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RESUMO

Considerado como um dos biocombustiveis mais promissores, o bioetanol se mostra
como uma fonte de energia alternativa e atrativa atualmente. Os altos precos do petroleo e seus
derivados, a elevada demanda energética e intensos debates ambientais exercem influéncia
decisiva no estimulo as pesquisas sobre fontes alternativas de energia. Além disto, ha uma
intensa demanda por estudos que avaliem a influéncia dos residuos da composicao dos diversos
efluentes na produtividade de biomassa. Os biocombustiveis produzidos a partir de microalgas
podem ser uma atraente opcao devido a sua taxa de crescimento rapido, alto teor de biomassa,
baixa utilizagdo de terrenos cultivaveis e alta taxa de absorcéo de didxido de carbono, além de
uma boa aceitacdo no cendrio atual. Diante disso, objetivou-se produzir bioetanol a partir de
biomassa microalgal cultivada em efluentes domésticos e analisar a eficiéncia na
biorremediagé@o durante o cultivo. No desenvolvimento da pesquisa, foi possivel perceber que
a cepa D467WC obteve uma curva de crescimento mais acentuada nas diluicdes a 25% e a 50%
de efluente domeéstico (ED) em relacdo as outras especies estudadas, porém, o crescimento
mostrou-se mais promissor na diluicdo a 25% de ED. Observa-se a reducdo dos parametros do
efluente quando se compara as analises feitas antes do cultivo, a uma diluicdo de 25%, e depois
do cultivo, atestando que a microalga reduz os niveis de nutrintes do ED, o que contribuiria no
tratamento antes do langamento em corpos hidricos. No acompanhamento por contagem celular
foi possivel obter uma densidade celular equivalente a 43 x 10° células mL™, um niimero maior
de células em tempo mais curto no cultivo em efluente doméstico na diluicdo a 25% se
comparado ao nimero obtido no cultivo realizado no meio de cultura sintético WC. O peso seco
da biomassa obtida foi correspondente 0,200 g.L e o teor de aglicares totais foi de 35,04 %,
que ao ser extraido pelo método de hidrolise &cida obteve-se 55,6 % de glucose. A partir dos
resultados obtidos no cultivo e das analises de aclcares da biomassa microalgal é possivel
ocorrer a producdo de bioetanol a partir da fermentacdo do hidrolisado com a levedura

Saccharomyces cerevisiae.

Palavras-chave: Biocombustiveis, Biomassa, Microalgas, Bioetanol.



ABSTRACT

Considered as one of the most promising biofuels, bioethanol is an alternative and
attractive energy source for the future. The high prices of oil and its derivatives, high energy
demand and intense environmental debates have a decisive influence in stimulating research on
alternative sources of energy. In addition, there is an intense demand for studies that evaluate
the influence of the residues of the composition of the various effluents on the biomass
productivity. Biofuels produced from microalgae can be an attractive option due to their rapid
growth rate, high biomass content, low utilization of arable land and high rate of carbon dioxide
absorption, and a good acceptance in the current scenario. Therefore, the objective was to
produce bioethanol from microalgal biomass grown in domestic effluents and to analyze the
efficiency in bioremediation during cultivation. It was possible to observe that the D467WC
strain showed a more pronounced growth curve in the 25% and 50% dilutions of domestic
effluent (ED) in relation to the other species studied, however, the growth shown to be more
promising in the 25% dilution of ED. The reduction of effluent parameters is observed when
comparing the analyzes done before the cultivation, at a 25% dilution, and after the cultivation,
attesting that the microalga reduces the levels of ED nutrients, which would contribute to the
treatment before water bodies. Cell counting resulted in a cell density equivalent to 43 x 105
cells mL-1, a larger number of cells in the shortest time in the culture in domestic effluent at
25% dilution when compared to the number obtained in the culture in the medium of synthetic
WC culture. The dry weight of the obtained biomass was 0.200 g.L* and the total sugar content
was 35.04%, which when extracted by the acid hydrolysis method yielded 55.6% glucose. From
the results obtained in the cultivation and analysis of sugars of the microalgal biomass it is
possible to produce bioethanol from the fermentation of the hydrolyzate with the yeast

Saccharomyces cerevisiae.

Keywords: Biofuels, Biomass, Microalgae, Bioethanol
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INTRODUCAO

O constante crescimento na demanda de biocombustiveis aliado com a preocupagéo em
relacdo aos altos niveis de impactos ambientais sdo 0s principais motivadores na busca por
novas alternativas de energias renovaveis. Diante disso, 0s biocombustiveis podem ser uma
substituicdo eficaz dos combustiveis tradicionais apenas quando os custos de producdo forem
inferiores ou energeticamente equivalentes aos custos de perfuracéo e refinacdo de petréleo
(SILVA; BERTUCCO, 2016). Souza et al. (2012), afirmam que a selecdo de tecnologias
plausiveis deve ser bastante minuciosa, a fim de que se possam criar novos processos de
producdo de biocombustiveis, bem como otimizar aqueles ja existentes.

Considerado como um dos biocombustiveis mais promissores, por ser menos toxico, de
facil biodegradacdo e menor emissdo de poluentes em relagdo aos combustiveis de fontes
fosseis, o bioetanol é uma fonte de energia alternativa e atrativa. Os altos precos do petroleo e
seus derivados, a elevada demanda energética e intensos debates ambientais sdo alguns dos
varios fatores que, integrados, exercem influéncia decisiva no estimulo as pesquisas sobre
fontes alternativas de energia. (TANGO, 2015). Neste sentido, o cultivo de microalgas para a
producdo de biomassa aliado a tecnologias de producéo de biocombustiveis pode se tornar uma
fonte promissora para a producgéo de bioetanol.

Em decorréncia da grande variacdo de efluentes, ha uma intensa demanda por estudos
que avaliam a influéncia dos residuos da composicdo dos diversos efluentes no cultivo e
produtividade de biomassa. Segundo Ortenzio (2015) “alguns desses residuos possuem
potencial para ser reutilizados em outros processos industriais”, no qual alguns residuos ricos
em mateéria organica podem ser usados como fonte de nutrientes para o cultivo de microalgas.
A utilizacdo de meios alternativos, como os efluentes, para o cultivo de microalgas pode reduzir
consideravelmente os custos na producdo de biomassa, além de biorremediar e tornar a
composicdo do efluente mais proxima dos padrbes estabelecidos para o langamento nos rios
conforme a resolucédo 430 de 2011 do CONAMA.

No cultivo de microalgas, o nitrogénio reduzido e fésforo, sdo importantes elementos
para 0 metabolismo das espécies, além de permitir, principalmente, a sintese de lipidios e
carboidratos (MARGARITES; COSTA, 2014). Durante o cultivo desses microrganismos varias
caracteristicas interessantes sdo apresentadas, entre elas a maior eficiéncia fotossintética se
comparado a cultura dos vegetais superiores, além de possuirem condigdes de serem cultivadas

em situacOes adversas a culturas convencionais. Diante disso, as microalgas surgem como a
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uma alternativa sustentavel devido a elevada produtividade e a possibilidade de cultivo em
terrenos improprios para culturas alimentares e de utilizagdo de &guas ndo potaveis para a
producédo de biomassa (MIRANDA, 2011).

Pesquisas estdo sendo conduzidas para investigar a viabilidade da utilizacdo de
microalgas como matéria-prima energética em aplicacdes desenvolvidas no &mbito da producéo
de biodiesel e bioetanol. A producdo de biocombustiveis de primeira geracao resultou em uma
série de problemas relacionados as culturas alimentares, precos dos alimentos, uso do solo, e
emissdes de carbono (SIMS et al., 2011), ja a producdo de biocombustiveis de segunda geracao
enfrenta barreiras relacionadas com custos e eficacia, barreiras tecnoldgicas e com a demanda
das redes de coleta e de estoque (NIGAM; SINGH, 2011). Diante disso, 0s biocombustiveis
produzidos a partir de microalgas podem ser uma atraente opcdo devido a sua taxa de
crescimento rapido, alto teor de biomassa, baixa utilizacéo de terrenos cultivaveis e alta taxa de
absorcédo de dioxido de carbono CO,, além de uma boa aceitacdo nos ultimos anos no cenario
atual (EL-DALATONY et al., 2016)

Outras vantagens ambientais na producdo de biocombustiveis a partir de microalgas
estdo relacionadas a utilizacdo de fontes renovaveis para este fim e ao potencial
desenvolvimento de uma nova industria de producdo de energia baseada na biorrefinacdo de
substancias extraidas da biomassa produzida (DANTAS, 2013), além disto, as células de algas
aquaticas sao flutuantes, evitando a necessidade de biopolimeros como hemicelulose e lignina
que sdo essenciais para 0 maior crescimento vegetal em meio terrestre, ou seja, a auséncia
absoluta ou quase auséncia de lignina torna simples a hidrolise enzimatica da celulose de algas
(SINGH; OLSEN, 2011), o que torna o processo de producdo do bioetanol mais simples se
comparado com as fontes vegetais, eliminando algumas etapas quimicas e de pré-tratamentos
enzimaticos (JOHN et al., 2011).

A producdo do bioetanol a partir de biomassas com altos teores de carboidratos, podem
ser encontrados em diversas matérias-primas, com destaque para a producdo a partir de
microalgas, foco deste trabalho. Vale ressaltar que apesar do grande potencial das microalgas
na producdo de biocombustiveis, a producdo de bioetanol por esta biomassa ainda esta em fase
de pesquisa e a tecnologia ainda ndo tem comercializacdo. Este tipo de aplicacdo com as
microalgas ainda necessita de muito desenvolvimento com relacdo as técnicas a serem aplicadas
e aprimoradas, como também os fatores econdmicos envolvidos. Com relagdo a diminuicéo de

impactos ambientais, a producdo de bioetanol a partir de microalgas se intensifica por néo
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disputar terrenos cultivaveis com as culturas alimentares, pelo alto indice de captacdo de

dioxido de carbono e pelo cultivo em terrenos considerados impréprios (MIRANDA, 2011).

OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar a viabilidade da producdo do bioetanol a partir de biomassa microalgal
cultivada em efluentes domésticos e analisar a eficiéncia da espécie na biorremediacdo durante

o cultivo.

2.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver um modelo para cultivar microalgas biorremediadoras em efluentes
domésticos;

e Caracterizar a biomassa microalgal utilizada;

e Monitorar o crescimento de cinco espécies de microalgas cultivadas em efluentes
domésticos para a identificacdo da espécie de maior crescimento;

e Monitorar a eficiéncia de microalgas na biorremediacédo de efluentes domésticos;

e Obter determinacGes do teor de carboidratos da microalga de maior crescimento em
efluentes domésticos;

e Verificar a viabilidade da producédo do bioetanol a partir de processos fisico-quimicos de
tratamento e fermentacdo dos carboidratos provenientes do metabolismo da microalga com

maior crescimento.



17

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Microalgas

As microalgas sdo organismos unicelulares classificados em diferentes filos. S&o
organismos fotossintéticos que muitas vezes contribuem para fixacdo de CO: e liberagdo de O>
no ambiente (RODRIGUES et al., 2015). A fotossintese é um processo vital que impulsiona a
sintese de todos os biocombustiveis, convertendo a energia da luz em biomassa, a exemplo dos
carboidratos e lipidios e uma pequena quantidade de H> (SILVA; BERTUCCO, 2016). Esses
microrganismos fotossintéticos podem ser uma fonte promissora de bioenergia devido ao seu
crescimento mais rapido em relacao as espécies de plantas e a ndo necessidade de grandes areas
para obter a biomassa desejada (BCHIR et al., 2016). Microalgas sao resistentes e incluem
muitas espécies cultivaveis ricas em lipidios e carboidratos. Elas crescem rapidamente e séo
capazes de produzir uma biomassa média diaria de 20 g/m? de cinza seca em sistemas de lagoa
aberta, tornando-as a biomassa ideal como matéria-prima para producdo de biocombustiveis
(BOROWITZKA et al. 2010). Esta produtividade média da biomassa microalgal € equivalente
a um rendimento anual de 7,3 mg/kmz2 e é comparavel ao das culturas de cana-de-acUcar, que
foram relatados entre 7,0 mg/km? para 7,7 mg/km?; a maior safra de energia colhida para
bioetanol (BALAT et al., 2009 e GAUDER et al., 2011)

3.2 Producdo de bioetanol a partir de biomassa microalgal

O consumo do bioetanol tem desencadeado forte interesse devido a alta dos precos e aos
impactos ambientais causados pelos combustiveis fosseis (SANTOS, 2012). Diante dos
recursos finitos e insustentaveis de fontes fosseis, busca-se criar novos processos de producao
de biocombustiveis, bem como otimizar aqueles ja existentes (SOUZA et al., 2012). Diante
disso, necessita-se de novas tecnologias aliadas com ideias sustentaveis e com a capacidade de
aproveitamento de residuos, além de pesquisas e investimentos voltados para utilizagdo de
fontes alternativas e menos poluentes de geracdo de energia e producdo de combustiveis.

Embora os biocombustiveis de microalgas tenham o potencial de ser muito superiores
aos biocombustiveis derivados de plantas terrestres, além de terem o potencial para serem
produzidos de forma sustentavel (CHISTI, 2008), sdo necessarias melhorias importantes na

eficiéncia, estrutura de custos e capacidade de aumentar o crescimento de algas e a extragdo de
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compostos organicos para produzir biocombustiveis comercialmente viaveis (SINGH; OLSEN,
2011).

Para a producéo de bioetanol (Figura 1), especificamente, as microalgas séo o0 recurso
renovavel mais promissor, uma vez que as microalgas crescem mais rapidamente e corrigem o
CO2 a uma taxa maior do que as plantas terrestres, além da auséncia de lignina (EL-
DALATONY et al, 2016; CHEN et al., 2013). Em comparacdo com os esfor¢cos no
desenvolvimento em outras fontes de biomassas como residuos lignocelulésicos, uma revisdo
da literatura mostrou um progresso minimo nos ultimos 30 anos para fermentar a biomassa para
bioetanol a partir de biomassa microalgal renovavel. Como resultado, a pesquisa nesta area esta
realmente em seu estagio formativo no que diz respeito a producdo comercial vidvel e necessita
de investimentos em tecnologias para melhorar a eficiencia na produtividade e nos processos
de tratamento (DOAN et al., 2012).

| ] Citoplasma
Luz Bio-hidrogénio | S Risissonsiss X

i Corpo lipidico : el

! ITAG's i - Biodiesel

I S : Extragiio e
......................... '

transesterificacao
T Fotossintese  Aci s
Tilacoides lH Acido graxo

— Biogas
—‘Bl()massal. & Digestio

anaerobica
NADPH

ATP

- Hidrélise e
fermentagio
Bio-hidrogénio

€O,

I

Amido | l

Bioetanol I

h‘Pirem)idc H

Fermentagio escura
ou fotofermentacio

Cloroplastos J

Figura 1. Producéo de biocombustiveis a partir de microalgas. Fonte: adaptado de (SILVA e BERTUCCO, 2016).

A producdo de bioetanol a partir de microalgas e cianobactérias é um desenvolvimento
tecnoldgico viavel, pois apresentou maior produtividade do que determinadas culturas como a
cana-de-agucar e o milho (SILVA; BERTUCCO, 2016). Segundo Klein (2013) uma importante
vantagem relacionada a utilizacdo de carboidratos de biomassa microalgal, produzidos por
algumas espécies, para producdo de bioetanol de terceira geragdo, consiste no fato de que a

produtividade de bioetanol (em litros por hectare e por ano) pode ser algumas ordens de



19

grandeza maior que a produtividade de matérias-primas utilizadas na producéo de bioetanol de

primeira e segunda geracdes (Tabela 1).

Fonte de biomassa Rendimento de bioetanol (L ha™ ano )
Palha de milho 1050-1400
Trigo 2590
Mandioca 3310
Sorgo doce 3050-4070
Milho 3460-4020
beterraba 5010-6680
Cana-de-acgucar 6190-7500

Panicum virgatum (switchgrass graminea de
) o 10760
crescimento rapido)

Microalgas 46760-140290

Tabela 1. Comparacédo de fontes diferente de biomassa no rendimento de bioetanol por area cultivada e
por tempo. Fonte: adaptado de MUSSATO et al., 2010

O potencial para producéo de bioetanol a partir de microalgas é relevante haja vista que
esses microrganismos apresentam um alto anabolismo fotossintético, além de uma enorme
biodiversidade e variabilidade em sua composicdo bioquimica, advindos de sua biomassa
(SOUZA et al. 2012). Por serem organismos autotréficos, as microalgas convertem energia
solar em energia quimica em sua estrutura unicelular que pode ter organizacao procariotica ou
eucariotica. Os produtos dessa transformacdo bioquimica podem ser aproveitados
comercialmente para a obtencdo de biomassa na producdo de biocombustiveis e de outros
produtos com aplicacdo comercial. Carboidratos a base de microalgas ocorrem principalmente
na forma de amido e celulose sem lignina, o que os tornam mais faceis de converter em unidades
de monossacarideos oferecendo uma vantagem abrangente em relacdo a outras matérias-primas
de biomassa tais como materiais lignocelulésicos (GNANSOUNOU e RAMAN, 2016).

As microalgas como Chlorella, Dunaliella, Chlamydomonas, Scenedesmus e Spirulina
sdo conhecidas por uma grande quantidade (> 50% do peso seco) de amido, celulose e
glicogénio, que sdo matérias-primas para a producdo de etanol (CHEN et al., 2009 apud
SINGH, 2011, p. 3550) (Tabela 2), porém as microalgas também podem ser ricas em outros

compostos bioquimicos (Tabela 3).
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Espécie Acucares (% m.m™)
Anabaena cylindrica 25-30
Chlamydomonas rheinhardii 21
Chlorella vulgaris 12 - 17
Dunaliella salina 32
Porphyridium cruentum 40 - 57
Scenedesmus obliquus 10 -17
Spirulina méxima 13-16
Synechococcus sp. 15
Chlorella pyrenoidosa 26
Spirogira sp. 33-64

Tabela 2. Composicdo de acucares de diferentes espécies de microalgas. Fonte: (SPOLAORE et al., 2006)

Algas e microalgas Carboidrtos (%) Lipidios (%) Proteinas (%)

Ankistrodesmus falcatus 13.1 45.2 5.2

Aphanothece microscopica Nageli 0.176x0.15 0.079+0.08 0.493+0.01

Chlorella fusca 19+1 1.5+0.3 52+2.2

Chlorella sp. 9.46+0.25 28.82+0.72 43.22+0.33
Dunaliella salina 16.0+0.2 7.9+0.3 29+1
Sargassum kushimonte 42.89 0.12 6.37
Sargassum cristaefolium 46.78 0.17 5.09
Spirulina sp. 15+1 5.9+0.1 52+2

Tabela 3. Composicdo bioquimica da biomassa de diferentes tipos de algas e microalgas. Fonte: (SOUZA et al.
2012).

Para Miranda (2011) torna-se necessario a selecdo de espécies de microalgas capazes de
rezervar elevados teores de acucares de forma natural, identificar processos de inducdo de
producdo e acumulo de acUcares e identificar os melhores métodos para sacarificar a biomassa.
O referido autor ainda ressalta que a fermentacao alcodlica por meio de leveduras ainda ndo foi
bem explorada em biomassa microalgais, isto devido aos agucares contidos que precisam ser

extraidos para posterior fermentacéo.
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3.3 Processos de producédo de bioetanol de terceira geracao

As etapas para a producdo de bioetanol segundo Harun et al., (2010) sdo: o pré-
tratamento, para quebrar a parede celular da biomassa microalgal; hidrolise da celulose e
hemicelulose para obter-se aclcares simples e fermentacdo da celulose e hemicelulose para
posterior producdo do bioetanol.

O amido, biomassa contida nas células de microalgas, pode ser colhido a intervalos
regulares a partir de fotobiorreatores ou lagoas rasas (SINGH; OLSEN, 2011) e sua extracdo
das células pode acontecer de forma mecénica (ultra-som, desintegracdo explosiva,
cisalhamento mecanico, entre outras) ou pela dissolucdo das paredes celulares utilizando
enzimas (JOHN, 2011). Apos esta etapa 0 amido é entdo separado por extracdo com agua ou
um solvente organico e em seguida encaminhado para ser utilizado na etapa de fermentagéo e
consequente producdo de bioetanol, os processos de sacarificacdo e fermentacdo podem ser
realizados simultaneamente (SINGH; OLSEN, 2011).

3.3.1 Obtencéo da biomassa

A recuperacdo da biomassa microalgacea contida no cultivo, requer o emprego de
diferentes operacdes de separacdo solido-liquido (KLEIN, 2013) que segundo Brennan e
Owende (2010), a selecdo da técnica de colheita mais apropriada necessita do conhecimento de
caracteristicas como diametro e concentracdo de células no cultivo das microalgas, além do
valor agregado dos produtos desejados, uma vez que o valor da colheita pode corresponder de
20 a 30% do custo total do processo de producdo de biomassa a partir de microalgas.

A recuperacdo de microalgas envolve dois estagios sequenciais: separacdo inicial da
biomassa do meio de cultivo e espessamento. O primeiro estagio da colheita opera com fatores
de concentracdo de 100 a 800 vezes para atingir concentracfes de matéria solida de 2 a 7%
(KLEIN, 2013). A concentracdo inicial da biomassa no cultivo e a técnica empregada sao
fatores que interferem intensamente nesta etapa. Utiliza-se as técnicas de floculacéo, flotacdo e

a sedimentacdo por gravidade.
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3.3.2 Processamento das microalagas

Por serem pereciveis, as microalgas devem ser processadas logo apds a etapa de
recuperagdo. Caracteriza-se por ser uma etapa de preparacdo para o rompimento da parede
celular das microalgas, que consiste no primeiro passo para destruir a parede celular microalgal
para recuperar agucares no meio extracelular. O uso de celulase e pectinase é, portanto, uma
maneira de desestruturar a parede celular de microalgas resistentes (BCHIR et al., 2016). A
desidratacdo ou secagem pelo método da liofilizagdo é um dos processos de desidratacdo mais
utilizados em laboratdrio, porém apresentam um custo mais elevado, especialmente em
operagBes em larga escala (BRENNAN e OWENDE, 2010). Uma possivel solugdo para a
reducdo no gasto energetico nesse processo seria a utilizacdo da energia solar com a construcéo

de estufas com fluxo de ar e controle de temperatura.

3.3.3 Hidrdlise

A producdo de etanol a partir de biomassa de algas requer pré-tratamento para reduzir a
recalcitdncia do substrato e aumentar a acessibilidade do amido para microorganismos
fermentativos para a producdo de bioetanol (GALLEGO et al., 2015). Para obtencdo dos
carboidratos que encontram-se no interior das paredes celulares das microalgas, deve-se romper
este envoltdrio celular para liberagdo do amido contido e consequente producédo de bioetanol
de terceira geracdo (HARUN e DANQUAH, 2011). Na hidrdlise da biomassa de microalgas €
extraido os acucares fermentesciveis, substrato que sera fermentado para obtencdo do bioetanol.
Segundo Brennan e Owende (2010) os métodos para a hidrolise da biomassa ou sacarificacéo
sdo: homogeneizadores de alta pressdo; autoclavagem ou adi¢do de acido cloridrico (HCI);
hidroxido de sddio e lise alcalina. A Tabela 4 resume alguns dos prinicipais métodos utilizados

para rompimento da parede celular das microalgas.
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Meétodos Descricéo

As células sdo ressuspensas em agua destilada, autoclavadas durante 20

%??ncggg min a 120 ° C e imediatamente imersas em banho de gelo durante 15 min.
As células sdo suspensas em 5 mL de &gua destilada, trituradas
Trituracio manualmente com auxilio de gréos rigidos e em seguida adicionada 70 mL
manugl de 4gua destilada e mantidas durante 1 h a 37 ° C para melhorar a difusdo
de compostos intracelulares no meio.
A 3 3 0,
Tratamento As células séo suspensas em 75 mlo_ de solugéo de I-_leO4 a 1% e tratadas
. na autoclave a 120 ° C durante 20 minutos.
acido
As células sdo suspensas em 75 mL de solugcdo de NaOH 0,75% e tratadas
Tratamento o .
L na autoclave a 120 ° C durante 20 minutos.
bésico
As células séo suspensas em tampao acetato (0,1 M, pH 4) adicionado com
o a mistura de enzimas Sumizyme AP2 (0,1-0,2% em relagcdo a matéria
Digestao - x . o N !
enzimatica seca). A incubagdo realizada a 65 ° C durante 4 h. A reacdo é interrompida

por imersdo em agua fervida durante 15 min. 3% da solucéo de

cloranfenicol é adicionada antes da conservacdo para assepsia.
Tabela 4. Métodos utilizados para o rompimento da parede celular microalgal. Fonte: (Adaptada de BCHIR et
al. 2016).

3.3.4 Fermentacéo

A fermentacdo é um dos métodos mais utilizados para a producdo do bioetanol e as
microalgas fornecem carboidratos e proteinas que podem ser usadas como fontes de carbono
para a fermentacdo (HARUN et al., 2010). A fermentacdo alcodlica é a conversao dos agucares
da biomassa, advindos do amido ou celulose, em etanol. Esta biomassa é convertida em
acucares e o fermento quebra-o e converte-o em etanol (MCKENDRY, 2002b) (Figuras 2 e 3).
A conversdo de aclcares microalgais para o bioetanol dependera da eficiéncia da sua extracéo
e capacidade de qualguer método etanologico escolhido e dos microrganismos que serdo
utilizados (DOAN et al., 2012).

Um fermento comercial liofilizado Saccharomyces cereviseae foi utilizado por Bchir et
al. 2016 para fermentacdo em que, um grama de levedura foi ressuspensa assepticamente em 9
mL de agua destilada e mantida a 30 °C durante 15 min, em seguida foi adicionada ao meio
Sabouraud liquido e incubada a 30 °C durante a noite sob agitacdo para constituir a pré-cultura
de levedura. Segundo Bchir et al. 2016 para cada 50 mL de cada sobrenadante para fermentacao
foi adicionado 5 mL de précultivo apds a sua autoclavagem, isto com o pH ajustado para 7 +
0,1 e as condicGes anaerdbicas asseguradas por borbulhamento de nitrogénio para direcionar o

metabolismo para a produgéo de etanol por fermentagédo que durou 48 h a 30 °C sob condigdes
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de agitacdo. Apos a fermentagdo, um processo de destilacdo foi necessério para remover a agua
e outras impurezas no alcool diluido com uma concentracdo de 10-15% de etanol (BRENNAN;
OWENDE, 2010). O etanol obtido da purificacdo devera ter uma concentra¢do de volume de
95,1 a 96,0 % e pode ser usado como aditivo ou substituto da gasolina em automaveis.

oleo —> biodiesel

Agua e nutrientes

l agucares p——> bioetanol
H,O/nutrientes S
2 > -
Produgio de N Colheita da S Processamento da
Luz —> | biomassa algal biomassa biomassa
CO; —
CO,
Biogas
Producéo de - -
e < Digest3o anaerobia <Y
electricidade
‘L v
Efluente: e Alimenta¢do animal
*  Fenilizagao Outros produtos

® Imgacido

Figura 2. Esquema simplificado do processo para producéo de bioetanol a partir de biomassa microalgal.
Fonte: (CHISTI, 2008).
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Figura 3. Processos de producdo de bioetanol a partir de biomassa microalgal. Fonte: adaptado de
(MUSSATO et al., 2010).

Em pesquisas realizadas por Miranda (2011), um dos métodos utilizados, consistiu em
selecionar a microalga da espécie Scenedesmus obliquus para o estudo da obtencéo de agUcares.

A microalga foi mantida em meio de cultura Bristol com valor de pH 7, cultivadas em um
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fotobiorreator de coluna de bolhas em PVVC com 10 L de capacidade e com iluminag&o artificial,
ja os ensaios de fermentacdo foram realizados com leveduras das estirpes Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces bayanus, Saccharomyces cerevisiae I-uvarum, Saccharomyces
carlbergensis, Kluyveromyces marxianus e Pichia stipitis.

Para Mckendry (2002a) as tecnologias de converséo para a utilizagdo de biomassa de
microalgas pode ser dividida em duas categorias basicas: conversao termoquimica e conversao
bioquimica, o que pode influenciar a escolha do processo de conversédo é o tipo e a quantidade
de matéria-prima de biomassa, a escolha da forma de energia utilizada, aspectos econémicos,
as especificidades do projeto e a forma final desejada do produto. Na conversdo bioquimica,
um processo bioldgico de conversdo de energia da biomassa em outros combustiveis, incluem
digestdo anaerodbia, fermentacdo alcoolica e producéo de hidrogénio fotobiologico (USDOE,
2002).

3.4 As microalgas como biorremediadoras no tratamento de efluentes

Pesquisas tém sido desenvolvidas na busca por meios de cultura para diferentes cultivos
de microalgas. A utilizacdo de meio sintético pode representar altos custos com relacdo aos
nutrientes e assim ser um fator limitante para a producdo. Uma alternativa de cultivo a ser
estudada esta relacionada com um dos maiores problemas enfrentados pela sociedade moderna,
que € a producdo de uma grande demanda de residuos domésticos e de efluentes derivados de
processos industriais. Ao serem lancados sem tratamento no ambiente trazem muitas
consequéncias indesejaveis. Para reduzir esses impactos, os diversos efluentes requerem
tratamentos adequados e eficazes.

A técnica de biorremediacdo utiliza de microorganismos e outros aspectos do ambiente
natural para tratar aguas residuais de seus nutrientes. As microalgas, em particular, podem ser
usadas no tratamento secundario de esgoto para limpar a 4gua contaminada, promovendo a
eliminacdo, atenuacdo ou transformacdo de substancias poluentes ou contaminantes pela
aplicacdo de processos bioldgicos. (KSHIRSAGAR, 2013; DIVYA et al.,, 2015; THOMAS et
al., 2016).

Os compostos organicos presentes nos diversos tipos de efluentes sdo essenciais para o
crescimento das microalgas, estas por sua vez favorecem a biorremediacao das aguas residuais
com a subtracdo de elementos como nitrogénio e fosforo presentes em quantidades

consideraveis nos efluentes. O cultivo de microalgas dispde da possibilidade eficiente de lidar
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com esses efluentes devido a capacidade desses microrganismos de remover muitas substancias
toxicas e capturar nutrientes de ambientes aquosos para produzir biomassas Uteis (KOTHARI
et al., 2013). Para Harun et al. (2010) as microalgas proporcionam vantagens para o tratamento
de efluentes através do aumento no desempenho da degradagdo e remocdo de rejeitos, além de
metais pesados em aguas residuais industriais, contribuindo na captacdo de gas carbdnico e na
consequente reducdo e equilibrio da concentracdo desse gas na atmosfera. Essa capacidade de
remocado de nutrientes através do cultivo de microalgas e sua eficiéncia na biorremediacéo ja
havia sido demonstrada em varios tipos de efluentes como esgoto doméstico, residuos
industriais e residuos agricolas (LIM et al., 2010).

3.5 Cultivo de microalgas

As microalgas necessitam de fatores abidticos para a produgdo priméaria dos compostos
organicos que as constituem, portanto, séo fortes bioindicadoras da qualidade da 4gua de onde
retiram nutrientes necessarios ao seu desenvolvimento. Atualmente, um dos métodos mais
eficientes para o tratamento de efluentes é usa-los como fontes de nutricdo de baixo custo para
o cultivo de microrganismos, incluindo microalgas (CHEN et al., 2015). Estas microalgas
acumulam o nitrogénio e o fosforo presentes no ambiente, assimilando-os em quantidades
maiores que as necessarias ao Seu crescimento e posteriormente os convertem em substancias
de reservas (biomassa) que podem ser tranformadas em produtos com valor comercial
(DANTAS, 2013).

O cultivo de microalgas pode ser desenvolvido por alguns tipos de processos:
autotrofico, heterotréfico, mixotréfico e fotoheterotréfico. No cultivo autotrofico, as microalgas
utilizam luz e carbono inorganico (CO.) como fonte de carbono para sintetizar energia quimica
através da fotossintese (CARDOSO et al. 2011). Para Dantas (2013), é importante verificar
alguns parametros que devem ser analisados para a viabilidade do cultivo e consequente
obtencdo da biomassa: o facil cultivo em larga escala; adaptacdo do sistema de cultivo em
condic@es artificiais; a melhor condi¢do de sintese do composto de interesse; potencial e
elevada taxa de crescimento, uma vez que o ciclo de vida das microalgas é curto, permitindo
que a populacdo seja duplicada em curto tempo; além da minimizacéo de custo de producéo e
outros aspectos a serem analisados no decorrer do processo.

As microalgas requerem condic¢des de cultivo adequadas que possam conduzir a uma
elevada taxa de crescimento e produtividade (FERNANDEZ et al., 2013). Alguns fatores
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limitantes ao crescimento e a potencial producdo de biomassa pelas microalgas
fotossintetizantes estéo relacionadas ao fornecimento de nutrientes, luz e fontes de carbono. A
falta de um ou alguns desses fatores, como também o cuidado para que todas as microalgas
tenham acesso de forma homogénea a essas condi¢des, sdo cruciais para a obtencdo de uma
biomassa nutritiva (DANTAS, 2013).

Desta forma, para o cultivo das microalgas, séo utilizados fotobiorreatores, estes podem
ser classificados em: sistemas abertos e sistemas fechados. Para Cardoso et al. (2011) os
sistemas de tanques abertos sdo 0s mais indicados para o cultivo de microalgas de forma
autotrofica devido ao seu baixo custo de operacdo e, concomitantemente, pode-se utilizar &guas
residuarias para o cultivo de microalgas por conter nutrientes abundantes como fontes de
nitrogénio, fosforo e carbono, 0s quais sdo necessarios para o crescimento das microalgas. Os
sistemas hibridos também podem ser utilizados, estes combinam dois estagios separados de
crescimento. O primeiro envolve o cultivo em Fotobiorreatores (FBRs) até que se atinja uma
quantidade de células que reduzam os efeitos de contaminacdo por espécies indesejadas e
bactérias (KLEIN, 2013). O segundo estagio envolve a transferéncia das microalgas para as
lagoas abertas.

As lagoas artificiais do tipo raceway sao as mais empregadas, devida as lagoas circulares
serem menos atrativas por apresentarem alto custo nas estruturas em concreto, consumo elevado
de energia para agitacdo, complexidade mecénica para injecdo de CO; e uso ineficiente da terra
(KLEIN, 2013). Existem desvantagens relacionadas ao cultivo autotréfico das microalgas, que
é considerado lento devido as limitagcdes na captacdo de luz impostas pela alta densidade celular
feita em cultivos de grande escala e desvantagens relacionadas a inibicdo da fotossintese pelo
execesso de luz em dias de muita insolacdo sobre os sistemas abertos, além de maior risco de
contaminacdo (CARDOSO et al., 2011). Em nivel laboratorial é possivel controlar esses efeitos
e superar as denvantagens quando o cultivo € feito em pequena escala, mas necessita-se de
pesquisas no intuito de melhorar a eficiéncia dos cultivos abertos que trazem vantagens com
relacdo ao controle da temperatura, menos agentes oxidantes, menos danos as celulas e alto
custo dos sistemas fechados para producéo em grande escala.

Algumas das limitacdes dos sistemas abertos levaram ao desenvolvimento de FBRs,
definido como um reator projetado para o crescimento fotoautotréfico de microrganismos, de
forma isolada do meio externo. Os principais designs de FBRs incluem fotobiorreatores
tubulares, que maximizam a captura da luz solar; o de placas paralelas, que possuem uma

grande area de superficie exposta a iluminagdo solar e alcanca altas taxas de densidades de
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celulas e o fotobiorreator de coluna, que apresenta agitacdo eficiente, maiores taxas
volumétricas de transferéncia de massa e as condicGes facilitadas de crescimento e controle
(KLEIN, 2013).

4 MATERIAIS E METODOS

A metodologia proposta neste estudo, consistiu em uma abordagem quali-quantitativo
do tipo pesquisa experimental, na qual foi desenvolvida nas seguintes etapas (Figura 4). A
sequéncia demonstra o fluxo de atividades realizadas no decorrer das pesquisas experimentais

e apresentam uma sequéncia logica para o alcance dos objetivos do trabalho.

Obtencao da
Microalgas Analise da biomassa seca Destilacéo e
biorremediagéo por determinagéo
liofilizacdo do bioetanol

Crescimento —
das Decantacéo e Analises
microalgas obtencdo da bioguimicas
em ED biomassa de )
amida carboidratos Fermentacgdo

Producéo
de
biomassa

Monitoramento
do crescimento
das microalgas

Anadlise do
cultivo

Desintoxicagao
do hidrolisado

Extracdo de
acucares por

Espécie Cultivo em

selecionada balGes

hidrolise

Figura 4. Processo continuo simplificado demonstrando as etapas realizadas desde o cultivo de microalgas até a
producdo de bioetanol

4.1 Microrganismos
4.1.1 Microalgas

Para o estudo foram selecionadas cinco cepas do banco de dados do Laboratério de
Ambientes Recifais e Biotecnologia com Microalgas (LARBIM/UFPB) que obtinham um
maior percentual de carboidratos e uma melhor taxa de crescimento (Tabela 5). As cepas de
microalgas (D338); (D464); (D467); (D577); (D498) foram inoculadas em meio de cultura
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sintética (WC) (Tabela 7), sob temperatura a 25°C e iluminagdo artificial para favorecer o

crescimento.

Cddigo Espécie Procedéncia
D338 Oocysttis solitaria Bebedouro das galinhas — Bayeux (PB)
D464 Geminella sp. Aldeia Tramataia — Viveiro Seco — Poca 2 (PB)
D467  Actinastrum hantzshii ~ Fontes dos milagres — Parque nacional — (P1)
D577 Chroococcus sp. Lagoa do Paraiso — (CE)
D498 Kirchneriella sp. Acude Fazenda Panati — (PB)

Tabela 5. Espécies de microalgas selecionadas para o cultivo em efluente doméstico e procedéncia.

4.1.2 Efluente doméstico

O efluente doméstico (ED) foi coletado na ETE- Estacdo de tratamento de esgotos de
Mangabeira — Jodo Pessoa, no médulo 1, ja na fase de pré-despejo no rio Cuia localizado em
Jodo Pessoa/PB. Em seguida foi colocado em um baldo de vidro de 3 litros para ser
encaminhado para a autoclave a uma temperatura de 120°C por 30 minutos. Apds o resfriamento
a temperatura ambiente, o efluente foi filtrado em bomba de vacuo com papel filtro unifil 125
mm, espessura 0,20 mm e retencdo de particulas de 7 a 12 um, e em seguida refrigerado a 2°C
de temperatura. Uma amostra foi retirada e encaminhada ao Laboratério de Saneamento na

Universidade Federal da Paraiba para as analises fisico-quimicas descritas no item 4.1.4.7.

4.1.3 Reagentes

Os reagentes quimicos utilizados ao longo do trabalho experimental estdo especificados

na Tabela 6 a seguir.
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Reagentes PM Formula Pureza Marca
Acido sulfarico 3N 98,08  H2S04 p.a. EMSURE
Acido nitico 65 % 63,01 HNOs p.a. EMSURE
Hidroxido de calcio 74,09 Ca(OH)2 96% Riedel-deHaén
Acido 3,5-dinitrossalicilico, 228,12 C7HeOs5.H.0O puro Merck
Hidrdxido de sédio 40,04 NaOH Puro JMS
Tartarato duplo de sédio e potassio 282,23 CsHiKNaOs.4H,O p.a. Panreac
D-Glucose anidra 180,16 CsH120¢ p.a. Pronalab
Fenol a 4 %. 94,11 CeHeO p.a. Merck

Tabela 6. Reagentes utilizados

4.1.4 Crescimento das microalgas

Foi utilizado efluente doméstico para o cultivo de cinco espécies de microalgas para
acompanhar e avaliar, por meio de analise de fluorescéncia, as cepas que mais cresciam. Os
critérios de selecdo das cepas que foram obtidas do banco de microalgas do Laboratério de
Ambientes Recifais e Biotecnologia com Microalgas (LARBIM/UFPB) esteve relacionado as
microalgas com maiores teores de carboidratos e melhores indices de crescimento (Tabela 5).

Foram utilizados tubos de ensaios, previamente esterilizados, contendo 6 mL do meio
de cultivo para cada espécie nas diluicdes de 25% e 50%, todos em triplicata conforme o item
4.1.4.1.

4.1.4.1 Preparacdo dos meios de cultivo

Para a preparacao dos meios de cultivo em tubos de ensaio preparou-se duas solugdes
com diluices de 25% e 50 % para o efluente doméstico (ED). Foi inoculado 6 mL da diluicdo
de 25% (ED + agua destilada) em 15 tubos de ensaios e em seguida 6 mL da dilui¢cdo de 50%
(ED + agua destilada) em outros 15 tubos de ensaios. Para cada uma das cinco cepas
monitoradas, um meio controle foi utilizado em triplicatas nos tubos de ensaios que continham
0 meio sintético WC (Tabela 7) e a microalga. Em triplicatas, cada cepa das cinco espécies de
microalgas foi inoculada nos tubos de ensaios nas dilui¢cdes de 25% e 50% (ED + &gua destilada
+ cepa).

Para inocular as cepas nos tubos de ensaios contendo as diluigdes de efluentes

domésticos e nos tubos de ensaios contendo o meio controle (WC) foi realizada a contagem
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celular de cada espécie de microalga apds inocular cada cepa nos tubos de ensaios. A contagem
foi feita em microscdpio 6ptico com um aumento total de 100X. Um hemocitémetro da marca
Albert Sass - Fuchs-Rosenthal, contendo marcacdes de forma a montar 16 quadrados maiores
e, dentro desses, 16 quadrados menores de mesmo tamanho, auxiliou na contagem das células,
que de acordo com o numero obtido é multiplicado por um fator e se obtém a quantidade de
células por mililitro. A quantidade a ser inoculada nos tubos de ensaios deve estar entre 10.000

e 15.000 mil células por mililitro apds a multiplicacdo pelo fator correspondente.

Parametros Valores
NO3 (mg L™ 42,6
NO; (mg L% 0,0117
NH; (mg L% <0,01
PO; (mgL™Y) 2,8

Rigidez parcial — Ca?* (mg CaCO3 L?) 0,2
Rigidez parcial - Mg?** (mg CaCOs L) 0,6

Cl(mg L™ 46
Condutividade elétrica (mS cm™) 0,297
Total de solidos dissolvido (mg L) 193
Turbidez (NTU) 4,63

DQO (mg O2L™Y) 36

Tabela 7. Meio de cultura sintético WC. Fonte: modificado de (CALIXTO, 2016).

4.1.4.2 Monitoramento do crescimento por fluorescéncia

O monitoramento do crescimento foi feito por analises da fluorescéncia — “in vivo”
das amostras em um fluordmetro Turner Design, modelo 10005R, até a fase estacionaria. Os
tubos de ensaios com o cultivo foram mantidos a 25 + 1 ° C e um sistema de luz artificial (4,5
+ 0,3 kLIux) por um fotoperiodo de 12 horas.

O acompanhamento foi realizado em dias alternados por um periodo de 13 (treze) dias,
contabilizados 7 (sete) registros. Através deste monitoramento, foi possivel plotar os valores
obtidos nas medi¢6es no equipamento de fluorescéncia e 0s respectivos fatores de multiplicacéo
correspondentes em cada leitura, e assim identificou-se a cepa que obteve o maior crescimento
na diluicdo correspondente.

Apos a selecdo da espécie que obteve o maior crescimento correspondente a dilui¢do do

meio de cultivo, iniciou-se a 22 etapa de cultivo.
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4.1.4.3 Cultivo da microalga da espécie (D467WC) - Actinastrum hantzshii

A espécie (D467WC) - Actinastrum hantzshii, selecionada na primeira etapa de cultivo,
foi inoculada em baldes de fundo redondo com capacidade de 6 L contendo o efluente
doméstico na proporcdo de 25 % e a 4gua destilada na proporcao de 75%, ambos esterilizados.
O teste foi feito em triplicata e os baldes contendo a cepa e 0 meio de cultivo na concentragédo
de 25%, como também os balbes do meio controle (cepa e meio WC) foram mantidos em uma
camara de cultura nas condigdes de crescimento de 25 = 1 ° C, um sistema de luz (4,5 £ 0,3
kLIux) e um fotoperiodo de 12 horas, com pH entre 7 e 8 e aeracdo continua por injecdo de ar
a pressdo padrdo (2,0 mL / min) usando um mini compressor Resun AOC2. Antes de inocular
no meio de cultivo, uma amostra do meio foi encaminhado ao laboratorio de saneamento —
UFPB para analise dos seguintes parametros: condutividade elétrica, solidos totais dissolvidos,
solidos totais volateis, solidos totais fixos, turbidez, pH, fosfato, nitrato, nitritos, demanda
quimica de oxigénio (DQO) e metais pesados (Aluminio). As técnicas utilizadas tiveram como
base a literatura do Standard Methods 222 edicdo — For the Examination of water and
wastewater (RICE et al., 2012) e Manual de Analises Fisico-Quimicas de Aguas de
Abastecimento e Residuarias (SILVA; OLIEIRA, 2001).

4.1.4.4 Andlise do cultivo da microalga D467WC - Actinastrum hantzshii

Em dias alternados, foi feita a analise de fluorescéncia e contagem celular em
hemocitdmetro da marca Albert Sass - Fuchs-Rosenthal no microscopio Optico com um
aumento total de 100X, para a obtencdo das curvas de crescimento até a fase estacionaria. Com
a contagem celular foi possivel obter a densidade celular. Apds esta fase, interrompeu-se o

cultivo e encaminhou as amostras para a etapa de decantacdo e em seguida centrifugacao.

4.1.4.5 Determinacdo do peso seco do cultivo da microalga D467WC

A andlise do peso seco da biomassa consiste em um método gravimétrico que foi
realizado em triplicata ao final do cultivo. Para a realizacdo dessa analise foi utilizada balanca
analitica da marca Shimadzu, modelo ATY224 verificada pelo INMETRO n° 059/2014. Os
dados de biomassa sdo expressos em g.L . Para determinagdo do peso seco do cultivo de

microalgas foi filtrado 5 mL do volume da cultura em filtros de fibra de vidro de 47mm de
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didmetro e poro de 0,45 um, previamente lavados com &gua destilada, secos a 80 °C durante
1,5 h e tarados. Apos a filtracdo, os filtros contendo a biomassa ficaram a 80 °C por 1,5 h na
estufa e em seguida foram pesados novamente. A Equacao 1 foi utilizada para o célculo do peso
seco da biomassa (SILVA, 2014).

F2-F1

Bs(g.L—1) = v (1)

Em que:

Bs = biomassa seca da amostra (g.L?),

F1 = massa do microfiltro seco (g),

F2 = massa do microfiltro com biomassa seca (g)

V = volume de cultivo filtrado (L)

4.1.4.6 Obtencédo da biomassa Umida por decantagédo

Para 0 processo da decantacdo do cultivo da cepa D467WC contendo o efluente
doméstico na concentracdo de 25% e o cultivo do grupo controle, foi necessario manter o
material de estudo em um freezer sob 9 °C por um periodo de 72 horas para decantagdo. Apos
este processo, separou-se 0 sobrenadante por meio de um passador de borracha. Para a obtencao
da biomassa Umida, o material decantado foi colocado na centrifuga refrigerada marca
Novatecnica, modelo NT 825 a 10 °C durante 15 minutos, com rotacdo de 3100 rpm. Apos 0
processo da centrifugacdo, as amostras foram congeladas a -30 °C e posteriormente,

liofilizadas.

4.1.4.7 Andlise da biorremediacédo do efluente

O meio contendo o efluente doméstico na concentracdo de 25% com agua destilada que
foi utilizado para o crescimento das microalgas da cepa D467WC, foi esterilizada e em seguida
foi encaminhado ao laborat6rio de saneamento — UFPB para analise dos parametros descritos
no item 4.1.4.3. Os resultados obtidos serdo comparados com as analises realizadas antes do

cultivo.
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4.1.4.8 Obtencéo da biomassa seca por liofilizagédo

As amostras das biomassas congeladas foram liofilizadas em um liofilizador modelo
LD1500, marca TERRONI, por 24 horas, para que o processo da desidratacdo fosse completo.
Em seguida, pesou-se as amostras e armazenou-as congeladas a -30 °C.

4.1.4.9 Produtividade da biomassa

Apo6s a biomassa centrifugada ter sido liofilizada até a obtencéo de peso constante, foi
possivel determinar o rendimento em biomassa (RB) (g L™). A produtividade da biomassa (PB)
€ a biomassa seca produzida em gramas por litro que é determinada como o produto da taxa de
crescimento especifica (i) e concentracao de biomassa (X), na fase de crescimento exponencial
(GRIFFITHS e HARRISON, 2009).

Analisou-se os parametros relacionados ao crescimento das microalgas: tempo de
cultivo; taxa de crescimento (k), que representa a taxa de duplicacdo diaria das células,
calculada pela equacdo descrita por Fogg e Thake (1987) — (Equacdo 2) e taxa maxima de
crescimento populacional (Rmax), que corresponde ao nimero maximo de células obtidas ao
final de cada experimento, subtraindo a densidade celular inicial do in6culo. Para determinacéo
da PB, as amostras foram coletadas no final da fase exponencial e calculadas de acordo com a

Equacéo 3.

K= (Ln N- Ln No). (t-to)* (2)
Em que:
K = velocidade especifica de crescimento
No = nimero inicial de células. mL*
to = tempo inicial
N = namero final de células. mL*
t=tempot
——
Em que:
P = produtividade (g-L *.dia™)
BSi= biomassa seca no dia zero de cultivo (g-L ?)

BSt= biomassa seca no tltimo dia de cultivo (g-L 1)
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t = tempo decorridos em dias entre a BS; e a BSt

v = volume em litros

4.1.5 Andlise de carboidratos totais da microalga (D467WC) - Actinastrum hantzshii

Os teores de acucares totais foram determinados pelo método do reagente fenol-
sulfarico de Derner, 2006 adaptado (KORCHERT, 1978).

Uma curva padréo de calibracédo foi preparada a partir de uma solucdo de glicose anidra
de concentracéo igual a 300 uL/mL, com um gradiente de concentragdo que variou de 0 a 240
puL/mL. Foi pesado 5 mg da amostra liofilizada e em seguida submetida a hidrélise alcalina
com 2 mL de NaOH 1,0N a 100 °C em banho maria por 1 hora. Em temperatura ambiente as
amostras foram resfriadas em seguida centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos. Apds a
extracdo, 500 pL do extrato alcalino foi transferido para um tubo de ensaio no qual foi
adicionado 1 mL de NaOH 1 N e 500 pL de fenol a 4 %. Esta solucdo ficou em repouso durante
30 minutos. Apds o repouso, adicionou-se 2,5 mL de H,SO4 concentrado. Apos esfriar a
temperatura ambiente foi lida a absorbancia da amostra em espectrofotometro U2M Quimis a
485 nm.

4.1.6 Bioetanol a partir da microalga Actinastrum hantzshii

4.1.6.1 Biomassa

A biomassa microalgal necessaria para a producdo de bioetanol foi cultivada em balGes
de fundo redondo de 6 L, contendo o efluente doméstico na concentracdo de 25 % e 75% de
agua destilada. Foram cultivados 240 L de forma alternada em balbes que foram mantidos em
uma camara de cultura nas condic6es de crescimento de 25 + 1 ° C, um sistema de luz (4,5 +
0,3 kLIux) e um fotoperiodo de 12 horas, aera¢do continua por injecdo continua de ar a pressao
padrdo (2,0 mL / min) usando um mini compressor Resun AOC2 e pH entre 7 e 8, no periodo
de 08 de agosto de 2018 a 02 de janeiro de 2019 (Figura 11). O processo simplificado para a

producdo de bioetanol a partir de biomassa microalgal consta na Figura 12.
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4.1.6.2 Processo para ruptura da parede celular e extragdo dos acglcares da microalga (D467WC)

- Actinastrum hantzshii

Os carboidratos intracelulares devem estar disponiveis para a fermentacdo, assim, o
primeiro passo consiste em destruir a parede celular microalgal para recuperar aguicares no meio
extracelular. Para isso, 1 g de biomassa liofilizada foi utilizada nesta etapa. Dois métodos para
ruptura celular e extracdo de agucares da biomassa microalgal foram aplicados: tratamentos
fisicos por sonicacgdo e associacdo de tratamentos quimicos e fisicos (ataque acido e alcalino
sob pressédo e temperatura). Os ensaios foram feitos em duplicata.

Para 0 método de sonicagdo a amostra de 0,5 g de biomassa seca foi colocada num tubo
de ensaio de plastico, ao qual foi adicionado 5 mL de &gua destilada (proporcéo 1:10). A
sonicacdo da amostra foi realizado no aparelho SoniClean 6 — Sanders, com frequéncia de 40
KHz a 500 W, durante 30 s. Em seguida, foi resfriado durante 10 min. Para cada amostra,
repetiu-se o procedimento cinco vezes para possibilitar o rompimento da parede celular.

Na associacdo de tratamentos quimicos e fisicos da biomassa, adicionou-se 5 mL de
solugdo 3 N de &cido sulfurico (H2SOs), as amostras de 0,5 g biomassa seca (relagdo 1:10).
ApoOs agitacdo no agitador de vortex, os tubos de ensaio com batoque e cobertos com papel
aluminio, foram colocados na autoclave previamente aquecido a 100 °C. Ao marcar 120 °C na
autoclave e pressdo de 1,2 bar, iniciou-se a contagem de 30 minutos e apds o resfriamento,
abaixo de 100 °C, que durou aproximadamente 60 minutos, as amostras foram retiradas da
autoclave.

As amostras foram centrifugadas por 10 minutos e o sobrenadante filtrado em
microfiltros em fibra de vidro Unifil de 0,35 mm de espessura diametro e porosidade 0,60 pm.
Apos filtracdo, foram identificados os agUcares presentes por determinagdo do teor em acucares

redutores.

4.1.6.3 Determinacédo do teor em agucares redutores

Para determinacdo do teor dos acucares redutores foi usado o0 método DNS (MILLER,
1959). Para preparacdo do reagente foi necessario dissolver em 1 L de dgua destilada 10 g de
acido 3,5-dinitrossalicilico, 16 g de hidréxido de sodio e 300 g de tartarato duplo de sodio e
potassio. A solugéo foi, por fim, filtrada e conservada em um frasco escuro. Cerca de 1mL da

amostra hidrolisada foi misturada com 2 mL do reagente de DNS, colocados em banho maria a
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100 °C durante 10 min e adicionou-se 7 mL de &gua destilada. A absorbancia foi medida a 540

nm usando espectrofotometro U2M Quimis (OK et al. 2018).

4.1.6.4 Ruptura da parede celular e extracdo dos agucares da biomassa da microalga (D467WC)

- Actinastrum hantzshii.

Apos a etapa de selecdo do método mais eficiente para ruptura da parede celular iniciou-
se a extracdo dos aclcares fermentesciveis da biomassa microalgal. Diante disso, 50 g da
biomassa seca (Figura 12) foi utilizada para ruptura da parede celular e extracdo dos agucares
pela associacdo de tratamentos quimicos e fisicos. Preparou-se 500 mL de solucdo 3 N de &cido
sulfrico (H2SO.) e adicionou-0 a biomassa seca (relagdo 1:10). Apos agitacdo em um
Erlenmeyer de 1 litro, tampados com batoque e papel aluminio, a amostra foi encaminhada a
autoclave previamente aquecido a 100 °C. Ao marcar 120 °C na autoclave e presséo de 1,2 bar,
iniciou-se a contagem de 30 minutos e apds o resfriamento, abaixo de 100 °C, que durou
aproximadamente 60 minutos, o hidrolisado foi retirado e centrifugado por 15 minutos e o

sobrenadante filtrado em papel filtro Unifil 4-7 pm.

4.1.6.5 Purificacdo do hidrolisado

Para reduzir a concentracdo de sulfato e inibidores, adicionou-se ao hidrolisado, sob
temperatura ambiente, quantidades sucessivas de hidroxido de calcio Ca(OH). que
correspondeu a 60 g/L, a 200 rpm por 1 hora. No final, o hidrolisado foi centrifugado a 3500

rpm durante 10 min e o valor de pH ajustado para 5,3 pela adi¢do de acido nitrico.

4.1.6.6 Fermentacéo

4.1.6.6.1 Crescimento da levedura

Os ensaios de fermentacdo foram realizados com leveduras seca industrial das estirpes
Saccharomyces cerevisiae. As leveduras foram tratadas em meio de cultura (MC) — (Tabela 8)
em um Enrlemeyer de 250 mL com 100 mL de meio de cultura tapados com rolhas de algodéo,
a 30 °C e 200 rpm, mantidos numa incubadora do tipo shaker da marca Logen Scientific por 10

horas.
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Para inocular o hidrolisado utilizou-se leveduras em crescimento exponencial
provenientes de pré-culturas que, em geral, situa-se entre as 3 e as 11 horas (MIRANDA, 2011).
As leveduras no pré-indculo foram recolhidas por centrifugacdo durante 10 min a 3500 rpm e
as células foram ressuspensas em agua destilada esterilizada com volume necessario para obter

uma concentragéo final de biomassa de 10 g.L™.

Nutriente Concentracdo (g.L ™)
Extrato de malte 3
Peptonas 5
Dextroses 10
Extracto de levedura 3

Tabela 8. Composic¢do do meio MC. Fonte: (LEE et al., 2011)

4.1.6.6.2 Fermentacdo do hidrolisado

Para preparar o inoculo para a fermentacdo em duplicata, 350 mL do hidrolisado foram
transferidos para um Enrlemeyer de 500 mL e uma quantia equivalente a 15 g/L da suspenséo
de levedura foram adicionados e encaminhados a uma incubadora do tipo shaker da marca
Logen Scientific a 150 rpm e 32 ° C. Ao inocular e, periodicamente, por¢cdes de 1 mL foram
retiradas para a verificacdo do grau Brix e acompanhamento da fermentacdo. Desta forma, o

hidrolisado permaneceu na incubadora por 72 h.

4.1.6.8 Destilacédo

Apo0s 72 horas de fermentacdo, o caldo de cultura resultante foi centrifugado a 3500 rpm

por 10 min e destilado com unidade de destilacdo fracionada a 75 ° C.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo do crescimento das cepas e determinacédo da melhor diluicdo do Efluente
Domeéstico (ED)

Apos o cultivo das cinco espécies de microalgas feito em tubos de ensaios que foram
mantidas a 25°C e iluminagdo artificial e com as andlises de fluorescéncia realizadas com as

cepas durante o cultivo, foi possivel perceber que a cepa (D467WC) - Actinastrum hantzshii
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obteve uma curva de crescimento mais acentuada nas diluicdes a 25% e a 50% de efluente
doméstico (ED) (Figuras 5 e 6) em relagdo as outras espécies estudadas, porém, o crescimento
mostrou-se mais promissor na diluicdo a 25% de ED como é possivel observar na Figura 5.
Também foi possivel verificar que o cultivo da cepa D467WC em efluente doméstico a uma
diluicdo de 25% foi mais favoravel ao crescimento desta microalga se comparado ao grupo
controle contendo o meio de cultivo WC (Figura 9) no qual a composi¢cdo do meio consta na
Tabela 7. As cepas D338WC, D464WC, D577WC e D498WC evidenciaram um crescimento
consideravelmente inferior nas diluicbes a 25% e a 50% de efluente doméstico quando
comparadas a cepa D467WC na diluicdo a 25% de ED e aos grupos controles contendo o meio
de cultivo WC (Figuras 7, 8, 10 e 11). Pode-se perceber na analise dos gréficos que a microalga
com a menor curva de crescimento foi a D577WC, tanto na dilui¢do a 25% quanto na dilui¢éo
a 50% de ED (figura 11). A cepa D498WC também obteve uma curva de crescimento
satisfatoria na diluicdo a 25% de ED, mas o crescimento foi inferior quando comparado ao
cultivo no meio WC (Figura 10). Calixto et al. (2016), em sua pesquisa, afirma que as maiores
respostas obtidas no acompanhamento do crescimento, especialmente no esgoto doméstico
municipal na mesma diluicdo de 25%, foram observadas com Chlorella sp. (D101Z2),
Chlamydomonas sp. (D132WC) e Lagerheimia longiseta (D133WC).
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Figura 5. Comparagdo de crescimento por fluorescéncia entre as cepas 577, 467, 498, 338 e 464
cultivadas em tubos de ensaios contendo 25% de efluente doméstico mantidos sob iluminac&o artificial a 25°C.
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Figura 6. Comparacdo de crescimento por fluorescéncia entre as cepas 577, 467, 498, 338 e 464
cultivadas em tubos de ensaios contendo 50% de efluente doméstico mantidos sob iluminagdo artificial a 25°C.
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Figura 7. Comparacdo de crescimento em fluorescéncia com a cepa D464WC cultivada em tubos de
ensaios nas diluicBes de 25% e 50% de efluente doméstico mantidos sob iluminacéo artificial e a 25°C.
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Figura 8. Comparacdo de crescimento em fluorescéncia com a cepa D338WC cultivada em tubos de
ensaios nas diluicdes de 25% e 50% de efluente doméstico mantidos sob iluminacéo artificial e a 25°C.

Unidade de fluorescéncia

—e—Controle ——25% —o—50%
400,00000
350,00000 | Ly
300,00000 |- o 2 S
250,00000 |- P e
200,00000 | 0. ¢
150,00000 | g
100,00000 |
50,00000 | 8
- _oofime?t
0,00000 Dias de cultivo (d) 21314 15 16

Figura 9. Comparacéo de crescimento em fluorescéncia com a cepa D467WC cultivada em tubos de
ensaios nas diluices de 25% e 50% de efluente doméstico mantidos sob iluminacéo artificial e a 25°C.
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Figura 10. Comparagdo de crescimento em fluorescéncia com a cepa D498WC cultivada em tubos de
ensaios nas diluicdes de 25% e 50% de efluente doméstico mantidos sob iluminacéo artificial e a 25°C.
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Figura 11. Comparagdo de crescimento em fluorescéncia com a cepa D577WC cultivada em tubos de
ensaios nas diluicBes de 25% e 50% de efluente doméstico mantidos sob iluminacéo artificial e a 25°C.

5.2 Microalga selecionada para o cultivo e producédo de biomassa

A microalga D467WC

- Actinastrum hantzshii, foi a que obteve a melhor adaptagéo no

meio (ED) na diluicdo a 25% com relacdo ao crescimento e tempo de cultivo (Figura 12).

A espécie de microalga Actinastrum hantzshii pertence a Divisdo Chlorophyceae,

Ordem Chlorococcales e Familia Coelastraceae. Possuem o formato de Cendébios estrelados,
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formados por 4-8 células radiando de um centro comum e suas células cilindricas e afilando
gradualmente em dire¢cdo ao apice, com tamanho de 2-4 um didmetro e 16 - 30,7 um
comprimento de cloroplasto Unico, parietal e 1 pirendide na regido mediana da célula
(SANT’ANNA et al. 2012).
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Figura 12. Microalga Actinastrum hantzshii vista ao microscopio éptico com aumento de 400X, 630X e
1000X respetivamente.

5.3 Avaliacdo do cultivo da cepa selecionada D467 - Actinastrum hantzshii

No acompanhamento do crescimento em fluorescéncia do cultivo da microalga
Actinastrum hantzshii - (D467WC) em bal6es de fundo redondo com 6 litros de capacidade,
mantidos sob iluminac&o artificial e a 25 °C, foi possivel perceber que ocorreu um crescimento
mais acentuado e em menor tempo no efluente doméstico se comparado ao cultivo do controle

com o meio padrdo WC (Figura 13). Este resultado pode estar relacionado a uma melhor
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adaptacdo da cepa as condigdes nutricionais disponiveis no efluente doméstico na diluicdo a
25%. No crescimento por contagem celular ao microscopio Optico com o hemocitémetro
(Figura 14) foi possivel obter um niimero maior de células em tempo mais curto no cultivo em
efluente doméstico na diluicdo a 25% se comparado ao nimero obtido no cultivo realizado no
meio controle com WC. A fase estacionaria no cultivo em efluente doméstico foi alcancada
apos aproximadamente 9 dias, quando a espécie cultivada no meio controle WC ainda estava
na fase de crescimento exponencial. Apesar disto, 0 nimero de células na fase estacionaria em
ambos os cultivos foi aproximado. Em uma anélise de fluorescéncia de microalgas com as
espécies D173WC - Monoraphidium contortum, D77WC - Cloroficea ndo identificada, D136Z
- Chlorococcum sp. e D124WC - Ankistrodesmus sp. apresentaram os melhores desempenhos
nas culturas em agua de lavagem de biodiesel com um tempo de cultivo médio entre 12 e 14
dias Sassi, et al. (2016).
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Figura 13. Comparacéo de crescimento em fluorescéncia com a cepa D467WC cultivada em baldes de 6
litros na diluicdo de 25% de efluente doméstico mantidos sob iluminagdo artificial e a 25°C.

Na contagem celular do cultivo com a cepa D467WC - Actinastrum hantzshii pode-se
comparar a densidade celular (células mL™) da microalga cultivada em meio controle (WC) e
em ED. Uma maior densidade celular, equivalente a 43 x 10° células mL™, foi obtida no cultivo
em ED realizado durante 11 dias, ja no cultivo em WC a densidade celular foi equivalente a 39
x 10° células mL* realizado durante 13 dias (Figura 14). Diante do crescimento observado da
microalga em ED e no meio controle WC, torna-se possivel a substituicdo do meio sintético

pelo efluente analisado na devida concentracdo. Em comparagdo com um estudo realizado por
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Silva (2013) para um cultivo em ED com a espécie Scenesdesmus sp. que se iniciou com uma
concentragdo celular de 202 x 10 células mL, o melhor resultado de densidade celular obtido
com a mesma diluicio de 25% foi de 1573 + 12 x 10* células mL™.
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Figura 14. Comparacao de crescimento por contagem celular em microscépio éptico com hemaocitémetro
com a cepa D467WC cultivada em balBes de 6 litros na diluicdo de 25% de efluente doméstico mantidos sob
iluminacdo artificial a 25°C e aeracdo constante.

5.4 Peso seco da biomassa produzida no cultivo da cepa D467WC - Actinastrum hantzshii

Ao final do cultivo pode-se obter o peso seco da biomassa que foi correspondente

a 0,200 g.L™* Este valor € bem superior ao encontrado por Calixto (2016) no cultivo da espécie

Pediastrum tetras para a diluicdo de 25% de ED que foi de 0,062 g.L™.

5.5 Teores de acgucares totais na biomassa seca da microalga Actinastrum hantzshii

Para a producdo de bioetanol a partir de biomassa microalgal, que é utilizada como
matéria-prima, a produtividade de carboidratos na célula deve ser alta. Pesquisadores afirmam
que o género de Chlorella possui um elevado teor de carboidratos, especialmente as espécies
de Chlorella vulgaris, com um teor carboidratos que variam entre 37% - 55% do seu peso seco
(BRENNAN; OWENDE, 2010; DRAGONE et al., 2011). Os teores de acucares totais
encontrados na biomassa seca da cepa D467WC, cultivadas em WC e no ED foram,
respectivamente, 27,36 % e 35,04 % (Tabela 8). Nos estudos realizados por Machado (2011)
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com o cultivo da microalga Ankistrodesmus sp. em &gua residuéria, os dados mostram que 0
teor de agUcares totais foi de 35,74%, um valor muito proximo do obtido com a espécie
Actinastrum hantzshii avaliada nesta pesquisa.

Nota-se que houve uma produgdo maior de aglcares na microalga cultivada em ED, o
que pode estar relacionado as quantidades de nutrientes disponiveis (Tabela 9). Segundo
Markou (2012), se um nutriente € limitado ou omitido do meio de cultivo, as microalgas alteram
sua taxa metabolica como estratégia, resultando na alteracdo da sua composicdo de biomassa.
Diante disso, na maioria dos casos, a alteracdo da composicdo da biomassa esta relacionada
com 0 acumulo de carboidratos ou lipidios, mas isto varia de acordo com a espécie. Estudos
relacionados ao acimulo de carboidratos relataram que em culturas de Chlorella vulgaris, com
deficiéncia de nitrogénio, houve um actimulo de carboidratos que variou entre 38-41%
(BRANYIKOVA et al., 2011). Na analise fisico-quimica do meio ED (Tabela 10), verificou-se
que os teores de nitrato e nitrito estavam relativamente baixos, em contrapartida, os teores de
amonio foram mais representativos. Essa limitacao de nutrientes pode ter ocasionado o aumento
no teor de agucares totais da microalga cultiva em ED, porém necessita-se de estudos mais

intensos para se confirmar ou descartar esta hipotese.

Meio de cultivo Acucares totais (% (g eqgiu.g bs-1))
Controle (WC) 27,36
Meio (ED) 35,04

Tabela 9. Teores de aglcares da biomassa seca da cepa D467WC por meio de cultivo.

5.6 Teores de acucares redutores no hidrolisado por método de extracéo

Os teores de acUcares redutores obtidos no hidrolisado por sonicacdo e por hidrolise
com H>SO4 3N foram, respectivamente, 2,68 mg/mL e 15,56 mg/mL. O método de extragdo
por sonicacdo mostrou-se ineficiente para extracdo de acUcares, ja 0 método por hidrélise acida
extraiu cerca de 55,6 % de glucose (Figura 15). Miranda (2011) confirmou em seus trabalhos
que uma boa eficiéncia no processo de extracdo representa a obtencdo de cerca de 60% de
glucose do total de monossacaridos. Os tipos de carboidratos mais abundantes nas microalgas
séo a glicose, ramnose, xilose e manose (MARKOU et al. 2012). Os carboidratos obtidos por

Lee et al. (2015) em um estudo com Chlorella sp. foi de 36,1% do peso seco em células inteiras,
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j& os teores de glucose, galactose, xilose, arabinose e ramnose foram, respectivamente, 82,8%,
5,5%, 0,9%, 5,3% e 5,4% do peso. Portanto, a quantidade de acucares fermentaveis foi de

82,8% do total de monossacarideos, sugerindo que Chlorella sp. é adequado para bioetanol
fermentacdo (LEE et al. 2015).
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Figura 15. Teores de agUcares redutores (glucose) por tipo de extracao de agucares no hidrolisado.

5.7 Biorremediacao através do cultivo da microalga Actinastrum hantzshii

Para avaliar a biorremediacédo, foram realizadas analises fisico-quimicas do meio antes
e depois do cultivo da cepa D467WC - Actinastrum hantzshii, com base nos parametros de
condutividade elétrica, solidos totais dissolvidos, sélidos totais volateis, solidos totais fixos,
turbidez, pH, fosfato, nitrato, nitritos, aménio, demanda quimica de oxigénio (DQO) e metais
pesados (Tabela 10). Segundo Cai et al. (2013), o esgoto municipal possui concentracdes de
nitrogénio que variam entre 15 e 90 mg L* e de fosforo entre 5e 20 mg L.

Observa-se a reducdo dos parametros quando se compara as analises feitas antes do
cultivo, a uma diluicdo de 25% e depois do cultivo, atestando que a microalga reduz os niveis
de nutrintes do ED, o que conribuiria no tratamento antes do lancamento em corpos hidricos.
Uma resolucdo do CONAMA n° 430 de 2011 institui que o pardmetro de nitrogénio amonical
ndo ultrapasse 20 mg NHz'N.L™ e 120 m.L. Apds a biorremediagéo, foi possivel reduzir em
98,4% o parametro amonio. Silva (2014) obteve uma taxa de remogdo de 36% no pardmetro

DQO no cultivo de Scenesdesmus sp. em esgoto sanitario, um valor inferior ao obtido que foi
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de 70,5% de remocdo. Com relacdo ao valor do fosfato apds o cultivo, nota-se que foi
correspondente a quantidade presente em &gua potavel apds o tratamento convencional
realizado por Freitas (2013) que foi de 0,25 mg.L™. O nitrogénio é um dos principais nutrientes,
necessario para o crescimento das microalgas, diante disto, o valor de nitrato antes do cultivo
(0,047 mg.L?) foi bem inferior ao obtido por Calixto et al. (2016), que foi de 40 mg.L™, ja o
valor de aménio (6,77 mg.L™?) foi mais proximo ao teor identificado pelo mesmo autor, que foi
de 8,7 mg.L™.

Paréametros/média Antes do cultivo (AC)  Depois do cultivo (DC)
pH 7,52 7,07
NO3(mg.L™) 0,047 0,0012
NO;(mg.L?) 0,008 0,004
NH;(mg.L™) 6,77 0,44
PO; (mg.L?h) 4,518 0,25
Condutividade elétrica (mS.cm?) 188,8 129,7
Sélidos totais dissolvidos (mg.L™) 349 123
Sélidos totais volateis (mg.L™) 148 110
Solidos totais fixos (mg.L™) 201 13
Turbidez (NTU) 6,3 3,6
DQO (mg.0O.L™Y) 131,86 38,82
Aluminio (mg.L™) 0,01 0,01

Tabela 10. Parametros fisico-quimicos do meio de cultura utilizado com a cepa D467WC na diluicdo a
25% de efluente doméstio antes e depois do cultivo.

5.8 Parametros de crescimento da microalga

A concentracdo maxima de biomassa e a produtividade de biomassa foram obtidas por
meio dos dados de peso seco do cultivo em fase estacionaria, ambos em triplicatas (Tabela 11).

Em um cultivo para a producédo de biomassa com a microalga Dunaliella tertiolecta os
rendimentos de cultura foram de 153 mg.L* de biomassa (VARELA-BOJORQUEZ et al.,
2016). Um valor bem inferior ao obtido no cultivo em ED, que foi de 200 mg.L™, e préximo ao
obtido no cultivo em WC que foi de 155 mg.L™. Estes valores sdo comparaveis ao potencial
produtivo da cana-de-aglcar irrigada com efluente de esgoto que estd em 148,48 mg.ha*
(FREITAS et al. 2013).
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Parametros Cultivoem WC Cultivo em ED
K (dia ) 0,17 £ 0,04 0,28 + 0,10
Rmax (células mL™.10°) 39,53 42,99
Concentragio maxima de biomassa (mg.L™?) 155 200
Produtividade de biomassa (mg.L*.d?) 9,11 22,22

Tabela 11. Pardmetros de crescimento da microalga Actinastrum hantzshii cultivadas em meio padréo
WC e em ED a 25%.

5.9 Obtencao de bioetanol

Apos a fermentacdo do hidrolisado foi possivel a obtengdo de uma solucdo
hidroalcodlica com sinais sensoriais que podem evidenciar a presenca de etanol. A partir da
quantidade de acUcares obtidos por meio das analises (Tabela 8 e Figura 24), é viavel obter o
bioetanol a partir da fermentacédo do hidrolisado nas condicdes de fermentacao descritas no item
4.1.6.7, porém, devido a quantidade reduzida de agUcares presentes no hidrolisado nao é
possivel obter, por destilacdo, uma quantidade representativa de etanol que forneca dados sobre
o rendimento da fermentacéo, tornando-se necessario a quantificacdo por HPLC. Klein (2013),
afirma que devido ao réapido consumo de glicose (24 h), ndo foi possivel a analise dos
parametros de cultivo uma vez que as analises de agucares e etanol geraram resultados abaixo
do limite de deteccdo das curvas de calibracdo do HPLC. Ja em um trabalho, com a espécie
Dunaliella tertiolecta, a biomassa sacarificada foi fermentada durante 66 h, e a concentragédo
méaxima de etanol ocorreu entre 30 e 33 h de incubacdo, com uma eficiéncia de 0,6158 + 0,06
ml de etanol.g? de biomassa, igual a 0,48 + 0,05g de de etanol.g™ de biomassa (VARELA-
BOJORQUEZ et al. 2016). Producéo de bioetanol a partir da biomassa residual de Chlorella
sp. resulttou em uma concentracdo de etanol e rendimento de 59 g / L e 79,3%,
respectivamente. (LEE et al. 2015).

No caldo de fermentacdo do hidrolizado de microalgas utilizando S. cerevisiae, 0
rendimento maximo de etanol registrado com o caldo combinado de fermentacao de hidrolisado
de acido e enzima foi de 0,23 g. L™ (OK et al. 2018), em contrapartida, 0 processo de
fermentacdo alcodlica do hidrolisado da microalga Scenedesmus obliquus com as leveduras K.
marxianus, S. bayanus e S. carlsbergensis ndo foi muito eficiente na conversdo dos agucares
em etanol, tendo-se obtido concentragdes muito baixas de produto que variou entre 9,0 e 11,7
g.LT (MIRANDA, 2011).
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Neste contexto da pesquisa realizada e em comparagdo com o0s esfor¢cos no
desenvolvimento em outras fontes de biomassas como residuos lignocelulésicos, uma reviséo
da literatura mostrou um progresso minimo nos ultimos 30 anos para fermentar a biomassa para
bioetanol a partir de biomassa microalgal renovavel (MAGRO et al., 2016). Em decorréncia da
grande variacdo de efluentes, hd uma intensa demanda por estudos que avaliem a influéncia dos
residuos da composicao dos diversos efluentes na produtividade de biomassa, como também,
estudos que atestem a viabilidade econbmica, uma vez que a pesquisa nesta area esta realmente
em seu estagio formativo e muito longe da produgdo comercial viavel. A espécie Actinastrum
hantzshii demonstra boa adaptabilidade ao cultivo em efluente doméstico pelo seu crescimento
em um tempo relativamente curto e por ter proporcionando uma consideravel biorremediacéo
do efluente que é produzido em grande escala em todo o mundo, confirmando o importante
potencial das microalgas como matéria-prima para a producdo de biocombustiveis. A
quantidade e a fermentabilidade dos carboidratos que compdem a biomassa de Actinastrum
hantzshii a tornam adequada para a producdo de bioetanol, mas torna-se necessarios estudos
que conduzam a microalga a uma maior producdo de biomassa e acumulo de carboidratos
fermentesciveis, como também estudos futuros que estejam relacionados as condicGes de
hidrolise, de maneira a disponibilizar uma quantidade adequada de agUcares fermentesciveis
para conversao em etanol e a remocao de inibidores da fermentacdo. Outro ponto importante
que deve ser explorado em novos estudos é a relacdo entre a quantidade de substrato e o indculo

previamente adaptado, como também o tempo de fermentacao etanolica ideal.

6 CONCLUSOES

A microalga D467WC - Actinastrum hantzshii demonstra boa adaptabilidade ao cultivo
em efluente doméstico, pelo seu crescimento, em um tempo relativamente curto, e por ter
proporcionado uma consideravel biorremedia¢do no mesmo em relacdo a diversos parametros
analisados, confirmando o importante potencial ambiental das microalgas e também como
matéria-prima abundante para a producdo de biocombustiveis. Verificou-se que o cultivo da
cepa D467WC em efluente doméstico a uma diluicdo de 25% foi mais favoravel ao crescimento
desta microalga, que ocorreu em menor tempo se comparado ao grupo controle contendo o meio
de cultivo WC, tornando-se possivel a substituicdo do meio sintético pelo efluente analisado na
devida concentracdo. Apds a biorremediacdo, foi possivel reduzir em 98,4% o pardmetro

amonio, ja o de fosfato, a reducio chegou ao teor de 0,25 mg.L™, valor préximo ao encontrados
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em agua potavel. Também ocorreu a reducédo significativa dos parametros de condutividade
elétrica, solidos totais dissolvidos, solidos totais volateis, sélidos totais fixos, turbidez, pH,
nitrato, nitritos e DQO apos o cultivo. A quantidade de carboidratos obtidos por hidrélise da
biomassa microalgal cultivada em ED, a partir da associacao de tratamentos quimicos e fisicos,
foi satisfatoria. Houve uma producdo maior de agtcares na microalga cultivada em ED, o que
pode estar relacionado as quantidades de nutrientes disponiveis no meio alternativo. O método
de hidrolise por associacdo de tratamentos quimicos e fisicos extraiu cerca de 55,6 % de glucose
e torna viavel o processo de fermentagao e, consequentemente, producéo do bioetanol. E viavel
obter o bioetanol a partir da fermentacéo do hidrolisado, porém, devido a quantidade reduzida
de agUcares presentes no hidrolisado ndo foi possivel quantificar por destilacdo, tornando-se
necessario a quantificacdo por HPLC.

7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Sugere-se que pesquisas no ambito da viabilidade de producdo do bioetanol sejam
exploradas em trabalhos futuros para esclarecer lacunas existentes nos trabalhos desenvolvidos.
Necessita-se de investigacdes mais intensas no que diz respeito as formas de cultivo de
microalgas que possam potencializar o aumento na densidade celular e, consequentemente, da
produtividade de biomassa, diminuindo o tempo de cultivo. Testes com outros meios
alternativos para cultivo e estresse celular com o intuito de aumentar a sintese de compostos de
interesse, a exemplo dos carboidratos, também podem ser relevantes. Outros estudos
relacionados com a eficiéncia no processo de hidrolise de maneira a disponibilizar uma
quantidade adequada de acUcares fermentesciveis para conversdo em etanol sdo necessarios,
além da monitorizacdo da remocao de inibidores do hidrolisado. Testes com outras espécies de
leveduras para fermentacdo também devem ser investigados com a intencdo de verificar o
comportamento desta em relacdo aos inibidores contidos no hidrolisado e assim tornar mais
eficiente este processo. Outro ponto importante que deve ser explorado em novos estudos é a
relacdo entre a quantidade de substrato e do indculo previamente adaptado, como também o

tempo de fermentacdo etandlica ideal.
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