, 64,13% de
nitrogénio total, para Chlamydomonas biconvexa EmbrapalLBA 40 (Figura 11 e Tabela 5).
Para a cepa Tetranephris sp. Embrapa|LBA 52 mais de 88,85% nitrogénio amoniacal, 63,89%
em nitrogénio total (Figura 13). Ding e colaboradores (2016) obtiveram com o cultivo de
Chlamydomonas sp. em POME, taxas de remogé&o de nitrogénio amoniacal, nitrogénio total
equivalentes a 100% e 72,97%, respectivamente. No presente trabalho, os cultivos com as
duas cepas obtiveram concentracdes finais de nitrogénio amoniacal abaixo de 5 mgL™ (Tabela
8). Dentre todas as fontes de nitrogénio presentes no meio, a quantidade em mgL™ de
nitrogénio amoniacal foi a que sofreu maior reducdo. Segundo Ding e colaboradores (2016)
iSso ocorre porque 0 nitrogénio amoniacal tem assimilacdo metabodlica menos custosa
energeticamente. No entanto, & importante ressaltar que a reducdo observada ndao
necessariamente indica assimilacdo do composto pelas células algais. Segundo Ledda e
colaboradores, (2015) o sistema de aeragéo e a elevagdo do pH provocam a perda de amonia
para a atmosfera. De fato, Ledda e colaboradores (2015) constataram que apenas 30% do
nitrogénio amoniacal haviam sido incorporados pelas células algais ap6s o cultivo em tanques
aerados. No presente trabalho houve reducao significativa do pH, sendo o cultivo com 15 dias
0 que apresentou maior reducdo, este fendbmeno pode ser atribuido ao aumento de CO,
(SWARNALATHA et al., 2015) no meio, devido a assimilacdo pelas algas que ja estavam na
fase estacionéria do metabolismo (Figuras 10 e 13).

O nitrato é a forma de nitrogénio mais estavel em solucdo aquosa e normalmente € um
nutriente importante para seres autotroficos. Porém, comparando as concentracdes do
composto no meio antes e depois dos cultivos da cepa Tetranephris sp., foi possivel notar que
ndo houve reducdo significativa na sua concentracdo (Tabela 5). Em contrapartida, as
concentracdes de nitrito foram consideravelmente reduzidas. Este composto é o intermediario
entre 0 amonio e o nitrato e também pode ser assimilado como nutriente por microalgas. De
fato, Vilchez e Vega (1995) relataram a capacidade de cepas de Chlamydomonas reinhardtii
assimilarem nitrito como fonte de nitrogénio. Li e colaboradores (2016) desenvolveram uma
cepa de Chlorella sp. adaptada ao meio com altas concentragcbes de nitrito. Segundo os
autores, a variedade seria eficiente na remocao de NOy.

As taxas de remocdo de fosfato atingiram 97,92% e 97,49% com C. biconvexa e
Tetranephris sp., respectivamente. A variacdo da concentracdo de fosforo total nos cultivos de
ambas as cepas foi de 96%, o que equivale a 19,32 mgL™ de reducéo (Figuras 10 - 13). Ding e
colaboradores (2016) obtiveram até 63,53% de remogdo de fdésforo total por uma cepa de

Chlamydomonas sp. em POME diluido com agua destilada (12,5%). Almomani; Ormeci
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(2016) no cultivo misto de Tribonema sp., Oedogonium sp., Microspora sp., Oscillatoria sp.,
Aphanocapsa sp., e Scenedesmus sp. de cepas autdctones de esgoto doméstico observaram
remocao de fosforo total equivalente a 70% no efluente primario da estacdo de tratamento,
30,8% no efluente secundario e 50% no efluente da desidratacdo de lodo digerido
anaerobicamente.

Observou-se também que em todos os cultivos houve aumento na DBO e DQO com o
aumento no tempo de cultivo (Tabelas 5 e 7). Este aumento foi mais acentuado apos o final da
fase exponencial de crescimento algal (Figuras 9 e 12). Segundo CONAMA (2011) o
tratamento do efluente deve garantir a reducéo de 60% da DBO inicial (Tabela 8). Pode-se
hipotetizar a contribuicdo de dois fatores para este fenémeno: i) O acimulo de compostos
organicos no meio de cultivo, secretados pelas microalgas, em especial carboidratos; ii) A
baixa eficiéncia de remocao de células mortas e debris celulares que se acumulam ao longo do
tempo de cultivo pelo método de colheita de biomassa empregado (centrifugacdo). A
contribuicdo do primeiro fator é corroborada por estudos que demonstram a secrecdo de
polissacarideos no sobrenadante de cultivo de microalgas. Bafana (2013) obteve producéo de
acido galacturénico, ribose, arabinose, xilose, glicose, galactose e ramanose excretados de
Chlamydomonas reinhardtii. Villay e colaboradores (2013) observaram producéo extracelular
de xilose em cultivo de Rhodella violacea. O trabalho de Barnech e colaboradores (2016) por
sua vez, concluiu que a maior producdo de polissacarideos extracelulares por Navicula cincta
ocorreu na fase estaciondria do cultivo, quando o meio apresentava baixa concentracdo de
fosfato, produzindo glicopeptideos. Algo similar poderia ocorrer durante o cultivo das
microalgas C. biconvexa EmbrapalLBA40 e Tetranephris sp. EmbrapalLBA52 em ELE-
POME, principalmente o que foi visto em Barnech e colaboradores (2016). Porém, analises
especificas para identificacdo da natureza destes compostos secretados ainda precisam ser
realizadas para comprovar esta hipotese.

Por outro lado, a baixa eficiéncia da colheita da biomassa algal nos periodos mais
tardios de cultivo poderia constituir um segundo fator que contribuiria para o aumento da
carga organica do sobrenadante do cultivo. De fato, analises de turbidez e densidade éptica do
sobrenadante das C. biconvexa EmbrapalLBA40 e Tetranephris sp. Embrapa|LBA52
cultivadas em ELE-POME indicam aumento de solidos em suspensdo ao longo do tempo de
forma concomitante ao aumento da carga organica.

A recuperagdo da biomassa por centrifugacdo envolve o uso da forga centrifuga para
acelerar a taxa de sedimentacdo, sendo a separacdo baseada no tamanho da célula e na

diferenca de densidade entre a biomassa e 0 meio (GERARDO et al., 2015). A colheita por
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centrifugacdo apresenta alta eficiéncia (>90%), no entanto, 0 gasto energético € alto.
Dependendo da espécie e das condic¢Bes de cultura, a colheita da biomassa pode corresponder
a 30% do custo de producdo (DASSEY e THEEGALA, 2013). Segundo estes autores, a
colheita de algas pode ser feita em varios ciclos de centrifugacdo, com variagdes nas taxas de
fluxo de passagem da centrifuga. Os autores sugerem que aumentando a concentragdo do
material, a demanda de energia é menor. Seguindo esta perspectiva, alguns autores tém
sugerido a pre-concentracdo do material a partir da floculacao/sedimentacdo. No trabalho de
Xu e colaboradores, mais de 95% da energia necessaria para a colheita de Chlorella
sorokiniana por centrifugacdo foi poupada com a floculagcdo a base de quitosana como etapa
de pré-concentrago.

Lei e colaboradores (2015) desenvolveram uma metodologia de biofloculacdo para
Chlorella vulgaris a partir do sobrenadante de cultivo da bactéria Cobetia marina. A
eficiéncia da flotacdo foi de 92,7% com 20 mgL* de agente floculante. J& Misra e
colaboradores (2015) aplicaram métodos eletroquimicos na colheita de Scenedesmus obliquus
com eficiéncia de remocédo de 83% e menor consumo de energia, comparando com as técnicas
convencionais. De fato, acoplar uma etapa anterior a centrifugacdo provavelmente reduziria a
concentracdo de material particulado, o que consequentemente facilitaria a remoc¢édo da
biomassa e reducdo de material organico final no sobrenadante.

Tomados em conjunto, os resultados aqui apresentados sugerem que 0 ponto de
méaxima produtividade de biomassa e maxima remocao de nutrientes inorganicos coincidem,
determinado assim um Unico ponto 6timo de colheita. Estes achados sdo importantes, pois
maximizam as vantagens da exploracdo biotecnolégica do cultivo de microalgas acoplado a
agroindustria de palma-de-6leo. Estudos futuros focados na analise da composicdo da
biomassa algal produzida em ELE-POME auxiliardo na identificacdo e valoracdo de
potenciais bioprodutos que poderdo ser obtidos a partir destas microalgas. De fato, o
aproveitamento da biomassa gerada para producdo de pigmentos, energia, quimicos ou
materiais contribuiria para a consolidagdo de um modelo de biorrefinaria custo-eficiente e

sustentavel.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados descritos neste trabalho, é possivel concluir que o Efluente da
Lagoa de Estabilizacdo do POME (ELE-POME) pode ser utilizado como meio de cultura para
a producdo de biomassa das microalgas C. biconvexa EmbrapalLBA40 e Tetranephris sp.
EmbrapalLBA 52, sem necessidade de suplementacdo. A cepa Tetranephris sp. Embrapa|LBA
52 apresentou maior rendimento e produtividade de biomassa. Com relacdo a biorremediacdo
do efluente, os ensaios mostraram que ha remocdo significativa de nitrogénio e fdsforo,
principalmente durante a fase de crescimento exponencial das células, periodo que coincide a
méaxima produtividade de biomassa algal. Estes achados tornam atrativa a integracdo do
cultivo algal a cadeia de palma-de-6leo em um contexto de biorrefinaria. O aumento na DBO,
DQO e carbono organico total sdo indicios de acimulo de carboidratos secretados pelas
células, bem como de debris celulares e células mortas ao longo do tempo de cultivo. Como
perspectivas, 0s proximos trabalhos devem ser conduzidos com o objetivo de avaliar a
composicdo a biomassa algal produzida e o seu potencial como matéria-prima para
bioprodutos de valor agregado, bem como o escalonamento e a técnica de colheita que melhor

se adapte a cada cepa.
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ANEXO

COMPOSICAO DO MEIO BBM MODIFICADO

Solucgéo estoque Composic¢ao g/L de agua destilada
1 NaNO; 259
2 CaCL,2H,0 25¢
3 MgSO4,7H20 7,5 g
4 K,HPO, 759
5 KH,PO, 175¢
6 NaCl 2,50
7 EDTA 50 g
KOH 3lg
3 FeSO,.7H,0 4,98 g
H2S04 1,0 mL
9 H3BO3 11,42 g
ZnS0,4.7H,0 8,82 ¢ Adicionar todos os
MnSQO, 1,23 g componentes a 800 mL de
. 10 . MoNaSO,4.2H,0 1,199 dH20 e dissolver entre cada
Micronutrientes \——="c5 5H,0 157g | adicéo. Depois completar para
Cl1,C0.6H,0 0,40 g 1L.

Armazenar solucgdes estoque na geladeira (4°C)
Para preparo do meio BBM
Adicionar 10 mL das solucGes 1 — 6 a 940 mL de agua destilada
Adicionar 1 mL das solucdes estoque 7 — 10
Ajustar o pH para 7,1
Autoclavar solugdo a 121°C (1 atm por 15 minutos)
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