PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM TECNOLOGIA AMBIENTAL-
MESTRADO

AREA DE CONCENTRACAO EM MICROBIOLOGIA APLICADA A
TECNOLOGIA AMBIENTAL

Eduarda Torres Amaral

APROVEITAMENTO DE GLICEROL COMO SUPLEMENTO NUTRICIONAL
NO DESENVOLVIMENTO DE MICROALGAS: PROSPECCAO PARA
OBTENCAO DE BIOMASSA E LIPIDIOS.

SANTA CRUZ DO SUL, 23 de Fevereiro de 2017



Eduarda Torres Amaral

APROVEITAMENTO DE GLICEROL COMO SUPLEMENTO NUTRICIONAL
NO DESENVOLVIMENTO DE MICROALGAS: PROSPECCAO PARA
OBTENCAO DE BIOMASSA E LIPIDIOS.

Dissertacao apresentada ao programa de
pés-graduacdo em Tecnologia Ambiental
da Universidade de Santa Cruz do Sul —
UNISC, como requisito para a obtencéo
do titulo de mestre.

Orientadora: Profa. Dra. Lisianne Brittes
Benitez.

Coorientadora: Profa. Dra. Michele Hoeltz

SANTA CRUZ DO SUL, 2017



Eduarda Tores Amaral

APROVEITAMENTO DE GLICEROL COMO SUPLEMENTO NUTRICIONAL
NO DESENVOLVIMENTO DE MICROALGAS: PROSPECGAO PARA
OBTENCAO DE BIOMASSA E LIPIDIOS.

Dissentacdo apresentada a0 programa de
pos-graduacao em Tecnologia Ambiantal
da Universidade de Santa Cnz do Sul -
UNISC, como requiilo para a oblengiio
do litulo de mestre,

hivsasic fupudl

Ora. Lisianné Britgs Benilez
Professor Orentador — UNISC

Lu-ﬁ.u L@

F m.m«%
Professar Coonentador - UNISC

Ora, RoaawdoCasab_doSomsm
Professor dor — UNISC

9[F bd.fdamm
Prafessor Examinador - UDESC M‘m 1 C‘*—*L“ KJ"
Coonderadon
Frograva de PisGeadeacio em
Tecrologls Amssernial « UKISC

SANTA CRUZ DO SUL, 2017



“Cada sonho que vocé deixa para tras, é
um pedaco do seu futuro que deixa de

existir’

STEVE JOB



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer primeiramente a meus pais pelo apoio e incentivo

para chegar onde cheguei.

A meu namorado Felipe, pelo carinho, companheirismo e dedicacédo ao

longo desta trajetoria.

As minhas orientadoras, professora Dra. Lisianne Brittes Benitez e profa.
Dra. Michele Hoeltz, pela dedicacao, disponibilidade, confianca, competéncia e
especial atencdo nas revisbes e sugestbes, fatores essenciais para a

conclusao do trabalho.

A professora Dra. Rosana de Cassia de Souza pela oportunidade de
entrar no grupo de pesquisa, pelo entusiasmo, carinho e dedicacdo que tem

com a pesquisa e com seus alunos, estando sempre disposta a ajudar.

A todos os professores do Programa de Péds-Graduacdo em Tecnologia

Ambiental que de alguma forma contribuiram para minha formagéo.
Ao Parque Tecnolégico CEPPOB.

A UNISC pela bolsa de estudos BIPSS concedida ao Mestrado em
Tecnologia Ambiental.

As bolsistas Martiele Bizarro e Jeniffer Julich pelo apoio e dedicagéo nas

tarefas laboratoriais.

Aos colegas da turma do mestrado pelos bons momentos

compartilhados ao decorrer da trajetoria.

Aos demais familiares e amigos que sempre me apoiaram e

incentivaram nesta jornada.



RESUMO

Sistemas mixotréficos de microalgas apresentam grande potencial na producéo
de bioenergia e no tratamento de aguas residuais. O uso de fontes alternativas
no cultivo de microalgas, como o glicerol, é importante por minimizar 0s
impactos econdmicos e ambientais gerados na producao de biomassa. Com o
objetivo de aumentar a producédo de biomassa e consequentemente o teor de
lipidios, foi utilizado o glicerol como fonte de carbono para o cultivo das
microalgas oriundas da ETE-UNISC. O estudo foi realizado no laboratério de
microalgas do Centro de Exceléncia em Produtos e Processos Oleoquimicos e
Biotecnoldgicos (CEPPOB) da Universidade de Santa Cruz do Sul (UNISC),
campus de Santa Cruz do Sul. O comportamento das microalgas presentes no
efluente foi testado, em escala laboratorial, utilizando-se o glicerol nas
concentracdes de 2,6; 5,2 e 10,4 g.L™". Nesta escala a concentracdo que teve
melhor rendimento de biomassa foi a de 10,4 g.L™, apresentando média de
0,364 + 0.082 g/L. A amostra com suplementacdo de 2,6 g.L™ foi a que obteve
maior concentracao de lipidios com média de 0,116 + 0.030 g/L. O estudo feito
em escala piloto testou as concentracdes de 7,5; 10,4 e 12,5 g.L™* de glicerol, e
a concentracdo de 12,5 g.L™ foi a que teve melhores rendimentos sendo 3.778
+ 1.1210 g/L em biomassa, e 0,135 + 0.008 g/L em lipidios. Quanto ao perfil
dos acidos graxos encontrados em todos os experimentos, constatou-se que
em geral ocorreu um aumento com a adicéo do glicerol como, por exemplo, em
C14.0, C18:0, C18:2, C20:0, entre outros, contudo, destaca-se que em modo
geral ambas as condicdes apresentaram um perfil cromatografico de 6leo com
boa qualidade para producéo de biodiesel.

PALAVRAS-CHAVE: Chlorella sp., efluente doméstico, glicerol, acidos graxos



ABSTRACT

Mixotrophic microalgae systems present great potential in the production of
bioenergy and wastewater treatment. The use of alternative sources in the
microalgae growth, such as glycerol, is important because it minimizes
economical and environmental impacts generated in biomass production. In
order to increase the biomass production and consequently the lipid content,
aiming its use at the biodiesel production, glycerol was used as a carbon source
for the microalgae cultivation from the Wastewater Treatment Plant-UNISC.
This study was carried out at the microalgae laboratory from the Excellence
Center of Oleochemical and Biotechnological Products and Processes
(ECOBPP), University of Santa Cruz do Sul (UNISC), Santa Cruz do Sul
campus. The microalgae behavior present in the effluent was tested, In
laboratory scale, using glycerol at concentrations of 2,6; 5,2 and 10,4 g L™. In
this scale, the concentration that had the best biomass yield was 2,6 g.L ™,
presenting an average of 0.364 + 0.082 g L™. The sample with supplementation
of 2 g.L" obtained the highest concentration of lipids with an average of 0.116
+0.030 L™ The glycerol concentrations tested in the pilot scale study were the
7,5; 10,4 and 12,5 g.L™!, and the concentration of 12,5 g.L™ had the best yield
rate (3.778 + 1.1210 g.L™) in biomass, and (0.135 + 0.008 g L™) for lipids.
Regarding the profile of fatty acids found in both experiments, it was observed
that in general occurred an increase of this profile with addition of glycerol as,
for example, C14: 0, C18: 0, C18: 2, C20: 0, among others. However, it is
noteworthy that in general both conditions presented an oil chromatographic
profile with good quality for biodiesel production.

KEYWORDS: Chlorella sp., wastewater, glycerol,fatty acids.
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1. INTRODUCAO

Fontes de energia ndo renovaveis sdo limitadas na natureza e se
extinguem com o uso continuado. Os combustiveis fésseis sdo produzidos a
partir de recursos nao sustentaveis, e aliados a isso, a recente volatilidade no
preco do 6leo bruto e a expectativa no aumento do preco vinculado com o
estimulo em reduzir emissGes de poluentes e gases de efeito estufa no meio
ambiente, se tem criado um novo interesse no desenvolvimento de alternativas

aos combustiveis fosseis.

Este € um combustivel renovavel produzido principalmente a partir de
Oleos vegetais e gorduras animais. Regulamentos ambientais exigentes,
criaram grande interesse no biodiesel como uma alternativa de combustivel,

objetivando maior reducéo das emissdes veiculares.

Dentre as alternativas de producdo do biodiesel a utilizacdo de
microalgas tem recebido grande atencdo dos pesquisadores. A utilizacdo da
microalga para a producdo de biocombustiveis pode suprir parte das
necessidades energéticas globais, além de sua capacidade de fornecer
produtos de alto valor comercial tanto na industria alimenticia como

farmacéutica.

A utilizacdo das microalgas na producdo de biocombustiveis também
pode desenvolver outro papel importante para o meio ambiente uma vez que
podem ser utilizadas para a biorremediacdo de aguas residuais bem como

atuar no sequestro de diéxido de carbono.

Microalgas sdo produtores naturais de acidos graxos poli-insaturados de
cadeia longa, tal como 6mega 3. Dentre todas as espécies, algumas possuem
extrema abundancia de oleos, sendo que podem apresentar teores de Oleo
superiores a 80% de sua composi¢cédo, e esses podem ser convertidos em

ésteres metilicos (biodiesel) (O’Grady e Morgan 2011).

Em geral, ambas as microalgas heterotroficas e autotréficas séo

capazes de sintetizar 0leo crescendo com a suplementacao de glicerina como
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fonte de carbono e assim utilizar os residuos desse processo a fim de melhorar

a sua produtividade.

A viabilidade econdmica de biodiesel a partir de microalgas pode ser
alcancada através da garantia de alta acumulacdo de lipidios em células de
microalgas. Abordagens convencionais como a alteracdo do regime de
nutrientes e das condicdes de cultivo sdo caras ou estdo associadas com baixa
produtividade lipidica global. Assim, o glicerol representa uma fonte
suplementar promissora, ao proporcionar um maior rendimento lipidico em

relacdo aos métodos convencionais.

Neste contexto, caracteriza-se a importancia do estudo dos efeitos de
diferentes concentracdes de glicerol sobre o comportamento de microalgas
visando a obtencdo de uma biomassa com perfil lipidico vidvel para a producéo
de biodiesel. A iniciativa de incrementar a produgcdo de Oleos utilizando
microalgas autoctones e de promover 0 seu crescimento em condicbes de
remediacdo de compostos eutrofizantes, como nitrogénio e fésforo, surge como
uma possibilidade que, além de sustentavel, pode colaborar para tornar o

processo de obtencado de biodiesel economicamente viavel.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia do glicerol como suplemento nutricional no cultivo e

na qualidade da biomassa de microalgas.

2.2 Objetivos Especificos

o Caracterizar as microalgas predominantes no sistema de efluentes da
ETE- UNISC,;
o Determinar a influencia de diferentes concentracdes de glicerol no

crescimento, rendimento e teor de lipidios da biomassa de microalgas;
o Monitorar o consumo de glicerol pelas microalgas;
o Caracterizar a fracao lipidica da biomassa de microalgas produzida em

meio efluente e com diferentes concentracdes de glicerol.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Microalgas

Microalgas sdo microrganismos fotossintéticos eucarioticos ou
procarioticos que podem crescer rapidamente e viver em condi¢bes adversas
devido a sua estrutura unicelular ou multicelular simples (Mata et al. 2010,
Zhang et al. 2016). Possuem necessidades simples de crescimento (luz,
acucares, CO,, nitrogénio, fésforo e potassio) e podem produzir lipidios,
proteinas e carboidratos em grandes quantidades, sob curtos periodos de
tempo (Demirbas 2011).

Elas estdo presentes em diversos tipos de ecossistemas existentes na
terra, ndo apenas aquaticos como também terrestres, representam uma grande
diversidade de espécies vivendo em uma larga variedade de condicGes
ambientais. E estimado que existam mais de 50 mil espécies, em torno de 30
mil séo catalogadas (Mata et al. 2010).

Com base na sua abundancia, as microalgas sao caracterizadas em trés
principais classes: diatomaceas, algas verdes e algas douradas. Existem duas
principais populacdes de microalgas: algas filamentosas e fitoplancton. Dessas
duas espécies em particular o fitoplancton, aumenta rapidamente a partir da

sua proliferacao (Demirbas e Fatih Demirbas 2011).

No decorrer dos anos, inUmeras pesquisas utilizando microalgas vem
sendo aplicadas em uma ampla variedade de processos, ou na fabricacdo de
importantes produtos praticos e econémicos (Spolaore et al. 2006, Mata et al.
2010).

Diversos produtos Uteis para humanos podem ser provenientes de
microalgas, variando desde carboidratos, acidos graxos essenciais, pigmentos,
suplementos alimentares, fertilizantes, farmacéuticos até biocombustiveis
(Hemaiswarya et al. 2011, Mitra et al. 2012). As microalgas sao fabricas de
Oleo dirigidas pela luz solar, que convertem diéxido de carbono em potenciais
biocombustiveis, racdes, alimentos e bioativos de alto valor (Akkerman et al.
2002, Banerjee et al. 2002, Walker et al. 2005, Spolaore et al. 2006, Phukan et
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al. 2011). As microalgas usam uma enorme quantidade de CO,, e sdo capazes
de converter este CO, em biomassa, liberando via fotossintese mais oxigénio

para a atmosfera do que as florestas (Demirbas 2011).

O interesse em usar microalgas para energias renovaveis aumentou na
década de 1970 durante a primeira crise do petroleo (Spolaore et al. 2006,
Mata et al. 2010). As algas sdo o mais eficiente produtor biolégico de 6leo no
planeta e uma versatil fonte de biomassa, e podem em breve ser uma das mais
importantes culturas renovaveis de combustivel da terra (Phukan et al. 2011). A
integracdo da producdo de biocombustiveis baseado em microalgas e o
tratamento de efluentes tem beneficios econébmicos e ambientais. Em grandes
quantidades de agua e nutrientes (por exemplo, nitrogénio e fésforo) podem ser
poupados em sistema de cultivo de microalgas em efluentes (Li et al. 2011,
Pittman et al. 2011, Zhou et al. 2011, Ma et al. 2016).

3.1.1 Cultivo de microalgas

3.1.1.1 Em condi¢fes naturais

No habitat natural, as microalgas convivem com muitos outros
microrganismos, onde se inclui as bactérias que muitas vezes tem influéncia no
crescimento de microalgas (Cheirsilp et al. 2011, Cho et al. 2015). As provaveis
relacdes simbidticas entre microalgas e bactérias ndo podem ser ignoradas em
diversos sistemas de cultivo. Outra relacdo simbidtica comum em ecossistemas
sao microalgas e fungos. Culturas mistas podem ser utilizadas para produzir

lipidios, utilizando residuos como substrato de crescimento (Singh et al. 2016).

Interacbes que ocorrem entre algas e bactérias, particularmente para o
fornecimento de nitrogénio fixado ou micronutrientes tais como vitaminas e Fe,
bem como fornecendo informagdes sobre o ciclo biogeoquimico importante no
mundo aquatico, estudos dessas relacbes comecaram a abordar mecanismos
moleculares subjacentes a troca de materiais. Contudo, no mundo microbiano

onde a distingdo entre hospedeiro e simbionte € menos clara, se torna um
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desafio identificar parceiros nas comunidades mais complexas, e determinar a

vantagens em que sao obtidas por cada um deles (Cooper e Smith 2015).

A entrega de carbono organico fixo via fotossintese é o principal fator
contribuinte pela alga nas interagdes de algas e bactérias. Em muitos casos, as
bactérias podem simplesmente ser capazes de acessar matéria organica
dissolvida na ficosfera, mas interacbes mutuas em que a bactéria fornece
fatores que aumentam o crescimento algal podem consolidar esse
relacionamento e oferecem a elas uma vantagem seletiva. Para muitos, as
interacbes tém sido demonstradas que o0 mutualismo € mediado pelo
fornecimento de nutrientes por parte das bactérias (Cooper e Smith 2015). A
correlagdo nutricional fornece uma base para a compreensdo de muitas
associacfes entre microalgas e bactérias. Tal como acontece com algumas
plantas terrestres, algas marinhas podem derivar sua fonte de nitrogénio pela

associacado com cianobactérias diazotréficas (Hom et al. , Foster et al. 2011).

Muitas microalgas dependem de vitamina B12, obtidas a partir de
bactérias heterotréficas na troca de carbono organico fixo, o que pode afetar a
composicao e produtividade das comunidades contendo microalgas (Hom et al.
, Croft et al. 2005).

Além de uma troca direta de nutrientes benéficos, podem ocorrer
interacBes cooperativas indiretas através de protecao contra fatores prejudiciais
de inibicdo (por exemplo, defesa contra o stress ou a degradacéo de residuos

de produtos nocivos e toxinas) (Hom et al. , Vanelslander et al. 2012).

No estudo de Yen et al. (2015) relataram o efeito matuo do fungo
Rhodotorula glutinis e da microalga Scenedesmus sobre a acumulacdo de
biomassa e lipidios. A co-cultura melhorou o rendimento da biomassa entre 40-
50% e teor de lipidios cerca de 60-70%, respectivamente, em comparacdo com

a cultura individual de ambas as linhagens (Singh et al. 2016).

3.1.1.2 Em condic¢des sintéticas
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Microalgas dependem tipicamente de suprimentos de carbono (como
COy), luz (embora algumas espécies ndo necessitem de CO, ou luz) (Hirano et
al. 1997, Fenton e O hUallach&in 2012) e nutrientes (Mata et al. 2010, Fenton e
O hUallachain 2012) para realizar a fotossintese e crescimento da biomassa.
Os nutrientes necessarios para a maioria das microalgas incluem nitrogénio,
fésforo e potassio em concentragdes requeridas para as espécies existentes
(Fenton e O hUallachain 2012).

As microalgas podem assumir muitos tipos de metabolismos como, por
exemplo, autotrofico, heterotréfico, mixotréfico e  fotoheterotréfico,
representados na tabela 1, e sdo capazes de mudancas metabdlicas como
resposta as alteracfes das condi¢cdes ambientais. O cultivo fotoautotréfico, € a
condicdo de cultivo mais comumente utilizada para o crescimento de microalga
(llman et al. 2000, Gouveia et al. 2009, Gouveia e Oliveira 2009, Mandal e
Mallick 2009, Chen et al. 2011).

O cultivo heterotrofico evita problemas associados com a luz limitada
gue impedem uma alta densidade celular em um fotobiorreator de larga escala
durante o cultivo fototrofico (Huang et al. 2010, Mata et al. 2010, Chen et al.
2011). Algumas espécies de microalgas sdo capazes de sobreviver sob
condicBes fototroficas ou heterotréficas ou ambas. O CO; liberado pela
microalga via respiracdo vai ser preso e reutilizado sob cultivo fototrdfico.
Comparado com cultivo fototrofico e heterotrofico, o cultivo mixotréfico é
raramente utilizado na producéo de 6leo de microalga (Mata et al. 2010, Chen
et al. 2011).

Tabela 1. Diferentes tipos de metabolismos que as microalgas podem assumir
dependendo do tipo de fonte utilizada (Fonte: (Chen et al. 2011)).

Condicao de Cultivo Fonte de Energia Fonte de Carbono Densidade
Celular
Fototrofico Luz Inorganico Baixa
Heterotré6fico Composto orgéanico Orgénico Alta
Mixotrofico Luz ou composto Inorgénico ou orgéanico Média
orgéanico
Fotoheterotréfico Luz Orgénico Média

As microalgas sado predominantemente cultivadas fotoautotréficamente,

embora algumas cepas possam usar carbono orgénico e oxigénio para crescer
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por um caminho heterotréfico (Ceron-Garcia et al. 2013, Kirrolia et al. 2013).
Algas heterotroficas e mixotréficas sdo conhecidas por crescer muito mais
rapido e gerar uma maior quantidade de éleo celular como matéria prima de
biocombustiveis em comparacéo as células fotoheterotréficas (Ceron Garci et
al. 2000, Miao e Wu 2004, Mitra et al. 2012).

O metabolismo envolvido também pode ser distinguido de acordo com
as mudancas de pH que dependem da estequiometria de crescimento da
microalga. Chlorella vulgaris, Haematococcus pluvialis, Arthrospira (Spirulina)
platensis sdo exemplos de cepas encontradas para crescer sob condigbes
fotoautotréficas, heterotroficas ou ainda sob condi¢cdes mixotroficas (Mata et al.
2010).

Sao importantes para o crescimento das algas o carbono organico ou
seus substratos (fontes de carbono como aguUcares, proteinas e gorduras),
vitaminas, sais e outros nutrientes (nitrogénio e fosforo), porém também é
necessario um equilibrio entre seus parametros operacionais (oxigénio, didxido
de carbono, pH, temperatura, intensidade de luz e a remocao de produtos e
sub produtos) (Mata et al. 2010).

Existem varios fatores que influenciam o crescimento algal, entre eles
destacam-se os fatores abidticos como a luz (qualidade e quantidade),
temperatura, concentracdo de nutrientes, O,, CO,, pH, salinidade, quimicos
toxicos, os fatores bidticos como os patdgenos (bactérias, fungos e virus) e
competicdo e os fatores operacionais como a taxa de diluicdo, a profundidade
do cultivo, a frequéncia de colheita, a adicdo de bicabornato, entre outros (Mata
et al. 2010).

3.1.1.3 Em condic0es de estresse

Quando microalgas sdo cultivadas em condi¢cdes sub ou supra-6timas
reagem e mudam o seu padrdo e estratégias metabdlicas, a fim de lidar com as
dificuldades relacionadas ao ambiente e a condicdes especificas. Esta

mudanca dindmica sobre a estratégia metabdlica afeta a composicdo da
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biomassa, variando o conteudo relativo dos compostos da biomassa (Hu et al.
2008, Markou e Nerantzis 2013). Quando as condicbes ambientais sé&o
extremas e as microalgas crescem sob estresse, elas sintetizam e produzem
varios metabolitos secundarios. A sintese destes metabolitos secundarios
acredita-se que funcionam como tentativa de os microrganismos para reter as
suas taxas de crescimento ou para aumentar a possibilidade de sobrevivéncia
(Markou e Nerantzis 2013).

A adaptacdo da microalga para mudancas climéaticas é geralmente o
resultado da mudanca de padrBes de lipidios e sintese de varios compostos
incomuns (Guschina e Harwood 2006, Rawat et al. 2013). E possivel induzir ou
aumentar o teor de lipidios pela falta de nitrogénio ou outros fatores de stress.
Deficiéncias de nutrientes, podem conduzir a um aumento no teor de lipidio
celular. Fracbes lipidicas elevadas como 70% a 85% em peso seco Sao
reportadas, um teor de lipidios tdo alto excede o da maioria das plantas

terrestres (Rawat et al. 2013).

Perfis de lipidios sdo afetados por condicbes nutricionais,
processamento e cultivo. Uma selecdo criteriosa deve ser baseada em um
namero de fatores incluindo taxa de crescimento, qualidade e quantidade de
lipidios, forte adaptacdo a mudancas ambientais e determinacdo de nutrientes
preferidos e taxas de assimilacao de nutrientes (Amaro et al. 2011, Rawat et al.
2013).

Triacilgliceréis podem ser encontrados em elevadas proporcdes, em
algumas espécies de algas durante a fase estacionaria. A fase estacionaria
pode ser induzida limitando uma ou mais varidveis que controlam o
crescimento, como nitrogénio e fosforo (Mansour et al. 2005, Rawat et al.
2013). Certas cepas de Botryococcus braunii tem alto potencial de
armazenamento de lipidios (mais de 75% lipidio/grama de peso de célula
seca), mas isso € acompanhado por uma baixa produtividade. Sendo assim
culturas com niveis de acumulacao de lipidios moderados (20% a 50%), mas
com maior produtividade séo preferidos para o cultivo em massa (Mata et al.
2010, Amaro et al. 2011, Rawat et al. 2013).
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Temperatura e luz também desempenham papéis no tipo de lipidio
produzido. Acidos graxos poli-insaturados Cis € Cig, bem como mono e
digalactosil digliceridios, esfingolipidios, fosfogliceridios em Euglena gracils e
Chlorella vulgaris sdo aumentados pela luz. A sintese de &cidos graxos poli
insaturados Cig pela Monochrysis lutheri, e mudancas na composi¢cdo de
acidos graxos da Dunaliella salina pode ser provocado sob condi¢bes de baixa

temperatura (Rawat et al. 2013).

Uma das técnicas mais sugeridas € o cultivo de microalgas em processo
de multiplos estagios, em que em cada etapa ou condi¢cbes 6timas apropriadas
sdo aplicadas. A técnica em multiplos estagios mais frequentemente sugerida é
a cultivo em sistemas de duas fases, em que na primeira fase condi¢des 6timas
sao aplicadas visando a maximizac¢ao da producao de biomassa, enquanto que
na segunda fase, séo aplicadas condi¢cOes de estresse com vista a acumulacao
do composto desejado (Aflalo et al. 2007, Del Rio et al. 2008, Markou e
Nerantzis 2013).

Durante condi¢cBes de crescimento 6timas, C. vulgaris pode atingir entre
5-40% de lipidios em peso seco de biomassa (Safi et al. 2014), composto
principalmente por glicolipidios, hidrocarbonetos, fosfolipidios, e pequenas
qguantidades de acidos graxos livres (Hu et al. 2008). Estes componentes séo
sintetizados pelo cloroplasto e também localizados na parede da célula e nas
membranas de organelas. No entanto, durante as condigbes de crescimento
desfavoraveis, o teor de lipidios (composto principalmente de triacilglicerdis)
pode chegar a 58% (Mata et al. 2010, Stephenson et al. 2010, Safi et al. 2014).

No crescimento heterotrofico, as microalgas séo cultivadas num
biorreator onde se espera um maior grau de crescimento aliado a um baixo
custo de colheita devido a maior produtividade de biomassa seca obtida (até
0,25 g.L™.d™") e elevada acumulacdo de componentes diferentes, tais como 22-
54 mg.L™*.d™ de lipidios encontrados por MARTINEZ et al. (1991). As fontes de
carbono utilizadas para C. vulgaris sao glicose, acetato, glicerol e o glutamato
com uma taxa especifica de crescimento maximo obtido com glicose. No

entanto, a principal desvantagem deste sistema € o preco e a disponibilidade
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de acucares, que competem com matérias-primas para outros usos, tais como

producéo de alimentos e biocombustiveis (Safi et al. 2014).

3.1.2 Conteudo lipidico das Microalgas

Muitas espécies de microalgas podem ser induzidas a acumular
quantidades substanciais de lipidios (Mata et al. (2010), contribuindo assim
para um alto rendimento de 6leo. O teor médio de lipidio varia entre 1 e 70%,
mas sob certas condi¢cdes algumas espécies podem alcancar 80% do peso
seco (Spolaore et al. 2006, Chisti 2007, Li et al. 2008, Li et al. 2008, Mata et al.
2010, Demirbas e Fatih Demirbas 2011, Demirbas 2011).

Aproximadamente 46 toneladas de Oleo/hectare/ano podem ser
produzidos a partir de microalgas. Algumas algas produzem mais de 50% de
O0leo por peso (Demirbas 2011). De acordo com algumas estimativas o
rendimento (por acre) de 6leo a partir de alga é maior do que 200 vezes o
rendimento de Oleos de plantas/ vegetais de melhor rendimento (Demirbas e
Fatih Demirbas 2011).

As algas utilizadas na producdo de biodiesel sdo geralmente algas
verdes e unicelulares. Este tipo de alga é eucaridtica fotossintética,
caracterizada por altas taxas de crescimento e altas densidades populacionais.
Em boas condic¢des, a algumas algas podem dobrar sua biomassa em menos
de 24 horas e acumular quantidades relevantes de lipidios, frequentemente
mais de 50% de seu peso seco (Chisti 2007, Demirbas e Fatih Demirbas 2011).

Na maioria dos casos a producdo do biodiesel depende das espécies e
cepas ja disponiveis que se mostraram adequadas devido a seus teores de
lipidios ou produtividade. Além disso, elas podem mudar a sua estrutura
interna, enquanto externamente elas podem excretar uma variedade de
componentes, tornando nutrientes disponiveis ou limitando o crescimento de
competidores (Mata et al. 2010). Um hectare de alga cultivada em terras
improdutivas pode produzir 6leo de 10 a 100 vezes mais comparado com

quaisquer outras fontes conhecidas de culturas oleaginosas. Enquanto um
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ciclo de culturas oleaginosas pode levar de trés meses a trés anos para
producdo, a alga pode comecar a produzir 6leo dentro de trés a cinco dias e
depois disso o0 Oleo pode ser coletado diariamente (Schenk et al. 2008,
Demirbas 2011, Baierle et al. 2015).

Algumas microalgas tém um perfil conveniente de acidos graxos e uma
fracdo insaponificavel permitindo uma producdo de biodiesel com alta

estabilidade de oxidacao (Minowa et al. 1995, Gouveia e Oliveira 2009).

O género de Chlorella parece ser uma boa opcao para a producgéo de
biodiesel, no entanto outras espécies sao tao eficientes e produtivas quanto. A
selecdo da espécie mais adequada precisa levar em consideracdo outros
fatores como, por exemplo, a habilidade da microalga para se desenvolver
utilizando os nutrientes disponiveis ou sob condi¢cdes ambientais especificas.
Todos esses parametros devem ser considerados simultaneamente na selecao
da espécie mais adequada ou producdo das cepas mais adequadas para

producao de biodiesel (Mata et al. 2010).

Espécies de microalgas marinhas tém demonstrado produzir niveis mais
altos de fosfolipidios do que triacilglicerdéis, (Singh et al. 2011), Rawat et al.
(2013). Esses tipos de lipidios sédo inadequados para producéo de biodiesel via
transesterificacdo. Cepas de agua doce tem demonstrado produzir grandes
quantidades de lipidios neutros saturados fazendo delas candidatas ideais para
producdo de biodiesel (Ahmad et al. 2011), Rawat et al. (2013). A composicdo
dos acidos graxos varia entre as espécies de microalga de agua doce bem
como entre as espéecies de agua marinha. Além disso, é possivel manipular o
tipo de lipidio produzido por ajustes das condi¢cbes de cultura (Griffiths e
Harrison 2009, Rawat et al. 2013).

O acumulo de lipidios ocorre naturalmente como um mecanismo para
armazenamento de energia em condi¢cdes desfavoraveis (Li et al. (2011),
Rawat et al. (2013). O papel dos lipidios no crescimento das microalgas é como
reservas de energia e parte dos componentes estruturais da célula.
Fosfolipidios e glicolipidios sdo componentes primarios da parede celular e

determinam a fluidez das membranas sob varias condi¢es (Williams e Laurens
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2010), Rawat et al. (2013). Na tabela 2, encontram-se diferentes condi¢des de

cultivo de microalgas com seus respectivos teores de lipidios.

Tabela 2. Teor de lipidios de diferentes espécies de microalgas, sob diferentes

condi¢des de cultivo.

Espécie de Microalga Condic&o de Cultivo Teor de Referéncia
Lipidios (%)

Chlorella sorokiniana Fotoautotrofico 4-33 (Paranjape et al.
(PCHO02) Mixotrofico 25-35 2016)
Chlorella Fotoautotrofico 21-51 (Paranjape et al.

vulgaris (PCHO05) Mixotrofico 20 -62 2016)
Chlorella vulgaris Mixotrofico 15,91 (Choi e Yu
Autotréfico 12,20 2015)
Botryococcus braunii Mixotrofico 16,41 (Choi e Yu
Autotréfico 9,30 2015)
Scenedesmus sp. Mixotréfico 16,24 (Choi e Yu
Autotroéfico 13,11 2015)
Chlorella protothecoides Heterotrofico 47.0- 50,6 (Feng et al.
2014)
Chlorococcum sp. Mixotréfico 39 (Ummalyma e
Heterotrofico 42 Sukumaran
2014)
Chlorella vulgaris Beijerick Mixotréfico 13-27 (Cabanelas et
1890(IBL-C105) al. 2013)
B.terribilis Ko- Mixotréfico 95-25 (Cabanelas et
maréck 1990 (IBL-C115) al. 2013)
Chlamydomonas Heterotrofico 42 (Kothari et al.
polypyrenoideum 2013)
Thraustochytrium Heterotrofico 33,1-48 (Gupta et al.
sp. (AMCQS5-5) 46 2013)
Scenedesmus dimorphus Heterotrofico 28,2 (Prathima Devi
etal. 2012)
C. vulgaris 2714 Autotréfica 22.94 - 27.38 (Heredia-Arroyo
Heterotrofica 26.50 - 30.58 et al. 2011)
Mixotréfica 9.91-13.82
Botryococcus braunii Fototrofico 20,65 (Yoo et al. 2010)
UTEX572
Chlorella vulgaris Mixotréfico 23 (Liang et al.
#259 34 2009)
Chlorella vulgaris Heterotrofico 23 (Liang et al.
#259 36 2009)
Chlorella protothecoides Heterotrofico 50,3 -57,8 (Xiong et al.
2008)
Chlorella protothecoides Heterotrofico 43 — 48,7 (Li et al. 2007)
Chlorella protothecoides Heterotrofico 46,1 (Xu et al. 2006)

3.2 Glicerol como fonte de Carbono para Microalgas

As microalgas quando produzidas por sistemas heterotroficos, precisam

de fontes de carbono orgénico para crescer, que sao responsaveis por 80%
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dos custos médios (Li et al. 2007, Mitra et al. 2012). A fim de reduzir os custos
de producdo microalgal € indispenséavel achar substratos organicos baratos que
satisfaca as necessidades nutricionais de algas oleaginosas (Mitra et al. 2012).

A substituicdo de uma fonte de carbono tradicional, como a glicose, para
fontes menos custosas tem um impacto positivo na economia dos
bioprocessos. A reducdo do custo no meio de crescimento com efeitos
indesejaveis minimos € crucial para uma potencial implementacdo industrial.
Neste cenario, o glicerol bruto é um co-produto industrial disponivel em
grandes quantidades, sendo uma combinacéao ideal (da Silva et al. 2009, Abad
e Turon 2012).

Com a larga escala de producédo de biodiesel, 0 mercado esta inundado
com glicerol bruto e consequentemente, produtores de biodiesel devem
encontrar novos usos para este fluxo de residuo. Uma possibilidade para a
utilizacéo do glicerol bruto é o uso como substrato para cultivo, por exemplo, da
microalga oleaginosa Schizochytrium limacinum (Chi et al. (2007), Choi e Yu
(2015), que pode produzir quantidades significantes de lipidios totais e acido
docosa-hexaendico quando cresce em glicerol ou outras fontes de carbono
(O’Grady e Morgan 2011), Choi e Yu (2015). Assim o glicerol derivado do
biodiesel pode ser considerado um substrato potencial para o cultivo
mixotréfico de microalgas oleaginosas, 0 que poderia reduzir o custo de

producéo de biodiesel microalgal (Kong et al. 2013, Choi e Yu 2015).

A capacidade de microalgas para utilizar fontes de carbono orgéanico
para crescimento é altamente dependente do esforco e baseia-se na
disponibilidade de transporte para dentro da célula e na presenca de vias
enzimaticas de converter a fonte de carbono em precursores adequados para o

carbono metabolismo (Azma et al. 2011).

Quando microalgas crescem em um substrato com glicerol, ele entra nas
células por uma difusdo simples e dentro das células, € utilizado como uma
molécula osmorregulatéria, demonstrada na figura 2. O glicerol € primeiro
fosforilado usando ATP e o glicerol fosfato é entdo oxidado para triose fosfato.
As microalgas possuem glicerol quinase (EC2.7.1.30), sn-glicerol-3-fosfato +
NAD oxirredutase (CE 1.1.1.8) e fosfato de triose- (EC: 5.3.1.1) para converter
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o glicerol em gliceraldeido-3- fosfato e glicerato , que sao intermediarios na via
da Glicdlise tipo Embden-Meuerhof-Parnas (EMP) formam piruvato que entra
no ciclo do ATP (Neilson e Lewin 1974, Perez-Garcia et al. 2011). O
gliceraldeido-3-fosfato pode também ser formado por reducdo de 3-
fosfoglicerato, um intermediario chave do ciclo de Calvin-Benson. Isto tem sido
demonstrado que glicerol 3- fosfato inibe a via glicolitica reversivel, como seria
de esperar na via da Gliconeogénese (Perez-Garcia et al. 2011).

Glicerol
Glicerol desidrogenase HAD NADH, ' Glicerol desidrogenase
'u ATE AD® K\“-_,_'L

3-Hidroxipropionaldeido

Dihidroxiacetona
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Figura 1. Metabolismo do glicerol na producao de produtos de valor agregado. (Fonte:
(Dobson et al. 2012)

O glicerol pode ser fotometabolizado (fotoheterotréfico) por algumas
espécies de algas, tais como Agmenellum quadruplicatum,
Goniotrichiumelegans, Navicula pelliculosa, Nostoc sp. Estas espécies so
podem assimilar o glicerol como fonte de carbono, na presenca de luz e com

uma fonte externa de CO;, (Perez-Garcia et al. 2011).



27

Na tabela 3 refere-se a trabalhos anteriores investigados, onde autores
utilizaram glicerol como fonte de carbono para diferentes espécies de
microalgas, e seus respectivos resultados encontrados em relacéo aos lipidios

extraidos da biomassa.

Tabela 3. Experimentos suplementados com glicerol, seus respectivos teores de lipidios
e acidos graxos encontrados a partir da biomassa.

Espécie Teor de Principais Acidos Referéncia
lipidios (%) graxos
Chlorella vulgaris #259 34 N&o especifica (Liang et al. 2009)
Thraustochytrium sp. 33,1-48 C16:0, C18:0 C18:1, (Gupta et al. 2013)
(AMCQS5-5) C20:4, C20:5, C22:5,
C22:6
B.terribilis Ko- maréck 9,5-25 C16:0, C16:1,C17:0, (Cabanelas et al. 2013)
1990 (IBL-C115) C18:0, C18:1, C18:2
Chlorella vulgaris Beijerick 13-27 C16:0, C16:1,C17:0, (Cabanelas et al. 2013)
1890 (IBLC105) C18:0, C18:1, C18:2
Chlorococcum sp. 39-42 C12:0, C14:0, C16:0, (Ummalyma e
C16:1, C16:2, C18:0, Sukumaran 2014)

C18:1, C18:2, C18:3

Scenedesmus sp. 16,24 - 13,11  C14:0, C16:0, C16:1, (Choi e Yu 2015)
C17:0, C18:0, C18:1,
C18:2, C18:3, C20:0,
C20:1, C22:0,C22:1,
C24.0, C24:1
Botryococcus braunii 16,41 - 9,30 C14:0, C16:0, C16:1, (Choi e Yu 2015)
C17:0, C18:0, C18:1,
C18:2, C18:3, C20:0,
C20:1, C22:0,C22:1,
C24.0,C24:1
Chlorella vulgaris 15,91 - 12,20 C14:0, C16:0, C16:1, (Choi e Yu 2015)
C17:0, C18:0, C18:1,
C18:2, C18:3, C20:0,
C20:1, C22:0,C22:1,

C24:0, C24:1
Chilorella vulgaris (PCHO05) 20 - 62 N&o especifica (Paranjape et al. 2016)
Chlorella sorokiniana 25-35 N&o especifica (Paranjape et al. 2016)

(PCHO2)

O glicerol € o maior sub-produto acumulado na producao do biodiesel, e
uma das possibilidades para sua reutilizagdo é usé-lo como substrato, por
exemplo, do produto oleaginoso da microalga Schizochytrium limacinum (Chi et
al. 2007), podendo produzir quantidades significativas de lipidios totais quando
cultivado em glicerol. Assim, o glicerol derivado do biodiesel pode ser
considerado um substrato potencial para o cultivo de microalgas (Choi e Yu
2015).
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4. METODOLOGIA

Os experimentos foram realizados no Centro de Exceléncia em Produtos
e Processos Oleoquimicos e Biotecnologicos (CEPPOB) da Universidade de
Santa Cruz do Sul (UNISC), campus de Santa Cruz do Sul. Foram conduzidos
em triplicata, a fim de avaliar os efeitos da utilizacdo do glicerol como fonte de
carbono para suplementar as microalgas, tendo em vista seu maior rendimento

em Oleo, e avaliar os perfis de 4cidos graxos produzidos pelas microalgas.

Os experimentos foram divididos em 2 etapas, sendo representadas no

esquema da Figura 3.
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4.1 Meio de cultivo e caracterizacao fisico-quimica

Como meio de cultivo para os experimentos foi utilizado o efluente da
Estacdo de Tratamento de Efluentes (ETE/UNISC). A caracterizagdo do
efluente foi realizada na Central Analitica da Universidade de Santa Cruz do
Sul, laboratério certificado pela Fundacdo Estadual de Protecdo Ambiental
Henrique Luiz Roessler — FEPAN como Laboratorio de Andlises Ambientais,
sendo feitas andlises de alcalinidade, DBO5, DQO, fésforo total, nitrogénio total
Kjeldahl. Como fonte de carbono suplementar foi utilizada glicerina, com
glicerol a 99,5% da marca Nuclear. Foram caracterizados os efluentes anterior
ao inicio dos experimentos e apos a conclusao dos experimentos realizados

em fotobiorreator com volume de 2,5 L e concentracdo de 10,4 g.L™.

4.2 Producao e manutencédo do in6culo

Como as microalgas foram removidas do seu ambiente natural (efluente)
e submetidas a condicbes de estresse metabdlico foi necessaria sua
aclimatacdo as condi¢cBes laboratoriais. Para tanto, os experimentos foram

divididos em duas etapas e delimitados em 10 dias.

A producéo do indculo foi realizada com 2,5 L do efluente proveniente do
UASB localizado na Estacdo de Tratamento de Efluente (ETE/UNISC). A
cultura foi mantida em fotobiorreatores de bancada conforme figura 4. A
viabilidade do in6culo foi acompanhada periodicamente por contagem de
células em camara de Neubauer em microscopio 6ptico. A manutencéo foi feita
a cada 3 dias, retirando-se 2/3 do cultivo e completando com efluente. Quando
alcancada a densidade celular equivalente a 4,75 x 10° cel mL™ de inéculo, os

experimentos foram iniciados.
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Figura 3. Fotobiorreator utilizado no cultivo de microalgas.

A Densidade Celular Mdxima (DCM) de microalgas foi determinada por
meio da média das medidas de absorvancia diaria em triplicata de cada
aliquota de cultivo coletada em 682 nm usando um espectrofotdmetro da marca
Spectrum, modelo SP 2000 (Tamburic et al. 2011).

A padronizacdo do emprego de absorvancia para determinar a DCM foi

realizada a partir de leituras em camara de Neubauer (Figura 5).

Figura 4. Instrumentos utilizados para as contagens: Contador manual (A); Camara de
Neubauer (B); Microscopio 6ptico (C).
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4.2.1 Microalga predominante

A identificacdo da microalga predominante foi realizada no
laboratério de Limnologia da Universidade de Santa Cruz do Sul, através de
microscopia optica em aumento de 1.000x, utilizando os inGculos provenientes
da ETE- UNISC.

4.3 Cultivos com suplementacéo de glicerol: escala de 400 mL

Para os trés experimentos realizados foram utilizados frascos de
erlenmeyer de 500 mL. Todos os testes foram feitos em triplicata para cada
concentragdo testada. As amostras controle (sem adi¢cdo de glicerol) foram
testadas paralelamente aos experimentos (figura 6).

As condigbes foram controladas com uma temperatura de 25°C,
iluminacao artificial constante e aeracdo através de bombas diafragmaticas

durante todo periodo do experimento.

A densidade celular foi acompanhada diariamente através de leituras no
espectrofotometro (682 nm). As medicdes foram interrompidas ao se observar
o decréscimo da densidade celular. A evaporacdo foi suprida pela adicdo de
agua deionizada.

Primeiramente foi realizado um experimento sem a suplementagcéo do
glicerol para avaliagdo isolada do crescimento microalgal com inéculo e

efluente liquido, encerrado no 10° dia.

Para avaliar o comportamento da microalga usando glicerol como
suplemento de carbono, foi montado um sistema com variagdo de fontes
nutritivas para o cultivo. Com base nos resultados encontrados por Cabanelas
et al. (2013), apos 48 h de cultivo iniciais, foram adicionadas ao sistema
concentracdes de 2,6; 5,2 e 10,4 g L™ de glicerol, o cultivo foi mantido por 240

horas.
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Figura 5. Experimento realizado com diferentes concentrac@es de glicerol.

4.4 Cultivo com suplementacédo de glicerol: Fotobiorreator 2,5 L

O experimento realizado na etapa Il foi feito em fotobiorreatores de 2,5
L, representado na figura 7. Todos os testes em triplicata assim como foi
testado paralelamente a amostra controle (CO) sem adicdo de glicerol. As
condicdes foram as mesmas da etapa |, Unica diferenca foi a concentracéo de

glicerol que consistiu na adigéo de 7,5; 10,4 e 12,5 g L™.

Figura 6. Experimento realizado em fotobiorreatores de 2,5 L com diferentes
concentracdes de glicerol.
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4.5 Processamento das amostras

Finalizado o periodo de -cultivo, cada amostra foi centrifugada
individualmente em uma centrifuga de bancada por 15 min a 2500 rpm, e
retirada também uma aliquota do sobrenadante, para posterior analise
cromatografica. A biomassa retirada foi acondicionada em tubos do tipo Falcon
e armazenada no freezer a -20°C. Apés 24 horas a biomassa foi liofilizada em
torno de 72 horas, em liofilizador de marca Liotop, modelo K120.

4.6 Quantificacdo de glicerol por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC)

Para quantificar o teor de glicerol consumido pelas microalgas no
experimento, foi retirada da centrifugacdo apos término dos experimentos
amostras do sobrenadante e diluidas 1:10 para analise em HPLC (Sistema de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) de modelo SHIMADZU 6 MODULOS:
DGU-20A N/S L20244606893; LC-20AT N/S L20114708996; SIL-20A N/S
L20164604613; SPD-M20A N/S L20154704885; CTO-20A N/S L20204605053;
CBM-20A N/S L20234609055, onde foi utilizada agua Milli-Q de fase mével,
com fluxo de 0,6 mL/ min, detector RID, 25 minutos, temperatura 85°C e coluna
Rezex RHM — Monosaccharide H+(300x7.8mm) Phenomenex.

4.7 Extracdo de lipidios da biomassa

A quantidade de lipidios foi determinada através de uma adaptacdao do
método de extracdo descrito por Bligh & Dyer (1959). Os lipidios foram
extraidos com cloroférmio e metanol (2:1, V/V), ultrassonicados em banho de

gelo por 45 min. e armazenados em freezer a -20°C por 4 horas.

Apods 4 horas, foi ultrassonificado em banho de gelo por mais 30 minutos
e centrifugados a 2500rpm durante 15 min. A fase lipidica foi removida para

outro tubo. A biomassa restante sofreu nova lavagem para remocao de lipidios
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eventualmente retidos na biomassa. Adicionou-se cloroférmio — metanol (2:1) a

essa biomassa. O sobrenadante foi recuperado e juntado a fase lipidica.

Foi adicionado a fase lipidica 4 mL de agua e 2 mL de cloroférmio e
centrifugado por 15 min. Apds isso, a fase inferior foi transferida para frasco

pré-pesado, e seco em estufa a 40°C para a evaporacao do solvente.

O teor de lipidios foi calculado com a seguinte formula:

Lg = Lipidios totais (%) (2)

LB = (F2-FLx100% F1= peso frasco vazio (mg)
Pamostra

F2= peso final do frasco (mg)

P amostra= quantidade de amostra (mg)

Lc = L‘:S‘OJS/L Lc= Lipidios totais (mg L™) (3)

B. = Biomassa seca por

4.8 Determinacédo de acidos graxos da biomassa

Para realizar as analises no CG/MS de acidos graxos presentes nos

lipidios extraidos, fez-se necessério efetuar a derivatizagdo das amostras.

O procedimento foi efetuado da seguinte maneira: em baldes de fundo
redondo, foram colocados 0,100 g do conteddo previamente extraido
anteriormente e adicionado 6 mL de solu¢cdo metandlica preparada com 1 g de
NaOH em 50 mL de metanol, prosseguida de refluxo com aquecimento durante
20 min. Posteriormente, foram adicionados 7 mL de BFs através do
condensador por gotejamento. Ficou em refluxo por mais 4 min. e entao foi
adicionado 5 mL de heptano via condensador, com consecutivo refluxo por
mais 2 min. e apos retira-se os balbes para serem resfriados a temperatura

ambiente.
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Apos resfriados, foi adicionado aos balées 2 mL de solugcédo saturada de
NacCl, seguidos de leve agitacao para visualizacdo de duas fases, onde a fase
superior foi recuperada em tubo de ensaio. Nesta fase foi acrescentado cerca

de 0,5 g de Na=SO.anidro previamente seco em estufa a 100°C.

Os extratos obtidos foram submetidos a analise por cromatografia
gasosa em cromatégrafo Shimadzu GC 2010 MS-QP 2010 Plus detector
Massas. A coluna utilizada para as analises foi a DB5-MS 30m sendo utilizado
0 gas Hélio para arraste, com vazdo constante de 1,0 mL min™. A programacéo
de temperatura do forno foi 80°C, 5 °C/min, até 270 °C por 10 min, totalizando
48 minutos de analise. Temperatura do detector 300 °C, temperatura do injetor

250 °C, operado no modo “split” (Split ratio 10) e volume de inje¢do de 1 pL.

4.9 Determinagé&o do carbono orgénico total — COT

As amostras liquidas, provenientes da centrifugacdo da biomassa
passaram por andlises de COT, onde foram previamente filtradas e diluidas, e
entdo analisadas no equipamento de marca Shimadzu, H544353. O método de
oxidacdo catalitica por combustdo atinge uma combustdo total das amostras
pelo aquecimento das mesmas a 680 °C em um meio rico em oxigénio dentro
de um tubo de combustao preenchido com um catalizador de platina. Uma vez
que esta utiliza o simples principio da oxidacao por meio do aquecimento e de
combustdo. O diéxido de carbono gerado pela oxidacdo é detectado usando
um detector de gas infravermelho (Non Dispersive Infrared Sensor- NDIR
sensor). O dioxido de carbono gerado é resfriado e desumidificado, e entdo
detectado pela NDIR. A concentracdo de CT (carbono total) na amostra é
obtida através da comparacdo com uma curva de calibragdo. Submetendo a
amostra oxidada ao processo de aspersao, oxida-se o Cl (carbono inorganico),
em dioxido de carbono, obtendo-se a concentragdo de Cl por meio da detecgéo
deste com o NDIR. A concentracdo COT é entdo calculada subtraindo a
concentracéo de IC da concentracdo de CT obtido.
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4.10 Andlise estatistica dos dados

Todos os experimentos foram realizados em triplicata (h=3) com seus

valores expressos como média = desvio — padréo.

Como estatistica ndo-paramétrica foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis
para comparar os resultados de rendimento de biomassa e teor de lipidios nos
diferentes teores de glicerol, tanto na etapa | como na etapa Il. O nivel de
significancia dos testes foi de 5% (p < 0,05), e o software utilizado foi o Past

2011.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo do meio de cultivo

5.1.1 Andlises fisico-quimicas do efluente

A carga organica do efluente empregado nos experimentos pode passar
por variacbes conforme a época do ano (fatores climaticos e numero de

pessoas que frequentam a Universidade, por exemplo).

Os resultados dos parametros analisados das amostras provenientes da
ETE (efluente anterior aos experimentos) sdo expressos na tabela 4.

Tabela 4. Parametros analiticos do efluente da ETE.

Paréametros Efluente ETE
Alcalinidade Total mg L™ CaCo, 514,6
Alcalinidade Carbonatos mg L™ CaCos 0,0
Alcalinidade Hidréxidos mg L™ CaCos 0,0
Alcalinidade Bicarbonatos mg L™ CaCos 514,6
DBOsmg L™ (0,) 8,0

DQOmg L™ 23,35
Fosforo Total mg L™ 5,19
Nitrogénio Total Kjeldahl mg L™ 64,9

5.1.2 Identificacdo da espécie predominante de microalga

A classificacao foi feita especialmente pela distingdo estrutural celular
bésica, pigmentagcédo e ciclo de vida (Khan et al. 2009, Brennan e Owende
2010).

As amostras analisadas apresentaram conformidade para a microalga

Chlorella sp., demonstrada na figura 8.
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Figura 7. Fotomicrografia de Chlorella sp. identificada em indculo de cultivo em
fotobiorreator de escala piloto ampliada em 1.000 vezes.

A espécie Chlorella é uma alga verde, suas células séo isoladas, muito
pequenas medindo de 2,0-10,0 um de didametro, tendo forma esférica, globular
ou elipsoidal. Desenvolvem-se em aguas doces e marinhas, alguns dizem que
a espécie € universal por desenvolver em diferentes habitats, encontram-se
geralmente na 4gua das lagoas e das valas, no solo umido, na superficie dos
troncos de arvore. A Chlorella parasitca, por exemplo €é encontrada
simbioticamente nas células de Paramecium e Hydra. Chlorella vulgaris,
Chlorella conducrix, Chlorella gonglomerata e C. parasitca sdo as espécies
indianas comuns. (Chapman e Chapman 1973, Kay e Barton 1991, Phukan et
al. 2011).

5.1.3 Comportamento de crescimento do Inéculo

A avaliacdo do comportamento do cultivo microalgal deve ser feita para
posterior avaliacdo do desempenho, e um dos métodos utilizados para fazer
esta verificacdo € a partir do acompanhamento diario de medidas de
densidade, onde as quatro fases sdo observadas: inducdo, crescimento,

estacionaria e declinio.
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A figura 9 mostra o comportamento da microalga no periodo de 240
horas, onde se pode observar que houve crescimento exponencial até as 144
horas iniciais do experimento. A partir deste tempo a curva de crescimento
entrou em fase estacionaria. Portanto optou-se por realizar os experimentos

com glicerol até 240 horas do desenvolvimento das microalgas.

L

Densidade / Abs. 682 nm

0 48 96 144 192 240

Horas de Cultivo

Figura 8. Comportamento das microalgas do efluente sem adi¢céo de glicerol.

Na fase de crescimento, também conhecida como exponencial ou fase
log, a biomassa aumenta gradativamente pela multiplicacdo das células das
microalgas. A fase estacionaria, € a fase em que a taxa de crescimento é
constante, onde ocorre equilibrio entre crescimento e mortalidade celular; e por
fim a fase de morte, onde ocorre 0 aumento de células mortas que liberam

substancias inibidoras de crescimento (Maigua e Lourdes 2015).

5.2 Comportamento microalgal

O comportamento do crescimento microalgal nas concentracdes de 2,6;

52 e 10,4 g.L-1 de glicerol, especificados como G2, G5 e G10, pode ser

observado na figura 10.
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Figura 9. Comportamento de crescimento das microalgas em efluente doméstico
suplementado com diferentes concentrac6es de glicerol (g.L'l). Os dados séo expostos
como média + desvio-padréo, n=3.

Observa-se uma influéncia positiva nas concentracdes de 2,6 e 10,4 g.L
! de glicerol, embora estatisticamente ndo foi observado a influéncia das

diferentes concentracdes de glicerol no aumento da densidade microalgal.

A partir da adicdo do glicerol, ocorrido nas 48 h apds o inicio do
experimento, pode-se observar que o cultivo entra diretamente na fase
exponencial seguindo a tendéncia do controle. Estes dados corroboram com
Gupta et al. (2013), que realizaram experimento em pequena escala utilizando
glicerol e glicose como fontes de carbono, por 168 horas e observaram que nas
48 h iniciais a microalga com suplementacdo de glicerol atingiu a fase
exponencial de crescimento, enquanto no meio suplementado com a glicose o

crescimento foi mais lento.

O cultivo com a suplementacédo de glicerol em pequena escala mostrou-

se eficiente, uma vez que n&o influenciou negativamente o crescimento
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microalgal, mesmo que nado tenha apresentado diferenca significativa em

relacdo ao controle.

Na etapa I, representada pela figura 11, pode-se observar claramente a
diferenca entre a amostra controle (C0) comparada com as amostras
suplementadas com 7,5; 10,4 e 12,5 g.L™* de glicerol, nomeados de G7, G10 e
Gl2.

Cog.lL G7 g.L de glicerol
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Figura 10. Comportamento de crescimento das microalgas em efluente doméstico
suplementado com diferentes concentracdes de glicerol (g.L™). Os dados sdo expostos
como média + desvio-padrédo, n=3.

Nota-se que a amostra controle sem adicdo de glicerol (C0), teve
comportamento oposto as amostras com adicdo de glicerol, ndo obtendo um
desenvolvimento crescente como as amostras com 7,5; 10,4 e 12,5 g.L™ de
glicerol. A amostra com maior destaque foi a de 12,5 g.L™ de glicerol, seguida
das concentracées de 10,4 e 7,5 g.L™.

Leite et al. (2015) realizaram um experimento com diferentes cepas de
microalgas, entre elas (LB1H09, LB1H10, LB1H12, MA2HO01, PCHO03, PCHO5,
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PCHO06, PCH36, PCH44 e PCH90) e relataram que elas sédo capazes de ter
metabolismos de crescimento mixotrofico e heterotréfico com suplementacdo
de xilose, onde encontraram um aumento na taxa de crescimento (I) de 2,8
vezes em relacdo ao crescimento fotoautotréfico, chegando a I= 1,1/d. Com a
suplementacdo de glicerol, os autores relataram um aumento maior do que o
suplementado com xilose, as taxas de crescimento atingiram um valor elevado
de |I= 1,52/d.

Liang et al. (2009) realizaram experimento com diferentes concentracoes
de glicerol, sendo 1,2 e 5%, onde observaram maior crescimento com 1% de
glicerol.

Comparando-se as duas etapas | e Il, os melhores resultados foram
obtidos com os experimentos da etapa Il, sendo possivel observar a eficiéncia

de crescimento com o glicerol como fonte de carbono suplementar.

5.3 Rendimento de biomassa

Os rendimentos obtidos na etapa |, com suplementacdes de 2,6; 5,2 e

10,4 g/L de glicerol, juntamente com CO (amostra controle) estéo

representadas na figura 12:



43

0.450 -
0.400 -
0.350 -
0.300 -

0.250 -
-

/

* 0.200 -
0.150 -
0.100 -

0.050 -

0.000 -

G5 G10

Amostas

Figura 11. Rendimentos de biomassas secas da etapa |, suplementadas com diferentes
concentracOes de glicerol (g.L-1). Os valores representam a média + desvio padrdo de
trés experimentos independentes.

A amostra que obteve maior concentracdo de biomassa foi a com
suplementacdo de 10,4 g.L™ de glicerol, seguida de 2,6 e 5,2 g.L™" e por fim a

amostra controle (CO).

Comparando as amostras ao controle (C0), pode-se afirmar que o
glicerol ndo exerce efeito inibitério no crescimento das microalgas, logo,
mostra-se viavel como suplemento nutricional, uma vez que favoreceu o

crescimento microalgal, e consequentemente o maior acumulo de biomassa.

I+

O teor médio da maior concentracdo de biomassa foi de 0,364 g.L™
0,082 na amostra 10,4 g.L™, seguida da 2,6 g.L™* com média de 0,236 g.L™
0,054 e de 5,2 g.L™" com 0,226 g.L* + 0,066. A amostra sem glicerol (CO)
apresentou média de 0,211 g.L™" + 0.015, mesmo observando uma influencia

I+

positiva do glicerol no rendimento ndo houve diferenca significativa (p > 0,05)
entre as variaveis. Os dados obtidos neste trabalho na etapa |, diferem dos
encontrados por Choi e Yu (2015), que realizaram experimento com a
microalga C. vulgaris, Scenedesmus sp. e B. Braunii, suplementando-as com
glicerol bruto nas concentracbes de 2; 5 e 10 g.L? encontrando
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respectivamente 1,61; 1,91 e 1,72 g.L' de biomassa, afirmando que a
concentragédo de glicerol influencia a concentragdo de biomassa e a taxa de
crescimento de C. vulgaris. As maiores concentracdes de biomassa foram
obtidas em condicées mixotréficas na presenca de 5 g.L™ de glicerol para C.
vulgaris, Scenedesmus sp. e B. braunii sendo, respectivamente, 39,42%, 60%
e 57,82% maiores do que os correspondentes em condi¢des autotréficas. Cabe
ressaltar que os autores acima citados, exploraram 3 microalgas distintas,
diferindo do presente estudo que utilizou efluente como meio de cultivo o qual

apresenta organismos variados.

Liang et al. (2009) que realizaram experimento com diferentes
concentracdes de glicose e glicerol sendo, 1; 2; 5 e 10%, encontraram maior
produtividade de biomassa para ambas as fontes de carbono com a
concentracdo de 1%, com valores para glicose de 254 + 3 mg.L™ e para glicerol

de 102 + 0 mg.L™ respectivamente.

Na etapa Il as suplementacdes de 7,5; 10,4 e 12,5 g.L™* de glicerol s&o

apresentadas na figura 13.
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Figura 12. Rendimentos de biomassas secas da etapa Il, suplementadas com diferentes
concentracdes de glicerol (g.L™"). Os valores representam a média + desvio padréo de
trés experimentos independentes.

Observa-se que o maior rendimento foi obtido no experimento

suplementado com 12,5 g.L™ de glicerol, com um rendimento médio de 3.78
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g.L? +1.11 seguido das suplementacdes de 7,5g.L™* com 2.84 g.L* +0.672,
de 10,4 g.L™ de glicerol tendo 2.56 g.L™" + 0.326 e o CO, com rendimento de
1.20 g.L™* + 0.216 de biomassa. Embora nao foi observada diferenca estatistica
(p > 0,05) entre as amostras, é claramente observada a influéncia positiva da

suplementacao do glicerol no cultivo.

Foi testada a adicdo de diferentes concentracdes de glicerol por Cerdn-
Garcia et al. (2013) em cultivo de Phaeodactylum tricornutum. A maior
concentracdo de biomassa foi atingida com a suplementacéo de 11,45 g.L™ de
glicerol, com a obtencdo de 12,08 g.L™* de biomassa. Segundo os autores, a
adicdo de nutrientes juntamente com um aumento gradual de intensidade de
luz tem sido considerada a melhor estratégia para a cultura mixotréfica da

microalga testada quando suplementada com glicerol.

Os autores Ma et al. (2016) realizaram o experimento utilizando a
microalga C. vulgaris com trés tipos diferentes de tratamentos de glicerol,
sendo: glicerol bruto, glicerol pré-tratado e glicerol puro, nas concentracdes de
1; 5 e 10 g.L. Os autores ressaltam que a concentracédo 6tima de glicerol
bruto foi de 5 g.L™ com a concentracdo maxima de biomassa de 1,82 g.L ™. Ja
com o glicerol pré-tratado a concentracdo que obteve maior rendimento de

biomassa foi com 10 g.L™.

Comparando as etapas | e Il em relacdo a producédo da biomassa, de
maneira geral pode-se observar um comportamento similar na medida em que

as concentracdes de glicerol foram aumentadas.

Embora ndo tenha ficado clara a influéncia direta do glicerol sobre o
rendimento de biomassa em ambas as etapas, na pratica pode-se inferir que
cultivos de maior volume representam uma maior producdo de biomassa,

viabilizando a caracterizacdo da biomassa nas analises subsequentes.

5.4 Rendimento de lipidios na biomassa

Na figura 14, sdo apresentados os teores de Oleo extraidos com as

diferentes suplementacgdes de glicerol referentes a etapa I.
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Figura 13. Teores de lipidios extraidos da biomassa microalgal em crescimento contendo
diferentes concentracées de glicerol (C0O, G2,G5 e G10 g.L™).

Os rendimentos lipidicos foram de 0,078 g.L™ + 0.038; 0,096 g.L* +
0.032; 0.116 g.L™* + 0.030 e 0,12 g.L™" + 0.031 para as suplementacbes de
glicerol a 0, 2,6; 5,2 e 10,4 g.L™* respectivamente. Pode-se observar que nas
concentracdes de 5,2 e 10,4 g.L™ de glicerol, foram encontradas as maiores
qguantidades de lipidios, mesmo ndo havendo diferenca significativa (p > 0,05)

entre as amotras.

Os autores Liang et al. (2010) observaram um aumento lipidico com
concentracdes crescentes de glicerol, em estudo realizado com Schizochytrium
limacinum SR21. O teor de lipidios aumentou de 22% com 1 g.L™ de glicerol e
32% com 2 g.L™* de glicerol. Entretanto, em seu estudo, a maior quantidade (10
g.L™") de glicerol apresentou efeito negativo sobre o crescimento e contetido de

triacilglicerais.

O maior rendimento de lipidios na etapa Il foi do experimento com
concentracdo 12,5 g.L™ de glicerol, como pode ser observado na Figura 15.



47

0.138

e {
L {

0.132 -

0.130 - {

0.128 -

0.126 T T T !
Co G7 G10 G12

Figura 14. Teores de lipidios extraidos da biomassa microalgal em crescimento contendo
diferentes concentracdes de glicerol (CO, G7, G10 e G12 g.L).

O maior rendimento obtido foi 0 com a suplementagdo de 12,5 g.L™,
apresentando uma média de 0,135 g.L™ + 0,08. As concentracées de 7,5; 10,4
e 0 g.L™ apresentaram rendimentos de 0,133 g.L™* + 0.007, 0.131 g.L™ + 0.013
e 0,133 g.L™ + 0.016, respectivamente. Embora nao foi comprovada diferenca

estatistica (p> 0,05) entre as variaveis.

No estudo de Sengmee et al. (2016), foi testada a microalga Chlorella sp
com suplementacéo de glicerol bruto para producdo de oxigénio e aumento
lipidico na biomassa. Concentracdes de 4, 8, 12, 16 e 20 g.L™ de glicerol foram
testadas a fim de avaliar a melhor condicdo. Segundo o autor, a condi¢cao 6tima
para a producédo de hidrogénio e lipidios por esta microalga foi na concentracao
de 16 g.L de glicerol, apresentando um teor de 4,08 g.L™* de 6leo obtido,
correspondendo ao maior teor de lipidios de (43,2 £ 7,6%) quando comparado

as demais concentracdes testadas.

De maneira geral, as diferentes concentracdes de glicerol estudadas nas
etapas | e Il ndo influenciaram significativamente o rendimento de lipidios na
biomassa. Considerando os estudos descritos acima pode-se prever uma
influéncia positiva de concentracdes maiores de glicerol do que as empregadas
neste estudo. Ainda, é importante ressaltar que poucas pesquisas avaliam as

condig¢des de cultivo utilizando o efluente como meio de cultura.



48

5.5 Consumo de glicerol no cultivo das microalgas

Constatou-se que o glicerol foi consumido pela microalga como fonte de

carbono. Na tabela 5 encontram-se os resultados obtidos.

Tabela 5. Quantidade de glicerol (g.L'l) consumidas durante o experimento.

Amostra 400 mL g.L™ Amostra 2,5 L g.L™
2,6 g.L de glicerol 1 7,5 g.L de glicerol 3,84
5,2 g.L de glicerol 0,42 10,4 g.L de glicerol 6,05
10,4 g.L de glicerol 3,35 12,5 g.L de glicerol 5,05

Na etapa | (escala de 400 mL) a amostra que teve maior consumo de
glicerol foi a de suplementacdo com 2,6 g.L™" de glicerol (38%), seguida das
amostras com a suplementacdo de 10,4 e 5,2 g.L™* de glicerol com 32% e 8%
de assimilagdo, respectivamente. Na etapa Il (escala de 25 L) a
suplementacdo de 10,4 g.L™ foi a que teve maior consumo apresentando 58%,

seguido de 7,5 e 12,5 g.L de glicerol com 40% e 51%, respectivamente.

Em estudo recente, Paranjape et al. (2016), utilizaram as microalgas
Chlorella sorokiniana (PCHO02) e Chlorella vulgaris (PCHO05) com
suplementacdo de 2.30 g.L™ de glicerol e relatam que o glicerol foi consumido
por ambas as espécies, sendo que a PCHO02 consumiu 51% e a PCHO2 47%
do glicerol inicial, resultados similares ao que foi obtido nos experimentos da

etapa | do presente trabalho.

Para ambas etapas analisadas neste trabalho, os resultados obtidos
foram superiores aos encontrados por Sengmee et al. (2016), que utilizando
glicerol bruto como fonte de carbono, em cultivo com a microalga Chlorella sp.,
com suplementagées de 4, 8, 12, 16 e 20 g.L™, os resultados mostraram que o

consumo de glicerol nos experimentos variou entre 10 e 20%.
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5.6 Caracterizacao de acidos graxos presentes na fracéao lipidica da
biomassa

No geral das etapas | e Il, a analise de cromatografia a partir do oleo de
microalgas mostrou que o teor de acidos graxos foi elevado, para o cultivo com
adicao de glicerol. O principal acido graxo produzido foi o acido linoleico com
(37,31%), seguido do acido palmitico (34,62%), acido oleico (12,40%) e acido
estearico (9,75%). J& no cultivo sem glicerol, os 4cidos graxos com maiores
teores encontrados foram o acido palmitico (39,4%), acido linolénico (28,36%),
acido linoleico (24,34%), entre outros representados na tabela 6.

Tabela 6. Proporgcdo relativa (%) dos principais acidos graxos encontrados nos
experimentos com e sem glicerol.

Acido Graxo Tempo de retengéo Area relativa (%) Area relativa (%)
(min.) sem glicerol com glicerol
C14:0 20,6 1,23 2,37
C16:0 24,8 39,4 34,62
Cl6:1 24,3 2,5 3,76
C17:0 26,6 0,89 0,70
C18:0 28,5 4,10 9,75
ci8:1 28,2 13,20 12,40
C18:2 27,9 24,34 37,31
C20:0 31,9 0,65 1,63

O perfil cromatogréafico para a etapa | (figura 16) mostra que em todos os
experimentos, para as diferentes concentragdes de glicerol testadas, obteve-se
o mesmo perfil cromatografico, com destaque para os picos de C14:0, C16:0,
Cl6:1, C17:.0, C18:0, C18:1, C18:2 e C20:0, com tempos de retencao

apresentados na tabela 6.



1.25.
1.00 |

0.75

0.00

0w I
: ) 1
0.25 il -

(x10,000,000)

(x10,000,000)

50

L

G7
bl

M G3

Wil [ u[ L _,JMJ_M ‘W‘__J__J\_—,l——‘L
M J A co
lb Zb 3‘0 4‘0 5‘0 6‘0

Figura 15. Perfil cromatografico da escala de 400 mL — Etapa |

Para os experimentos da etapa Il, os acidos graxos em destaque foram
0S mesmos obtidos na etapa I, sendo, C14:0, C16:0, C16:1, C17:0, C18:0,
C18:1, C18:2 e C20:0 (figura 17).
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Figura 16. Perfil cromatografico do experimento de escala 2,5L — Etapa Il
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Gupta et al. (2016) em recente estudo reportam que os acidos graxos,
acido palmitico (C16:0) e &cido oleico (C18:1) melhoram a qualidade e o
desempenho do biodiesel. O teor elevado de acido oleico (C18:1) foi citado
como essencial para garantir a alta qualidade do biodiesel. O acido oleico é
considerado por conferir maior qualidade aos combustiveis tais como

estabilidade, fluxo a frio, viscosidade e igni¢do (Knothe 2008).

Fracdes de acido miristico (C14:0), acido palmitico (C16:0) e &cido
estearico (C18: 0), que sdo em grande parte considerados por aumentar a
qualidade e o melhor desempenho do biodiesel, a abundancia destes acidos foi
observada neste estudo, indicando que os acidos graxos obtidos foram

potencialmente favoravel a producéo de biodiesel.

De acordo com o percentual de cada acido graxo encontrado em cada
condicdo de cultivo da etapa | suplementados com 2, 3 e 7 g.L™ de glicerol,
constatou-se que o &cido graxo de maior concentracdo foi o acido palmitico,
seguido dos &acidos oleico e linoleico (Figura 18). J4 na etapa Il pode-se
observar que o maior rendimento foi de acido palmitico para as amostras com 7

e 9 g.L ™ de glicerol, seguido do &cido linoleico (Figura 19).
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Figura 17. Areas relativas dos acidos graxos majoritarios encontrados na etapa I- 400 mL
com diferentes concentrac@es de glicerol.
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Figura 18. Areas relativas dos acidos graxos majoritarios encontrados na etapa Il- 2,5 L
com diferentes concentracGes de glicerol.

Existem varios estudos com objetivo de potencializar o crescimento de
microalgas, assim como melhorar o nivel de petréleo ou de outros produtos de
valor agregado ((Sun et al. 2014), Ummalyma e Sukumaran (2014), (Singh et
al. 2016). No entanto, a credibilidade do biodiesel de éleo de microalgas nao
depende apenas da quantidade de 6leo produzido, mas sim no tipo de acidos
graxos presentes neste 6leo. Deste modo, o teor de lipidios e o perfil de &cidos
graxos sdo fatores fundamentais a serem considerados ao selecionar algas
para a producdo de combustivel (Chen et al. 2012). Os &cidos graxos indicados
para biodiesel de boas propriedades incluem C14:0, C16:0, C16:1, C18:0,
C18:1 e C18:2 (Schenk et al. 2008).

No experimento de Gupta et al. (2013), com suplementacéo de glicose e
glicerol, a medida que as concentracdes de glicerol aumentaram, o perfil de
acidos graxos revelou uma diminuicdo na propor¢do de acidos graxos poli-
insaturados de 62,9% para 47,2% de acidos graxos totais. O maior acumulo foi
na concentracdo de 0,5% de glicerol, o que demonstrou a ineficiéncia do
isolado ao traduzir as maiores concentracdes de glicerol em mais &acidos

graxos poli-insaturados.

Observar-se que as diferentes concentragcdes de glicerol analisadas na

etapa | ndo influenciaram diretamente o teor de acidos graxos. Isso ocorreu
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provavelmente em funcdo da dificuldade de robustez na analise em funcéao
pequena quantidade de biomassa gerada. Ja na etapa Il, observa-se que
houve uma influéncia em determinados tipos de &cidos graxos como o C16:1,
C18:.0 e C18:1 que sO pode ser observado nos experimentos com
suplementacao de glicerol e C16:0 e C18:2 que tiveram maior concentracdo em

relacdo a amostra controle.

5.7 Anélises de carbono organico total - COT

Os resultados encontrados para COT, Cl, CT e NT sdo demonstrados na
tabela 7, onde se encontram os resultados referentes as amostras em escala
de400mLe25L.

Tabela 7. Resultados obtidos na analise de COT para amostras sem e com glicerol.

Amostras COT mg/ L CTmg/L Clmg/L NT mg/ L
C0 - 400 mL 24,25 56,72 32,47 1,71
G2 -400 mL 439 463,8 24,8 3,18
G3-400 mL 1276 12935 17,2 2,94
G7-400 mL 1738,5 1748,5 9,81 3,49
C0-25L 42,4 76,8 34,7 5,63
G5-25L 1015,5 1049,5 33,9 7,62
G7-25L 549 561,5 12,5 6,31
G9-25L 1695,5 1725 29,4 2,75

Com a adicéo do glicerol, observa-se que o teor de carbono organico
total aumentou nas amostras em relagdo ao experimento CO (sem glicerol).
Segundo Wang et al. (2010), algumas espécies de algas podem utilizar altos
niveis de COT de aguas residuais para prover rapido crescimento sendo
fotoheterotrofico ou mixotréfico. De acordo com Zhou et al. (2011), o COT em

aguas residuais inclui acido acético, acido propidnico, acido butirico e etanol.

Na etapa I, em termos de carbono a amostra que mostrou uma influéncia
no comportamento foi a de concentracédo de 2 g.L™ de glicerol e na etapa Il, a
amostra que mostrou 0 mesmo comportamento foi a com 7 g.L™ de glicerol.

Provavelmente estes experimentos apresentaram um consumo de glicerol.
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5.8 Anélise fisico-quimica do meio de cultivo apos etapa ll

Para verificar a possivel biorremediacdo do efluente a partir dos cultivos,
foi selecionado o experimento da etapa Il referente a 7 g.L™ de glicerol. Os

resultados podem ser observados na tabela 8.

Tabela 8. Parametros analiticos do efluente da ETE e do sobrenadante do experimento
com glicerol.

Parametros Efluente ETE Com glicerol
Alcalinidade Total mg L™ CaCo, 514,6 135,1
Alcalinidade Carbonatos mg L™ CaCo, 0,0 0,0
Alcalinidade Hidréxidos mg L™ CaCo, 0,0 0,0
Alcalinidade Bicarbonatos mg L™ CaCos 514,6 135,1
DBOsmg L™ (0,) 8,0 284,7
DQOmg L™ 23,35 241254
Fésforo Total mg L™ 5,19 0,49
Nitrogénio Total Kjeldahl mg L™ 64,9 102,8

A concentracdo de bicarbonatos e a alcalinidade total apresentaram uma
reducdo de 26% nos experimentos envolvendo o glicerol quando comparados
com a amostra apenas do efluente. Essa diferenca deve-se possivelmente ao

crescimento microalgal mais acentuado observado nesta condigéo.

Nos parametros de DBOs e DQO houve aumento no experimento com
suplementacao de glicerol, possivelmente em decorréncia de haver glicerol em
excesso na amostra do sobrenadante do término do experimento, amostra na
qual foi analisada. Quanto aos parametros analiticos de fésforo houve

diminuicdo de 9,4% e nitrogénio total ocorreu aumento.

O crescimento intenso que o glicerol provocou no experimento, permitiu,
por conseguinte, maior remocéao de fésforo existente por meio de assimilacao.
De acordo com Safiudo-Wilhelmy et al. (2004) a reducao do fésforo total indica
que o nivel de fosforo fornecido tem um efeito na producdo de biomassa das
microalgas. A absorcao de fosforo por células de microalgas € principalmente
influenciada pela fisiologia celular, fluxo metabolico, concentragédo de fosfato,
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forma quimica do fosfato disponivel e outros parametros, como a intensidade

da luz, pH e temperatura.

Em estudos realizados por Prathima Devi et al. (2013), reportam que a
utilizacdo a partir de 5 g.L™* de glicose ndo ha uma reducéo significativa de
nitrogénio total. O aumento na absorcdo de nitrogénio pode ser atribuida a
rapida proliferacdo de novas células, uma vez que a formacéo de novas células
requer proteinas. O nitrogénio biodisponivel na forma de NOs; e/ou NH™ pode
ser assimilado por células algais ou pode ser reduzido a nitrogénio elementar

(N2) e perdido como gas.

Estudo recente realizado por Gupta et al. (2016), utilizando
suplementacdes com diversas fontes de carbono entre elas glicerol e glicose,
mostrou que a adicdo de glicose as aguas residuais contribuiram para o
aumento da DQO, porém a glicose suplementada no efluente foi metabolizada
por microalgas e acabou resultando na remogdo de DQO. Os autores relatam
gue embora os valores de DQO gerados pela suplementacdo de glicose (2 e 5
g/L) tenham sido superiores aos valores-limite legais das diretrizes de
conformidade regulamentadas pela Diretriz Europeia, deve-se ressaltar que a
suplementacao de glicose também aumentou as taxas de remocédo de DQO,
promovendo a producdo de biomassa promoveu remocao de nitrogénio total e

fosforo total.

Os autores Lau et al. (1995) reportam que o tempo necessario para
remover o nitrogénio em outros estudos foram mais longos do que 8 dias para
C. vulgaris. AIMomani e Ormeci (2016), alegam que diferencas nas eficiéncias
de remocéo de DQO entre diferentes amostras de aguas residuais podem ser
atribuidas as diferencas em suas composi¢des quimicas. Além disso, o teor de
matéria organica facilmente biodegradavel das amostras afetaria a taxa de
remocdo de DQO. Por exemplo, o efluente secundario proveniente do
tratamento bioldgico teria um teor de matéria organica biodegradavel muito
menor em comparacdo com o concentrado obtido a partir da desidratagéo de

lamas.

O mecanismo de remocédo de fésforo de aguas residuais por microalgas

pode envolver uma seérie de processos, tais como remocdo de fosforo por
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adsorcdo, complexacao/precipitacdo e assimilacao/captacdo. As algas
assimilam fésforo como ortofosfato inorgéanico, de preferéncia como H,PO4 ou
HPO42. Os fosfatos organicos podem também ser convertidos em ortofosfatos
por fosfatases na superficie celular, e isto ocorre especialmente quando os

ortofosfatos sédo escassos (Oliver e Ganf 2002).

Segundo AlMomani e Ormeci (2016), em geral, o que é importante no
tratamento de aguas residuais com base em microalgas, € conseguir a
remocao de nitrogénio e fosforo das aguas residuais. Além da absorcéo por
microalgas, parte da remocdo de nutrientes pode ser devida a volatilizacao,
precipitacdo, adsor¢cao ou outros processos fisicos e quimicos similares, e eles

contribuiriam para a eficiéncia geral de remoc¢&o de nitrogénio e fosforo.
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6. CONCLUSOES

A microalga predominante no efluente utilizado neste estudo foi a
Chlorella sp., entretanto, sabe-se que nesse tipo de sistema ha uma variedade
de espécies microbianas que podem interagir e influenciar o predominio de um

organismo sobre o outro.

O uso do glicerol como suplemento nutricional no cultivo de microalgas
se mostrou viavel, uma vez que ndo apresentou efeito inibitério no crescimento
do microrganismo. Em ambas as escalas testadas, laboratorial e piloto, o
glicerol gerou um rendimento maior de biomassa em comparacdo aos
experimentos onde nado foi adicionado, sendo mais proeminente na etapa Il

(escala piloto), onde se obteve um rendimento de 0,104%.

Os cultivos de microalgas com suplementacdo de glicerol nao
produziram maior teor lipidico, entretanto o teor de &acidos graxos foi
influenciado pelas concentragdes de glicerol testadas principalmente na escala
piloto. O perfil de &cidos graxos encontrados mostrou maior potencial para a

producdo de biocombustiveis, como por exemplo o biodiesel.

Considerando as producdes de biomassa, lipidios e rendimento de
acidos graxos, conclui-se que a melhor concentracdo estudada foi a de 10,4

g.L-1 de glicerol em escala de 2,5 L.

O é&cido linoleico foi o principal acido graxo produzido, nas escalas

laboratorial e piloto, a partir do uso do glicerol como fonte de carbono.
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