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RESUMO

ASSEMANY, Paula Peixoto, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2013. Efeito da radiacio solar e pré-desinfec¢cio na caracterizacio lipidica
de biomassa cultivada em lagoas de alta taxa utilizando esgoto doméstico.
Orientadora: Maria Lucia Calijuri. Coorientadores: Monica de Abreu Azevedo e
Eduardo Antoénio Gomes Marques.

Microalgas sao, atualmente, consideradas como uma das mais promissoras fontes
alternativas para a producdo de biodiesel. Variagdes nas condi¢des de cultivo,
aliadas ao cultivo em 4aguas residudrias, sdo usualmente empregadas, visando
maximizar o acumulo de lipideos a um custo relativamente baixo. Esse estudo
objetivou investigar a influéncia de diferentes intensidades luminosas e da pré-
desinfec¢do por radiacdo ultravioleta na caracterizacao lipidica de microalgas
cultivadas em lagoas de alta taxa, utilizando esgoto doméstico como meio de
cultivo. Foram operadas em paralelo doze lagoas de alta taxa. Uma linha era
composta de seis lagoas que receberam efluentes domésticos diretamente do
reator UASB, e a outra linha de seis lagoas que tiveram como meio de cultivo
efluente doméstico do UASB que passou por processo prévio de desinfecgdo
ultravioleta. As unidades foram ainda cobertas com telas de sombreamento para
o bloqueio de 9, 18, 30, 60 e 80% da radiagdo solar. Os resultados mostraram que
os géneros Chlorella e Desmodesmus foram os dominantes em todas as unidades.
O teor de lipideos totais ndo variou significativamente entre as unidades, ficando
em torno de 9,5%. As unidades com maior bloqueio da radiacdo solar foram as
que menos acumularam lipideos. Além da radiacdo solar fotossinteticamente
ativa medida no ar (PAR), as variaveis PAR subaqudtica, concentracdo de SSV e
de clorofila a explicaram o acimulo de lipideos. Em termos de produtividade
lipidica, a unidade com maior sombreamento e sem a pré-desinfeccao UV foi a
mais produtiva, com valor médio de 1,21 g. m™>.d"". O perfil lipidico teve maior
predominancia dos &acidos graxos C16, C18:1 e C18:3. De forma geral, a
condicdo com 60% de sombra e sem a pré-desinfeccdo UV, foi a que aliou as
melhores caracteristicas, em termos de quantidade e qualidade, dos lipideos

acumulados para produgao de biodiesel.



ABSTRACT

ASSEMANY, Paula Peixoto, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2013. Effect of solar radiation and pre-disinfection in lipid characterization
of high rate pond biomass grown in domestic sewage. Adviser: Maria Licia
Calijuri. Co-advisers: Monica de Abreu Azevedo and Eduardo Antonio Gomes
Marques.

Microalgae are currently considered to be one of the most promising alternative
sources for biodiesel production. Variations in growing conditions, combined
with the cultivation in wastewater are usually employed in order to maximize
lipids accumulation at a relatively low cost. The aim of this study was to
investigate the influence of different light intensities and ultraviolet pre-
disinfection system in the lipid characterization of microalgae cultivated in high
rate ponds, using wastewater as growing medium. Twelve high rate algal ponds
were operated in parallel. Six of them received UASB effluent, and the others six
had as growth medium UASB effluent that had previously passed through an
ultraviolet pre-disinfection system. The units were also covered with shade
screens for blocking 9, 18, 30 and 60% of solar radiation. The results showed that
Chlorella and Desmodesmus were the dominant genera in all units. The total
lipid content did not vary significantly among the units; the medium value was
9.5%. Units with higher solar radiation blocking were the ones that least
accumulated lipids. Besides photosynthetically active radiation measured in the
air (PAR), the variables subaquatic PAR, VSS concentration and chlorophyll-a
concentration were the ones that best explained lipid accumulation. In terms of
lipid productivity, the unit with more shadow and without the pre-disinfection
system was the most productive, with mean value of 1.21 g. m™.d". The lipid
profile had a predominance of C16, C18:1 e C18:3 acids. The condition with
60% shade and without the pre-disinfection system was the one that combined
the best lipids characteristics, qualitative and quantitative, for biodiesel

production.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, ha uma crescente necessidade de desenvolvimento de
combustiveis alternativos aos combustiveis fosseis. Necessidade essa que cresce
nao sé por questoes ambientais, como também por razdes econdmicas, dados os
problemas com o preco do petrdleo e seus derivados. Estes aspectos tém for¢ado
a busca por novas fontes de energia, especialmente as renovaveis. Neste sentido,
destaca-se o biodiesel, que além de ser renovavel e emitir menos gases de efeito
estufa, reduzindo assim a contribuicdo para o aquecimento global, produz
também menos materiais particulados e 6xidos de enxofre (Sharma et al., 2008).

O biodiesel ¢ definido como uma mistura de ésteres metilicos ou etilicos de
acidos graxos, que pode ser obtida pela transesterificagdo de triglicerideos com
metanol ou etanol ou pela esterificacdo de acidos graxos livres (Suarez e
Meneghetti, 2007). As fontes atuais do biodiesel comercial sdo de plantas
oleaginosas como a canola, a soja, a palma, o girassol dentre outros, além de
gordura animal e 6leo residual de cocgao.

O Brasil possui enorme potencial para aumentar a producao,
principalmente, de plantas oleaginosas com vistas a geracdo de matéria prima
utilizada na producdo de biodiesel. Dessa forma, tem realizado grandes esforgos
para consolidar o uso de biodiesel como uma opgao energética. Em 2004 foi
lancado pelo Governo Federal o Programa Nacional de Producdo e Uso do
Biodiesel, que objetiva a implementagdo de forma sustentavel, técnica e

econdmica da produgdo e uso do Biodiesel, com enfoque na inclusdo social e no
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desenvolvimento regional, via geracdo de emprego e renda. No tocante ao
Programa de Biodiesel Brasileiro, Lei N° 11.097, de 13 de Janeiro de 2005, o
pais deveria ser capaz de produzir aproximadamente 800 milhdes de litros de
Biodiesel por ano até o dia 31 de dezembro de 2007 para garantir o B2 (mistura
de 2% de biodiesel, obrigatéoria em todo o diesel consumido no territdrio
nacional). A Resolu¢do n°. 2/ 2008 do Conselho Nacional de Politica Energética
— CNPE, de 13 de marco de 2008, estabeleceu que todo o oleo diesel
comercializado no pais passasse a conter o percentual minimo obrigatério de 3%
de biodiesel, o B3, a partir de 1° de julho de 2008. No ano de 2009, programou-se
para o uso da mistura B5, o que ¢ atualmente empregado. A expectativa € que a
adicdo do biodiesel ao diesel chegue a 7% em 2013 e a 20% até 2020. Em
setembro de 2011, o Brasil conquistou a posi¢do de maior consumidor de
biodiesel do mundo e atualmente, o pais ¢ o segundo maior produtor mundial,
com a produ¢do anual de 2,4 bilhdes de metros ctbicos. Os maiores desafios de
acordo com Miguel Rossetto, presidente da Petrobras Biocombustiveis sao,
entretanto, a descentralizagdo da producdo e a ampliagdo da participacdo da
agricultura familiar como a principal fornecedora de matéria-prima para o setor
(Rossetto, 2011).

Atualmente, 80% do biodiesel produzido no Brasil utilizam a soja como
principal fonte. Outros 13% sdo extraidos de gordura animal e 4% vém de outras
fontes como girassol e caroco de algoddo na regido Centro-Oeste, da canola na
regido Sul, da palma nos estados do Norte ¢ da mamona no Nordeste (ANP,

2012). Uma tendéncia observada ¢ a regionalizagdo em relagdo a escolha da



oleaginosa, em detrimento de sua real qualidade como matéria prima. Também
observa-se que a matéria-prima normalmente utilizada ¢ aquela que ja possui sua
logistica de producao e distribui¢ao ja implementadas, como € o caso da soja e
girassol. Outras oleaginosas alternativas que apresentam baixa produtividade
necessitam de grandes espacos para cultivo, resultando em desmatamento e
consequentemente danos ao ambiente. Outro aspecto relevante ¢ que aumentar a
produgdo de oleaginosas pode significar deslocar as atuais fronteiras agricolas o
que, se feito sem o correto planejamento, pode causar impactos ambientais
negativos de grandes magnitudes. Ha que se considerar também a problematica
da utilizagdo de fontes de alimento para producao de combustiveis, o que poderia
gerar sérios conflitos e agravos nas desigualdades sociais do pais.

Recentes estudos indicam que microalgas possuem caracteristicas que as
tornam potencial matéria prima para a producao de biodiesel (Walter et al., 2005;
Spolaore et al., 2006; Chisti, 2007). As vantagens do uso de microalgas como
biocombustiveis sdo inimeras, tais como: 1) microalgas possuem capacidade de
producao ao longo de todo o ano, dessa forma a produtividade lipidica excede o
rendimento das culturas oleaginosas mais produtivas, por exemplo, para
producao em lagoas de alta taxa, o rendimento das microalgas chega a 12.000 L
de biodiesel/ha, enquanto que a cultura de canola possui rendimento de 1.190 L
de biodiesel/ha (Schenk et al., 2008); i1) microalgas crescem em meio aquatico,
porém necessitam de menos quantidade de dgua do que culturas terrestres
(Dismukes et al., 2008); ii1) microalgas podem ser cultivadas em terras nao

araveis, utilizando agua nao potéavel, assim ndo acarretam em mudanga do uso ¢



ocupagdo do solo, minimizando possiveis impactos ambientais negativos
(Searchinger et al., 2008); iv) a0 mesmo tempo ndo comprometem a produgado de
alimentos, ou de outros produtos derivados de culturas agricolas para
alimentacdo animal (Chisti, 2007); v) as microalgas possuem um rapido
crescimento, acumulando cerca de 10 a 50% da biomassa seca em forma de 6leo
(Meeting, 1996; Spolaore et al., 2006; Chisti, 2007); vi) possuem efeito positivo
na qualidade do ar, fixando CO, (1 kg de biomassa algal utiliza 1,83 kg de CO,
para seu crescimento) (Chisti, 2007); vii) as microalgas podem produzir co-
produtos, como proteinas e biomassa residual, que pode ser utilizada para
fertilizante e racao animal (Spolaore et al., 2006) ou fermentada para produgao de
metano e etanol (Hirano et al., 1997) e co-produtos de elevado valor agregado
como &cido dmega 3 e carotenoides.

Todavia, apesar do inerente potencial, existem ainda muitas dificuldades
para o desenvolvimento de tecnologias de microalgas para producdo de
biocombustivel. As atuais tecnologias ainda s3o incipientes, ndo garantindo a
viabilidade comercial e a sustentabilidade da producdo. Os desafios sdo os
seguintes: 1) selecdo de espécies deve balancear requisitos de producdo de
biodiesel e extragdo de co-produtos (Ono e Cuello, 2006); ii) deve-se buscar
maior eficiéncia fotossintética através do continuo desenvolvimento de sistemas
de producdo (Pulz e Scheinbenbogan, 1998); ii1) necessidade de desenvolver
tecnologias de cultivo de uma so espécie, reduzir a evaporagdo e as perdas na
difusdo de CO, (Ugwu et al., 2008); iv) superar o potencial para balanco

energético desfavoravel, apos contabilizacdo dos requisitos energéticos para



bombeamento de agua, transferéncia de CO,, colheita e extracdo (Hirano et al.,
1998); v) ha poucas plantas comerciais em operagao, o que dificulta a obtencao
de dados para produgdao em maior escala (Pulz, 2001).

Uma opgao interessante do ponto de vista econdmico e ambiental, para
superar alguns desses desafios, ¢ o reuso de esgoto doméstico urbano
(Benemann, 1997), ou de outro tipo de efluente, para producdo de biomassa
algal. Com o uso de &guas residudrias, os nutrientes necessarios para o
crescimento das microalgas sdo reaproveitados, além do uso de uma fonte
alternativa de agua. Aliadas ao cultivo em &guas residudrias, variacdes nas
condigdes de cultivo sdo usualmente empregadas, visando maximizar o acimulo
de lipideos a um custo relativamente baixo. O mecanismo de sintese e acumulo
de lipideos em microalgas ¢ bastante amplo e complexo, e depende de diferentes
fatores intrinsecos da biologia e bioquimica algal, bem como de fatores externos
relacionados com as condicdes de cultivo. Dessa forma, usualmente, a pesquisa
para o desenvolvimento de biocombustiveis de microalgas tem concentrado
esforcos no entendimento dessas variagdes nas condi¢des de cultivo, como
influéncia do stress nutricional, variagao da temperatura, intensidade luminosa,
idade do cultivo, dentre outros, para o favorecimento do acumulo e produgao de
lipideos.

No entanto, frente ao cultivo especifico e controlado tendo agua sintética
como meio de cultivo, poucos sdo os estudos de produgdo de microalgas para
fins energéticos que utilizam esgoto doméstico como meio de cultivo. Trabalhos

que abordam conteudo lipidico de biomassa de lagoas de alta taxa para



tratamento de aguas residuarias e a variagdo da producdo lipidica com a
abundancia de espécies sdo escassos na literatura (Craggs e Park, 2011). Além
dessas lacunas, o efeito da variacdo da intensidade luminosa no acumulo de
lipideos em microalgas, ainda ndo ¢ um consenso entre os pesquisadores da area

(Cade-Menun e Paytan, 2010).



2. OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi investigar a influéncia de diferentes intensidades
luminosas e da pré-desinfeccdo por radiacdo ultravioleta na caracterizagao
lipidica de microalgas cultivadas em lagoas de alta taxa, utilizando esgoto

doméstico como meio de cultivo.

2.1 Objetivos especificos

a. Determinar a produtividade de biomassa e caracterizar quanti e
qualitativamente a comunidade fitoplanctonica em cada lagoa de alta
taxa submetida a diferentes condi¢des de cultivo;

b. Determinar a quantidade de lipideos totais (% lipideos totais na biomassa
seca) e a produtividade lipidica de cada lagoa de alta taxa submetida a
diferentes condi¢des de cultivo;

c. Determinar a qualidade do lipideo (perfil de acidos graxos) acumulado,
para fins de produg¢do de biodiesel, e,

d. Verificar sob quais condi¢des de cultivo, em relacdo a pré-desinfeccao

UV e intensidade luminosa, a produtividade lipidica ¢ mais favorecida.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Producio de microalgas em esgoto sanitario

Nos tultimos anos o volume de esgoto gerado a partir das atividades
humanas tem se elevado consideravelmente. Em diversas regides do planeta,
onde os aspectos sanitarios ainda representam um dos principais problemas de
infraestrutura, esse fator pode ocasionar importantes impactos ambientais
negativos, principalmente no que diz respeito a qualidade das 4guas naturais.

Park et al. (2011a) afirmam que a produ¢do de microalgas tendo o esgoto
sanitario como meio de cultivo pode representar uma forma de reduzir os custos
de producao de biocombustiveis, uma vez que os nutrientes para o crescimento
da biomassa ja estdo presentes no meio. Além disso, as diferentes formas de se
obter energia, como a extracdo de lipideos para o biodiesel, a fermentacao de
carboidratos para o bioetanol e a digestdo anaerdbia para o biogas, podem fazer
com que o processo seja vidvel economicamente. Durante o crescimento da
biomassa algal, a matéria organica e os nutrientes sdo consumidos, propiciando a
depuragdo do efluente. Porém, Brennan e Owende (2010), apontam como
desvantagens do cultivo de microalgas em esgoto sanitario, o elevado requisito
de area, caso a produ¢do se dé em lagoas, e o maior custo exigido na producao
por fotobioreatores.

Diversos estudos tém avaliado o cultivo de algas em sistemas de tratamento
de 4guas residudrias a partir da otica de eficiéncia de remocdo de nutrientes.

Martinez et al. (2000) obtiveram significativa remog¢ao de fosforo e nitrogénio



utilizando a microalga Scenedesmus obliquus. Para fosforo, atingiram 98% de
remog¢do, enquanto que para nitrogénio amoniacal foi alcangada a remocdo
completa, isso para tempos de detencdo hidraulica de 94 e 183 horas,
respectivamente. Goémez-Villa et al. (2005), trabalhando também com .
obliquus, obtiveram remoc¢des de 47% e 45% de nitrogénio e fosforo,
respectivamente, no inverno, enquanto que no verao essas remocoes foram de
79% e 73%. Ja Wei et al. (2008), trabalhando em escala de laboratério com
producdo de microalgas em sistemas de crescimento aderido, obtiveram reducao
na concentracao de fosforo total de 98%, enquanto a reducdo de nitrogénio total
foi de 87%.

Outras pesquisas mostram resultados referentes a producdo de biomassa
algal mediante o tratamento de esgotos. Para sistemas de lagoas de alta taxa e
fotobioreatores tubulares, a producdo varia de 10 a 45 g.m™.dia” (Chisti, 2007;
Gonzalez et al., 2008; Shen et al., 2009; Lundquist et al., 2010). J& para sistemas
de crescimento aderido, a produgio pode variar de 2,2 a 5,5 g.m™.dia” (Wilkie e
Mulbry, 2002; Guzzon et al., 2008; Johnson e Wen, 2010).

Para suprir satisfatoriamente a producdo de biocombustiveis, Li et al.,
(2011) afirmam que as cepas de microalgas devem atender a alguns requisitos
para que o cultivo seja justificado, sendo eles, a capacidade de sobrevivéncia em
aguas residuarias, a capacidade de se desenvolver em um consorcio de
microrganismos, além de um alto teor de lipideos em sua constituicdo. Dessa

forma, pesquisas, tanto em escala piloto quanto principalmente em escala real,



precisam de continuidade, a fim de otimizar o processo de producdo e atingir
uma qualidade elevada nos efluentes tratados.

3.2 Lagoas de alta taxa

A producdo de biomassa algal por meio do reuso de dgua residuaria é€,
usualmente, realizada em lagoas de alta taxa (LAT) que sdo, ao mesmo tempo,
usadas para o tratamento desse efluente. Tais unidades, assim como as lagoas de
estabilizacdo convencionais, sdo projetadas para promoverem interagao ecoldgica
entre algas e bactérias. A fotossintese promovida pelas algas produz o oxigénio
que garante a degradagdo da matéria organica pelas bactérias heterotroficas. O
CO, proveniente da oxidagdo e os nutrientes sao assimilados pelas algas. Durante
seu desenvolvimento nas LATs, as microalgas assimilam os nutrientes existentes
no meio, ¢ quando sdo coletadas, consequentemente, ocorre a remog¢ao dos
nutrientes do efluente (Garcia et al., 2006; Powell et al., 2009).

As lagoas de alta taxa possuem profundidade de 0,2 a 1,0 m. A mistura do
efluente no interior da lagoa € realizada por uma estrutura de pas, que conferem
velocidade horizontal que deve estar na faixa de 0,15 a 0,3 m.s™ (Craggs, 2005).
A pequena circulagdo da massa liquida objetiva o revolvimento vagaroso, €
consequentemente, a ndo ocorréncia de estratificacdo, favorecendo o crescimento
de algas maiores e coloniais que apresentam melhor sedimentabilidade. Além
disso, promove uma melhor distribuicao de nutrientes, melhor utilizagao da luz e
atua na remogao do oxigénio produzido, melhorando a transferéncia ar-liquido e
evitando a inibicdo da fotossintese pelo excesso desse elemento (Ketheesan e

Nirmalakhanda, 2011).
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As LATs, como caracterizadas hoje, foram desenvolvidas e apresentadas
por Oswald no final da década de 50 (Picot et al., 1991). O sistema foi
apresentado como um avanco tecnologico, no sentido de aumento no nivel de
sofisticagdo, sobre as lagoas de estabilizagdo convencionais. Se por um lado o
sistema proposto permitia menores requisitos de area, por outro, diminuiu em
certo nivel a melhor vantagem das lagoas convencionais: simplicidade de
operacdo, j4 que incluia o movimento de pas para circulacdo suave da massa
liquida. O que traz vantagens como menor requisito de area e maior produgdo de
biomassa algal a ser aproveitada.

O custo de operacdo de um sistema de lagoas de alta taxa para produgdo de
microalgas pode ser ainda menor diante da inclusdo da digestdo anaerdbia da
biomassa, apos a extracdo de lipideos. Esse processo pode gerar biogas rico em
gas metano, que pode ser utilizado na geracdo da energia necessaria a operagao
do sistema (Sialve et al., 2009). Park et al. (2011a) afirmam que além dos custos
de operagdo da producdo e colheita de biomassa algal a partir do tratamento de
esgotos por lagoas de alta taxa serem reduzidos, ainda existem significativas
vantagens como a ndo captagao de agua para a produgdo de algas, e a produgao
de energia renovavel.

Os sistemas de lagoas sdo amplamente utilizados em todo mundo, todavia,
as lagoas de alta taxa sdo menos numerosas que as lagoas facultativas e as lagoas
de maturagdo, por exemplo. Entretanto, com a exigéncia cada vez maior por parte

da legislacdo para a remoc¢do de nutrientes e a busca intensificada por fontes
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alternativas de energia, ¢ provavel que sua utilizagao se amplie cada vez mais em

um futuro proximo (Park et al., 2011a; Powell et al., 2011).

3.3 Producio de lipideos em microalgas

De acordo com Huang et al. (2010), estudos com combustiveis liquidos
oriundos de microalgas se intensificaram no meio da década de 1980. Durante a
segunda guerra mundial, cientistas alemdes tentaram extrair lipideos de
diatomaceas, com objetivo de solucionar a crise energética (Cohen et al., 1995).
Logo apos, as pesquisas foram continuadas nos Estados Unidos no Instituto de
Carnegie em Washington. Os resultados foram publicados em um livro intitulado
“Algal Culture from Laboratory to Pilot Plant” (Burlew, 1953). Todavia, as
tecnologias de producdo de combustiveis advindos de microalgas nao foram
totalmente exploradas. As razdes para isso podem ser as seguintes: 1) microalgas
como fontes de lipideos sdo menos conhecidas que plantas e animais; ii) 0s
precos de oleos de plantas sdo relativamente baixos e os de gorduras animais sao
ainda mais baratos; assim, processos de producdo de oOleos de microrganismos
sao focados principalmente na obtengdo de produtos de alto valor agregado que
ndo sdo produzidos por plantas, como acidos graxos insaturados, como dmega 3,
EPA e DHA (Wen e Chen, 2000).

Lipideos podem ser definidos como qualquer molécula biologica que ¢
soluvel em um solvente organico. As microalgas sintetizam duas classes
principais de lipideos: (a) lipideos neutros, que compreendem os acilglicerois
(mono, di e triacilglicer6is) e acidos graxos livres; e (b) lipideos polares que

incluem os fosfolipidios e galactolipideos, dentre outros (Halim et al., 2012).
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Esses lipideos sdo produzidos a partir das fontes de carbono fornecidas a
microalga, sejam elas organicas, como a glicose, acetato ou glicerol, ou
inorganicas como o didoxido de carbono (Huang et al.,, 2010). Para fins
energéticos de producao de biodiesel, os lipideos neutros sdo os mais adequados
e dentre esses, os triacilglicerdis sdo os mais desejados. Os lipideos nas
microalgas, como na maioria dos seres vivos, apresentam as funcdes principais
de reserva energética (lipideos neutros) e de compor a membrana celular
(lipideos polares). O perfil lipidico, ou seja, as proporcoes relativas de lipideos
neutros e polares alteram-se com a fase do ciclo de crescimento em que o cultivo
se encontra, com o tipo de cultura e com as condi¢des ambientais e de cultivo

que a cultura for submetida, dentre outros fatores.

3.3.1 Biossintese de lipideos em microalgas

Diferentemente das plantas superiores, nas quais classes individuais de
lipideos sdo sintetizadas e localizadas em uma especifica célula, tecido ou 6rgao;
os lipideos nas microalgas sdo de uma enorme variedade e muitos desses tipos
ocorrem em uma unica célula. Depois de sintetizados, os triacilglicerdis sao
depositados em densos corpos lipidicos localizados no citoplasma da célula algal.
A formagdo desses corpos lipidicos ocorre no espaco intertilacoidal (Hu et al.,
2008).

Segundo Huang et al. (2010), a biossintese de triglicerideos nas microalgas
compreende trés etapas principais: 1) a formagdo de acetil coenzima A (acetil-
CoA) no citoplasma, i1) a elongacdo e dessaturagdo das cadeias carbonicas dos

acidos graxos e iii) a formagao dos triacilglicerois.
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Na primeira etapa, as rotas de utilizacdo de fontes de carbono, como a
matéria organica ou o didxido de carbono, levam a formagdo de acetil-CoA nos
cloroplastos durante as reacdes fotossintéticas e as reagdes do ciclo de Calvin. O
piruvato originado na via glicolitica ¢ convertido pelo complexo piruvato
desidrogenase em acetil-CoA (Lehninger, 2004). O gliceraldeido-fosforo (GAP),
precursor do piruvato ¢ ponto chave nas vias metabolicas. O GAP ¢ formado no
ciclo de Calvin em reacdes de fixagao de CO, e durante a via glicolitica. Pode
também ser formado a partir de outras fontes organicas de carbono, como a
matéria organica presente em aguas residuarias. O GAP, depois de formado, ¢
exportado do cloroplasto para o citoplasma, onde ¢ utilizado na sintese de
lipideos para a formacao de acidos graxos, na sintese de agucares ou na oxidagao
do piruvato pela via glicolitica (Huang et al., 2010).

A segunda etapa compreende a sintese da cadeia carbonica dos &cidos
graxos. Essa etapa depende principalmente da reacdo de dois sistemas
enzimaticos: a ACCE (acetil-CoA carboxilase), responsavel pela conversao do
acetil-CoA em malonil-CoA e a FAZ (4cido graxo sintase) responsavel por ativar
os grupos acetil e malonil e iniciar os processos de elongacdo. Em cada passagem
por esse ciclo, a cadeia carbonica ¢ estendida em dois carbonos (Lehninger,
2004).

A formacao de acidos graxos de cadeia média (de 14 a 18 carbonos) ¢
similar em células de plantas superiores, animais, fungos, bactérias e algas. No
entanto, em microalgas, a dessaturacdo da cadeia carbonica do &cido graxo

ocorre no carbono 18 e facilita a elongagdo da cadeia para a producao de acidos
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graxos de cadeia longa, fato que ¢ incomum em plantas superiores. Acidos
graxos de cadeia longa (20 a 22 carbonos) sdao produzidos com frequéncia pelas
microalgas, mas a quantidade varia de acordo com a espécie. Entretanto, um alto
conteudo de 4cidos graxos de cadeia longa ndo ¢ desejavel para o biodiesel e,
portanto, algas ricas nesse tipo de composto ndo devem ser selecionadas para a
producdo de biodiesel (Huang et al., 2010). A Figura 1 ilustra o processo de

formacgao biologica dos acidos graxos.
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Figura 1. Processo de sintese biologica de acidos graxos 1-acetil-CoA-
ACp acil transferase. 2- Malonil CoA-ACP acil transferase. 3-§-
cetoacil-ACP. 4-B-cetoacil-ACP redutase. S5-p-hicroxiacil-ACP de-
hidrase. 6-Enoil-ACP redutase.

A tltima etapa da biossintese consiste na formagao dos triacilglicerois. Os
precursores da formagdo de triacilglicerdis sdo os compostos acil-CoA graxo,
formado a partir de 4cidos graxos sob a a¢do da acil-CoA sintetase e L-glicerol-
3-fosforo, formado pela acdo da glicerol-3-fosforo-desidrogenase. Segundo

Lehninger (2004), a primeira fase de sintese de triacilglicerdis a partir de acido
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fosfatidico ¢ a acilagao de 2 grupos hidroxila livres do I-glicerol-3-fosforo por
duas moléculas de acil-CoA graxo, denominado acido fosfatidico ou fosfotidato.
Esse acido pode ser convertido em triacilglicerol. Na formacgao de triacilglicerol,
o 4cido fosfatidico ¢ hidrolisado pelo acido-fosfatidico fosfatase para formar 1,2-
diacilglicerol. Os diglicerdis sdo convertidos em trialcilglicerois pela
transesterificacdo com uma terceira molécula de acil-CoA graxo. A Figura 2

apresenta a biossintese de triglicerideos em microalgas.
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Figura 2. Biossintese de triglicerideos em microalgas

O mecanismo de sintese e acumulo de lipideos como descrito ¢ bastante
amplo e complexo, dependente de diferentes fatores intrinsecos da biologia e
bioquimica algal, bem como de fatores externos relacionados com as condi¢oes
de cultivo. A seguir sdo descritos e comentados alguns desses fatores externos
que influenciam na sintese e acumulo de triacilgliceréis, bem como na

composi¢do de 4cidos graxos em microalgas.
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Influéncia do stress nutricional

Como fatores nutricionais que podem aumentar a quantidade de lipideos
totais, pode-se citar a privagdo de nitrogénio (Spolaore, 2006; Meng et al., 2009),
o aumento da concentragdo de ferro (Liu et al., 2008), a privacao de silicio em
algas que possuem revestimento externo desse mineral, tais como as diatomaceas
(Sirén et al., 1989), a deficiéncia de fosforo (Lombardi e Wangerski, 1991) e a
presenca de uma fonte de carbono para microalgas que tenham capacidade
heterotréfica (Garcia et al., 2000).

A composi¢do da alga estd relacionada com a integracdo de varios
processos envolvidos na captagio e assimilagio desses compostos. E conhecido
que a deficiéncia de um nutriente leva o microrganismo a aumentar a captagao do
mesmo, assim como a eficiéncia metabolica dos processos em que este estd
envolvido. Na maioria desses casos, a maior absorcdo do nutriente esta
relacionada ao aumento de sitios de captagdo no plasmalema e a indugao de
isozimas com diferentes propriedades cinéticas que aumentam a afinidade por
este nutriente (Beardall et al., 2001). Quando o meio ¢ deficiente em nitrogénio
ou fosforo, o que pode ocorrer na fase estacionaria do cultivo ou quando o meio
de cultura adicionado ¢ pobre nessas substancias, as células exibem um aumento
da velocidade de captagdo do nutriente limitante. A medida que o nutriente vai se
esgotando no meio, fica mais dificil para a célula encontrar esse nutriente. O fato
de a célula ter aprimorado seus sistemas de captacao para manter sua velocidade
de crescimento, e nao haver disponibilidade do nutriente para isso ocorrer, gera

um stress fisioldgico que aumenta ao passo que a concentragdo dos nutrientes
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diminui. Esse stress altera o metabolismo da microalga, direcionando os
processos metabolicos para a produgdo de lipideos de reserva para preparar a
célula para o periodo de privagdo (Greene et al., 1991; Alonso et al., 2000;

Beardall et al., 2001; Santos et al., 2003; Lourengo, 2006; Meng et al., 2009).
A influéncia do nitrogénio

O nitrogénio ¢ um dos principais elementos para o desenvolvimento
microalgal, podendo ser assimilado através de varias fontes, como N,, NH,",
NO;", NO;, ureia, aminoacidos, purinas e pirimidinas (Lourengo, 2006). Os sais
de nitrato, de amodnio e de ureia sdo as fontes mais empregadas em cultivos
artificiais. Se o suprimento de nitrogénio ¢ abundante em cultivos, verifica-se
tendéncia do aumento nas concentragdes de proteinas e clorofila nas células.
Contrariamente, quando as concentracdes de nitrogénio sdo baixas, verifica-se
uma diminuicdo marcante da taxa de divisdo celular, além da reducdo das
concentragdes de proteinas e clorofila (Lourenco, 2006). Como ja visto
anteriormente, a deple¢do de nitrogénio pode aumentar o contetido lipidico de
uma microalga (Alonso et al., 2000; Grant, 2001; Santos et al., 2003). Isso pode
ser explicado pelo fato de que a falta de nitrogénio direciona o metabolismo
microalgal, antes voltado para a multiplicagdo celular, para a produgdo de
componentes de reserva, como os acidos graxos saturados, para preparar a célula
para um periodo de privagao (Alonso et al., 2000).

Youngmanitchai e Ward (1991) relataram que a concentragdo de nitrogénio
no meio interfere no grau de instaura¢do dos lipideos produzidos. Para algumas

microalgas, como a Dunaliela salina e Botryococus braunii, a deple¢ao de
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nitrogénio aumenta a produ¢do de &cidos graxos polinsaturados. J4 para a
Phaeodactylum tricornutum, a producdo desses 4cidos graxos diminui sob
privacdo e aumenta em um meio rico em nitrogénio. Santos et al. (2003)
privaram a alga Spirulina maxima de nitrogénio, e obtiveram um aumento de até
207% de lipideos totais por grama de biomassa seca. Kaixian e Borowitzka
(1993) submeteram a microalga Phaeodactylum tricornutum a privagdo de
nitrogénio e obtiveram um aumento de aproximadamente 20% na producdo de

lipidios por grama de biomassa seca em meio F/2 Guillard.

A influéncia do fosforo

O fosforo tem importantes fungdes na célula, estando envolvido em
transferéncia de energia e constituicdo de moléculas como o ATP, aclcares
fosfatados, acidos nucléicos e fosfoenzimas (Lourengo, 2006).

No meio de cultivo, o fésforo pode ser adicionado na forma de fosforos e
polifosforos, como fosforo de sodio e potassio. Fosforos de célcio e de ferro se
formam no meio, mas sdo indisponiveis para as algas por formarem complexos
insoluveis. Por esse motivo, ha necessidade de se garantir um excesso de fosforo
no meio. Nesta condicdo, as microalgas absorvem até 16 vezes mais do que sua
necessidade minima, o que garante o crescimento da célula por um periodo
quando houver privacao desse nutriente (Lourenco, 2006; Chisti, 2007).

A deficiéncia de fésforo no meio afeta o perfil lipidico da célula com mais
intensidade do que afeta a quantidade de lipideos produzidos por biomassa seca.
J& que o fosforo faz parte dos fosfolipidios, uma limitacdo deste nutriente

direciona o metabolismo da microalga para a produgdo de triglicerideos
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saturados e lipideos neutros, e ainda causa uma diminui¢do de acidos graxos
polinsaturados, o que ¢ favoravel para a produgdo de biodiesel (Siron et al.,
1989).

Alguns estudos relatam um aumento na quantidade de lipideos totais
intracelulares, aliada a diminui¢do do crescimento celular ¢ mudangas no perfil
lipidico da célula com a privacao de fosforo no meio. Khozin-Goldberg e Cohen
(2006) obtiveram um aumento em 15,5% em 4cidos graxos polinsaturados e 39%
de triacilgliceréis cultivando Monodus subterraneus em meio de cultura
deficiente em fosforo. Lombardi e Wangerski (1991) submeteram a microalga
Chaetoceros gracilis a um meio deficiente em fosforo e obtiveram um aumento
da quantidade de lipideos totais intracelulares atribuido & uma maior producdo de
triglicerideos. Obtiveram ainda uma diminui¢do da produgdo de fosfolipidios e
também um baixo crescimento celular. Esses resultados sdo consequéncia da
reducdo da divisdo celular e da sintese de clorofila causada pela limitacdo de
fosforo. A baixa captagdao desse nutriente alterou a velocidade de crescimento da
microalga, gerando uma situagdo de stress fisioldgico, que direcionou o
metabolismo da célula principalmente para producdo de triacilglicerois

(Lombardi e Wangerski, 1991).
A influéncia de uma fonte de carbono

O carbono ¢ o elemento que € necessario em maiores quantidades para
algas, pois constitui em torno de 50% da biomassa seca (Derner, 2006). Pode
estar na forma inorgénica, como o CO, e compostos derivados (H,CO;, HCO3’

ou CO5?), sendo proveniente do ar atmosférico ou de ar injetado na cultura, ou
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na forma organica, como a glicose, acetato, lactato e aminoacidos. Algumas
microalgas autotroficas s6 assimilam o carbono inorganico, que se difunde da
agua para o interior das células e ¢ usado em varios processos metabdlicos, como
a fixacdo do proprio carbono. Algumas microalgas também podem assimilar
outras fontes de carbono e, quando a microalga consegue assimilar o CO, e
carbono organico simultaneamente, pode-se chamar de cultivo de mixotréfico
(Derner, 2006). Sob condi¢cdes mixotroficas, algumas microalgas aumentam sua
taxa de crescimento e sua biomassa, além de produzirem uma maior quantidade
de acidos graxos. Isso pode ser explicado pelo fato de que o uso de fontes
suplementares de carbono minimiza as consequéncias do autossombreamento
causado pela elevada concentragdo de biomassa no meio. Com a baixa
disponibilidade de luz em cultivos densos, a assimilagdo do carbono inorgénico
pelas microalgas fica prejudicada. Se a alga consegue assimilar mais carbono,
aumenta sua producdo de carboidratos, proteinas e lipideos (Derner, 20006).
Alguns autores reportam um aumento da biomassa seca ¢ aumento da produgao
de lipideos pela microalga Phaeodactylum tricornutum utilizando fontes de
carbono como extrato de centeio, trigo ou batata (Fabregas et al., 1997), glicose e
glicerol (Garcia et al., 2000). Por exemplo, Garcia e colaboradores (2000)
adicionaram glicerol ao meio durante o cultivo dessa microalga e obtiveram uma
producdo de biomassa seca 74% maior do que um controle sem esse composto €
ainda um percentual de lipideos por biomassa seca 3 vezes maior do que o

controle sem o glicerol.
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Influéncia da temperatura

De acordo com Hu et al. (2008), a temperatura tem efeito principal na
composicao de acidos graxos de algas e descrevem uma tendéncia observada em
varias espécies. O aumento da temperatura leva a um aumento da saturagdo dos
acidos graxos, assim como a diminui¢ao da temperatura acarreta em um aumento
de insaturacao desses acidos (Renaud et al., 2002; Cade-Menun e Paytan, 2010;
Sakthivel et al., 2011). O aumento do conteudo de acidos graxos insaturados a
baixas temperaturas pode ser explicado pelo fato de que as algas necessitam
produzir mais 4cidos graxos polinsaturados para garantir a fluidez da membrana
(Sakthievel et al., 2011). Outro motivo apresentado por esses autores € que
temperaturas baixas levam a altos teores de oxigénio molecular no interior das
células, melhorando a atividade das enzimas de dessaturacdo e elongagdo
envolvidas na biossintese dos acidos graxos polinsaturados. Por outro lado, sob
altas temperaturas, os lipideos sdo modificados na sua composi¢ao para prote¢ao
da membrana tilacodide, para garantir a fotossintese (Cade-Menun e Paytan,
2010).

Outra tendéncia geral apresentada por Sakthievel et al. (2011) € o aumento
do conteudo de lipideos totais em culturas submetidas a temperaturas abaixo da
temperatura otima de cultivo, uma vez que baixas temperaturas (10-15°C)
resultam em condigdes de stress para a cultura, levando-a ao acumulo de
lipideos. Da mesma forma, altas temperaturas (acima de 30°C) significam
também mudangas nas condi¢des 6timas de cultivo, porém com uma interrupgao

brusca do crescimento da cultura, levando a morte das células. No entanto, Cade-
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Menun e Paytan (2010), afirmam que essa relacdo € inversa, ou seja, algumas
espécies acumulam maiores quantidades de lipideos totais geralmente a altas

temperaturas € menores a temperaturas mais baixas.

Influéncia da intensidade luminosa

Ambas baixas e altas intensidade luminosas possuem a habilidade de
limitar o crescimento algal, uma vez que influenciam na fotossintese. Sob baixas
intensidades, algas ndo terdo energia suficiente para suas necessidades
fisiologicas. Sob altas intensidades, a luz pode exceder a capacidade celular de
utilizacdo da energia, resultando em fotoinibi¢do e até em foto-oxidagdo. O
fendmeno de fotoinibi¢do pode ser ainda mais grave se alta intensidade luminosa
for acompanhada de baixa temperatura. Em sistemas naturais, altas intensidades
luminosas advindas do sol podem vir acompanhadas de radiagdo ultravioleta, o
que pode prejudicar as células algais (Balseiro et al., 2008; Garbayo et al., 2008).

A reducdo da fotossintese e a fotoinibi¢ao irdo limitar o carbono total que
pode ser fixado pelas algas. Fato, que por sua vez, pode alterar a distribui¢do de
carbono em compostos macromoleculares, uma vez que as algas tenderdo a se
proteger de altas intensidades ou irdo maximizar sua capacidade de
aprisionamento de energia em caso de baixas intensidades. Fotossistemas e seus
subcomplexos estdo ancorados na membrana tilacdide através de lipideos
exclusivamente presentes no cloroplasto (Mock e Kroon, 2002). Lipideos
estruturais apresentam além da funcdo de compor a membrana celular, a de
modular a eficiéncia do fotossistema e regular o fluxo de energia. Dessa maneira,

o crescimento algal quando submetido a varias intensidades luminosas exibe
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notaveis mudancas na composi¢do quimica, concentracdo e composicdo de
pigmentos e atividade fotossintética. Por exemplo, cita-se que sob condi¢des de
baixas intensidades luminosas, algas alteram a composi¢ao do seu complexo de
absor¢do de luz para maximizar essa absorcdo, reduzindo a quantidade de
carboidratos e aumentando a de lipideos.

Todavia, os efeitos na composicao e concentragdo dos lipideos causados
pela variagdo da intensidade luminosa ainda ndo sdo consenso entre os
pesquisadores. Se por um lado, ha constatagdo de que uma baixa intensidade
luminosa leva a um aumento no percentual de lipideos em relacdo a biomassa
seca; por outro, hd pesquisas que comprovam aumento da quantidade de lipideos
quando culturas sdo submetidas a altas intensidades de luminosidade (maiores
que 1.600 pmol fotons.m™.s™") (Cuhel e Lean, 1987).

Quanto a caracteristica qualitativa dos lipideos, ha certa concordancia em
literatura. Tipicamente, baixas intensidades luminosas induzem a formagao de
lipideos polares de membranas associados ao cloroplasto; enquanto que uma
elevada intensidade decresce o conteido de lipideos polares com um
concomitante aumento da quantidade de lipideos neutros de armazenamento,
principalmente os triacilglicerdis (Khotimchenko e Yakovleva, 2005). O grau de
saturacao do acido graxo também pode ser alterado pela luminosidade. Com
pequenas excegdes, Hu et al. (2008) afirmam que baixas intensidades luminosas
favorecem a formacao de acidos graxos polinsaturados, que sdo incorporados a
estrutura da membrana. Consequentemente, elevadas intensidades alteram a

sintese desses acidos, de forma a produzir mais acidos saturados e

24



monoinsaturados, que contribuem para os lipideos neutros. Esse fato pode ser
explicado, pelo fato de que a sintese de triacilglicerdis requer grandes
quantidades de ATP ¢ NADPH produzidos fotossinteticamente, ajudando assim,
na dissipacao do excesso de energia luminosa e prevenindo dano fotoquimico das
células algais até que outros mecanismos de protecdo sejam implementados

(Roessler, 1990).

Influéncia do ciclo de crescimento da cultura

A mudanca do perfil lipidico com a idade da cultura ¢ explicada por Grima
et al. (1994) pela quantidade de nutrientes e luminosidade. Se ha disponibilidade
de nutrientes, a tendéncia do cultivo ¢ possuir um maior numero de células
gerando uma maior competi¢dao nutricional € menor disponibilidade de luz. Nessa
condicdo, a alga ¢ obrigada a ativar um aparato fotossintético mais complexo e
passa a sintetizar mais lipideos polares para fazer parte das membranas dos
cloroplastos. Isso quer dizer que células jovens, na fase exponencial do cultivo,
tendem a captar mais nutrientes pela alta disponibilidade destes no meio,
produzindo, assim, mais lipideos polares. Quando ha deplecao de nutrientes e
uma alta concentragdo de células, a captagcdo de nitrogé€nio e fosforo diminui, as
células param de se multiplicar e o cultivo entra na fase estaciondria. A célula
passa entdo a utilizar fontes de carbono, organico ou inorganico desde que
disponiveis, para manutencao do seu metabolismo e para produgdo de lipideos de
reserva.

Esse mesmo comportamento ¢ descrito por Hu et al. (2008). Os autores

afirmam que o contetido lipidico e a composicao de acidos graxos sdo sujeitos a
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variagdo durante o ciclo de crescimento da cultura. Em muitas espécies, um
aumento na quantidade de triacilglicerois, lipideos mais facies de extrair para a
producdo de biodiesel, ¢ observado na fase estacionaria.

3.4 Métodos de extracao lipidica

A extragdo de lipideos ¢ uma etapa essencial no processo global de
producdo de biodiesel (Ranjan et al., 2010). Existem varios métodos analiticos ou
técnicas de extracdo reportados em literatura, dentre elas: extragao via Soxhlet,
utilizando hexano como solvente, método de Bligh and Dyer, que utiliza mistura
de cloroférmio, metanol e &4gua como solventes, extracdo assistida por
microondas, extracdo com fluido supercritico, extra¢ao assistida por ultrassom e
extracdo com fluido pressurizado. Sdo técnicas diferentes, porém a maioria delas
envolve destruicao da célula com liberagdo do 6leo no citoplasma (Engler, 1985;
Geciova et al., 2002). Para Ranjan et al. (2010) a escolha de uma técnica em
particular depende de varios fatores, como a espécie da microalga, o conteudo
inicial de lipideo e a quantidade de biomassa a ser tratada por vez.

Por ser a técnica mais difundida e utilizada em literatura, o foco desse
estudo sera dado a técnica de extragdo por solventes organicos.

3.4.1 Extracio via solvente

De acordo com Ranjan e colaboradores (2010), existem dois mecanismos
pelos quais a extracdo de lipideos via solvente pode ocorrer: (1) difusdo dos
lipideos através da parede celular, se a biomassa algal estiver suspensa no
solvente com alta solubilidade e seletividade pelo lipideo; (2) rompimento da

parede celular com liberacdo do conteudo da célula no solvente. Importante
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ressaltar que o primeiro mecanismo ¢ menos eficiente € mais demorado, pois
depende da velocidade de difusdo das moléculas, que ¢ geralmente lenta. Esse
mecanismo ¢ descrito detalhadamente a seguir.

Segundo Halim et al. (2012), os principios envolvendo extracdo por
solventes organicos de lipideos de microalgas sdo baseados no conceito quimico
de que semelhante dissolve semelhante. Quando uma célula de microalga ¢
exposta a um solvente organico apolar ou fracamente polar, como hexano,
cloroformio ou éter de petrdleo, o solvente penetra no citoplasma através da
membrana celular e interage com os lipideos neutros para formar o complexo
solvente-lipideo por meio de for¢as de van der Waals. Esse complexo se difunde
através da membrana por diferenca de concentracdo, € uma camada estatica
envolvendo a célula se difunde na massa do solvente. Consequentemente, os
lipideos neutros sao extraidos para o exterior da célula e permanecem dissolvidos
no solvente organico apolar ou fracamente polar. Essa camada estatica ao redor
da célula ¢ formada devido a interagdes entre o solvente organico ¢ a parede
celular e permanece inalterada por qualquer fluxo de solvente ou agitagdo. Por
sua vez, lipideos polares sdo removidos por solventes polares (metanol ou
isopropanol), uma vez que sao ligados por pontes de hidrogénio a proteinas no
citoplasma celular. O solvente organico (polar e apolar) penetra através da parede
celular no citoplasma e interage com o complexo lipidico. Durante essa
interagdo, o solvente apolar envolve o complexo lipidico, formando associacdes
de van der Waals com os lipideos neutros, enquanto o solvente polar forma

pontes de hidrogénio com os lipideos polares. As pontes de hidrogénio sao fortes
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o suficiente para deslocar as associagdes lipideo-proteina que ligam os
complexos lipidicos @ membrana celular. Dessa forma, a adicdo de um solvente
organico polar a um solvente apolar facilita a extragdo de complexos lipidios
neutros associados a membrana. No entanto, esse processo leva também a
inevitavel co-extracdo de lipideos polares (Halim et al., 2012).

Na maioria das praticas laboratoriais, ambos solventes polares e apolares
sdo adicionados as células para garantir a completa extragdo dos lipideos neutros,
seja os que estdo na forma de globulos livres ou aqueles que se encontram na
forma de complexos associados @ membrana. Kumari et al. (2011) afirmam que a
precisao dos diferentes métodos de extracdo depende da solubilidade dos
constituintes lipidicos no solvente utilizado e da natureza da amostra. Para
Ranjan et al. (2010), a seletividade do solvente com o lipideo ¢ o que mais
influencia na eficiéncia da extracdo. Christie (2007) destaca que a mistura de
solventes deve ser suficientemetne polar para remover os lipideos dos
constituintes celulares, porém nao tdo polar que os solventes nao solubilizem
prontamente todos os triacilglicerideos e outros lipideos apolares ou que extraiam
uma maior gama de outros produtos indesejados para a produgdo de biodiesel
como glicerol, colesterol, pigmentos, fosfolipideos e polifenois.

A cinética e os mecanismos envolvendo a extragdo por solventes de
lipideos em microalgas ainda ndo sdo totalmente entendidos e requerem estudos
adicionais. Esse tipo de extracdo possui diversas desvantagens, dentre elas
destacam-se: o método consome grandes quantidades de solventes, geralmente

toxicos, ¢ lento e demanda energia para a remog¢ao do solvente. Além disso, o

28



alcance da extragdo por um dado volume de solvente ¢ termodinamicamente
restrito pelo equilibrio de transferéncia de massa (Wang e Weller, 2006). Porém,
¢ um método barato, se comparado a outras técnicas mais sofisticadas, e também
¢ de facil replicagao.

Um ponto chave, de merecido destaque, ¢ a dependéncia da técnica
extracdo do método de rompimento celular, ou seja, a eficiéncia da técnica de
extracdo estd intimamente relacionada com a eficiéncia do método de
rompimento. Se por exemplo, a ruptura da celular for total, a extragao de lipideos
sera maxima.

3.5 Rendimento lipidico de microalgas cultivadas em aguas residuarias

Microalgas podem produzir algumas vezes quantidades significativas de
lipideos. O tipo de lipideo produzido, 4cidos graxos saturados, insaturados,
glicolipideos ou triacilglicerideos, € a quantidade de lipideos produzida vai
depender das espécies de microalgas e das condi¢des de cultivo (Chisti, 2007; Hu
et al., 2008; Griffiths e Harrison, 2009). De acordo com Griffiths ¢ Harrison
(2009), altas quantidades lipidicas nao sao observadas em lagoas de alta taxa. No
entanto, as altas concentracdes de lipideos nas células tendem a ser associados
com baixa producdo de biomassa, especialmente quando sao induzidas por stress
ambientais como limitagdes de nutrientes (Rodolfi et al., 2009; Dean et al.,
2010).

Segundo Pittman et al. (2011), recentes estudos baseados em cultivos
laboratoriais de microalgas em batelada, em lotes de fluxo semi-continuo ou em

bioreatores reportam uma razoavel acumulagao de lipideos para aguas residuarias
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como meio de cultivo. Esses resultados variam de menos que 10% até 25-30% de
lipideos na biomassa seca. E em alguns estudos, esses resultados podem refletir
em alta produc¢do lipidica se associados a elevada produtividade de biomassa
algal (Pittman et al., 2011). Kong et al. (2010) cultivaram biomassa da microalga
Chlamydomonas reinhardtii em esgoto doméstico e obtiveram 25% de lipideo na
biomassa seca, correspondendo a uma produtividade diaria de 505 mg.L™' de
lipideos. Martinez et al. (2000) e Orpez et al. (2009), cultivaram microalgas em
efluente doméstico secundariamente tratado e conseguiram resultados de 31% e
18% de contetido lipidico no peso seco, respectivamente. No caso do estudo de
Orpez et al. (2009), o teor lipidico foi maior na cultura cultivada com agua
residudria do que a cultivada com meio sintético de cultivo (rendimento de 11%
de lipideos na massa seca), indicando que as condi¢des estressantes promovidas
com o cultivo em aguas residuarias podem induzir o aumento na sintese de
lipideos.

Trés estudos indicaram o potencial de cultivo de algas em efluente de
industria de laticinios. Woertz et al. (2009) determinaram o conteudo lipidico de
um consorcio de algas originalmente isolado de lagoas de tratamento de agua
residuais e cultivadas em efluente de laticinios digerido anaerobicamente em
reatores ao ar livre. Apds 6 dias de crescimento, o pico de acumulagdo de
lipideos atingiu 14 a 29% da massa seca, correspondendo a uma produtividade
lipidica de 2,8g.m™. dia”'. Wang et al. (2010) avaliaram o cultivo de microalga
(Chlorella sp.) em efluente de laticinios digerido anaerobicamente e produziram

uma andlise detalhada do perfil lipidico das células. O contetido de 4cidos graxos
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totais, incluindo lipideos neutros (ésteres e triacilglicerdis), fosfolipideos e
glicolipideos, variou de 9 a 13% do peso seco, dependendo da concentragdo da
agua residudria usada no cultivo. O terceiro estudo também avaliou o
crescimento de Chlorella em efluente de laticinios e comparou o cultivo em
cultura suspensa ou aderida a um meio suporte de poliestireno (Johnson ¢ Wen,
2010). O contetido de 4cidos graxos totais foi similar nos dois sistemas de
crescimento (9% da biomassa seca), porém a produtividade da biomassa foi
superior no meio aderido de crescimento.

Mulbry et al. (2008) analisaram o crescimento de algas utilizando como
meio de cultivo efluentes de suinocultura (bruto) e de laticinios (bruto e digerido
anaerobicamente) com e sem adigdo de CO,. As algas foram cultivadas em um
fotobioreator (algal turf scrubber) de escala laboratorial, e foram determinadas as
produtividades de biomassa e de lipideos. O conteudo lipidico foi maior no
efluente de suinocultura (9% do peso seco), porém a produtividade da biomassa
foi superior para o efluente de laticinios (mais de 21 g do peso seco. m™.dia, se
comparado a 10,7 g do peso seco. m™.dia" do efluente da suinocultura).

Chinnasamy et al. (2010) desenvolveram estudos com efluente bruto de
indistrias de carpetes misturado com efluente doméstico. A biomassa foi
cultivada em lagoas de alta taxa de 950 litros, com adi¢do de CO, e nitrogénio. O
potencial de produgdo de biomassa algal foi de aproximadamente 9 a 18
toneladas por hectares por ano e o rendimento lipidico ficou em torno de 7% do

peso seco. O rendimento do processo produtivo de biodiesel foi de 64%.
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Sydney et al. (2011) apresentaram resultados de um levantamento de
espécies de microalgas capazes de acumular lipideos e remover nitrogénio e
fosforo de efluente doméstico secundariamente tratado. Andlises da biomassa
indicaram um actimulo de 36% de lipideos no peso seco. A composicdo de
acidos graxos foi dominada pelos acidos palmitico (C16:0) e oleico (C18:1),
além de quantidades consideraveis dos acidos estedrico (C18:0), linoleico

(C18:2) e alfa-linoleico (C18:3).

3.6 Produciao de biodiesel a partir de microalgas

O biodiesel pode ser produzido a partir da transesterificacdo ou alcoodlise
dos triacilglicerois, reagdo na qual esses compostos reagem com metanol ou
etanol, resultando em ésteres de cadeia longa e uma molécula de glicerol (Chisti,
2007; Song et al., 2008). Além de ser renovavel, possui vantagens sobre o diesel
de petroleo como: emite menos gases na sua queima, nao contribuindo para as
mudangas climaticas e ndo emite compostos aromaticos, reduzindo seu impacto
ambiental negativo (Meng et al., 2009; Huang et al., 2010).

Entre os microrganismos capazes de armazenar 6leos, que sdo alternativas
para o conflito com a produ¢do de alimentos das plantas, destacam-se as
microalgas, fungos, leveduras e bactérias. As microalgas sobressaem-se pela sua
capacidade de produgdo de lipidio semelhante as plantas oleaginosas, por
utilizarem o CO, como fonte de carbono (Takagi e Yoshida, 2005; Meng et al.,
2009).

Para a producao de biodiesel € necessario que a matéria prima seja rica em

triglicerideos com cadeia carbonica de 14 a 18 carbonos, que sdo facilmente
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transesterificaveis (Huang et al., 2010). As razdes por essa preferéncia sao duas.
A primeira ¢ que a escala industrial de transesterificacdo ¢ focada em catélise
alcalina e possui eficiéncia limitada em outras fragdes de lipideos, como os
polares e os acidos graxos livres (Lang et al., 2001; Christie, 2007). A segunda ¢
que acilglicerois, geralmente, tem um baixo grau de insaturagdo se comparado as
outras fra¢des, produzindo assim, biodiesel com alta estabilidade de oxidagao
(Halim et al., 2012). A composicao lipidica das microalgas compreende até 80%
de triglicerideos dos lipideos totais extraidos, conforme a idade do cultivo, sendo
esses triglicerideos formados por acidos graxos de cadeia longa, de 16 a 18
carbonos, principalmente para as microalgas de dgua doce (Meng et al., 2009).
De acordo com Harwood e Guschina (2009), a maioria desses acidos graxos sao
polinsaturados, o que ¢ uma desvantagem do uso de microalgas como matéria
prima para a producdo de biodiesel, devido a facilidade desse oleo sofrer
oxidacao durante a estocagem.

Além dessas caracteristicas, o 6leo de microalga, principalmente as de agua
doce, possui caracteristicas semelhantes as dos 6leos de plantas oleaginosas e se
enquadra dentro das principais exigéncias da ANP (Agéncia Nacional de
Petroleo) para a qualidade do biodiesel, como o ponto de fulgor minimo de 115°
e baixo indice de acidez (menor que 0,8 mg de KOH/g) (Teixeira, 2008).
Também, geralmente costuma se enquadrar dentro das exigéncias da Sociedade

Americana de Teste de Materiais (ASTM) para Biodiesel, conforme Tabela 1.

33



Tabela 1. Comparacido das propriedades de oOleo de
convencional e exigéncias da ASTM

microalgas, diesel

Propriedades Biodiesel de Diesel Exigéncias da
microalga convencional ASTM para
(Chlorella biodiesel *

protothecoides)

Densidade (Kg/L) 0,864 0,838 0,84 - 0,90

Viscosidade 5.2 1,9-4,1 3,5-5.0

(mm?/s a 40°C)

Ponto de fulgor (°C) 115 75 Min 100

Ponto de -12 -50a10

solidificacao (°C)

Ponto de -11 -3 (méx. -6,7) Verdo: max. 0

entupimento de [nverno: max. < -

filtro a frio (°C) ’ '

15

Indice de acidez 0,374 Max. 0,5 Max. 0,5

(mg KOH/g)

Calor para 41 40 - 45 L

aquecimento

(MJ/kg)

Razao H/C 1,81 1,81

Fonte: Xu et al., 2006.

* ASTM, 2002.
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4. METODOLOGIA

4.1 Descricdo da unidade experimental

As lagoas de alta taxa foram instaladas na Unidade Experimental de
Tratamento de Esgotos e Utilizagdo de Efluentes da Violeira (ETE Violeira), no
municipio de Vigosa, MG. Durante toda a duracdo desse projeto as lagoas foram
alimentadas continuamente com efluente do reator UASB (Up-flow Anaerobic
Sludge Blanket) construido em escala real para o tratamento do esgoto de
aproximadamente 600 habitantes do bairro da Violeira (Qmed = 115 m’. dia™,
volume = 48 m’, altura = 5,70 m e tempo de detencdo hidraulica (TDH) = 7 h).
De toda a vazao efluente do reator, uma parte, em torno de 2 a 4 m’.dia”, foi
encaminhada ao sistema de lagoas.

Foram construidas doze lagoas de alta taxa em fibra de vidro com 1,28 m
de largura, 2,86 m de comprimento e 0,5 m de altura, sendo a altura util de 0,3m,
area superficial de 3,3 m? e volume 1til de 1 m? (Figura 3). Para prover o fluxo
nas unidades, foram instaladas pas giratorias impulsionadas por um conjunto
motor redutor que teve sua velocidade angular controlada por um inversor de
frequéncia WEG CFW10, para prover o fluxo do efluente, fornecendo ao meio
uma velocidade de 0,10 a 0,15 m.s”. O TDH de 4 dias foi ajustado através do

controle manual da vazao em 10,4L.h° L
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Figura 3. Foto das LATs instaladas

As doze LATs instaladas operaram em paralelo. Uma linha era composta
de seis lagoas que receberam efluentes diretamente do reator UASB, e a outra
linha de outras seis lagoas que tiveram como substrato efluente doméstico do
UASB que passou por processo prévio de desinfec¢do ultravioleta. O sistema de
desinfeccdo ultravioleta foi dimensionado para atingir o padrao de 10°
NMP.IOOmL‘l, com dose efetiva adotada de 21 mJ.cm™ e absorbancia de 42%,
sugeridas por Gongalves et al. (2003), que estudaram a remog¢do de Escherichia
coli por desinfeccdo UV em efluentes de UASB. Portanto, a unidade de
desinfecgdo possuiu dose aplicada por volume de 5,64 Wh.m™. As dimensdes do
reator de desinfec¢do eram de: 0,16 m de largura, 0,76 m de comprimento, 0,10
m de lamina d’4gua, e 8,4 segundos de TDH. Foram instaladas trés lampadas
emersas de radiacdo UV-C, feitas em tubo de quartzo, poténcia de 15 W cada,
sendo de baixa pressdo, com dimensdes de 436 mm de comprimento, 26 mm de

diametro, colocadas no sentido longitudinal. O objetivo da etapa de desinfeccao
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foi o de remocgao de organismos predadores de microalgas e competidores por
nutrientes, consistindo em melhoria para o crescimento da biomassa algal.

De forma a avaliar a influéncia de diferentes intensidades de radiacao
solar no processo de crescimento da biomassa e acimulo de lipideos, as LATs
receberam uma cobertura com telas de sombreamento. As telas de sombreamento
foram instaladas com a altura maxima de 1,3 m e distante da borda do tanque no
solo de aproximadamente 0,3 m. As telas utilizadas foram as mesmas utilizadas
em cultivo agricola protegido, fabricadas de polietileno de alta densidade da
marca equipesca®, sombrite®. As primeiras lagoas, tanto da linha sem, quanto
da linha com a desinfeccdo, LAT1 e a UV1, respectivamente, foram consideradas
testemunhas e, portanto, operaram sem cobertura. A cobertura da radiagdo
cresceu em intensidade da LAT2 e UV2 para a LAT6 e UV6, de forma que as
LAT2 e UV2 tinham 9% de bloqueio da luz solar, as LAT3 e UV3 18%, as
LAT4 e UV 4 30%, LATS5 e UV5 60% e LAT6 e UV6 80%. Na Figura 4 ¢

apresentado um diagrama esquematico do experimento instalado.
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Figura 4. Diagrama esquematico do experimento

4.2 Caracterizacio das condi¢oes ambientais e do meio de cultivo

Andlises de qualidade do esgoto doméstico afluente e efluente as lagoas
foram feitas semanalmente de 31 de janeiro a 19 de novembro de 2012,
totalizando 36 campanhas de amostragens. A coleta de amostras para analises
dos parametros fisicos e quimicos foi realizada de forma composta com
frequéncia de duas horas (de 8:00 h as 18:00 h).

As andlises fisicas e quimicas do afluente e efluente as unidades seguiram,
essencialmente, as disposi¢des do Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater (APHA, 2005): nitrogénio amoniacal (4500-NH3C),
nitrato (4500-NO3E), fésforo total solavel (4500 PC—filtrada a 0,45 pm). Entre
parénteses, na frente de cada varidvel monitorada, encontra-se o numero do
procedimento adotado em cada andlise. Para determinacdo do carbono orgéanico

total (COT) e carbono inorganico (CI) utilizou-se o TOC 5000 Shimadzu. O
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carbono total (CT) foi considerado como sendo a soma do carbono organico total
e do carbono inorganico. Adicionalmente, nas datas de monitoramento e
amostragem, a cada duas horas realizaram-se as medi¢coes de pH, oxigénio
dissolvido (OD) e temperatura. Para tais variaveis, utilizou-se sensor da marca
Hach modelo HQ40d (Luminescent Dissolved Oxygen (LDO) para oxigénio
dissolvido). Também se mediu radiacdo solar fotossinteticamente ativa (PAR)
(400-700 nm) na superficie da 4gua e a radiacao fotossinteticamente ativa (400-
700nm) subaqudtica (subPAR) (aproximadamente 10 cm de profundidade,
medida realizada no centro da lagoa) utilizando-se radiometro LI-COR - LI-193
Underwater Spherical Quantum Sensor.

4.3 Caracterizacao da biomassa e da comunidade fitoplanctonica
Quantificacao da biomassa

Como o meio de cultivo utilizado foi o esgoto doméstico, a quantificacdao
da biomassa foi realizada por meio de dois parametros: solidos suspensos
volateis (SSV) e clorofila a. O pardmetro SSV exprime a quantidade de biomassa
total (algas, bactérias e outros) produzida em cada lagoa; ja o parametro clorofila
a exprime somente a quantidade de biomassa algal produzida em cada unidade.

As determinacdes do teor de SSV (2540E) de acordo com APHA (2005) e
clorofila a foram realizadas nas mesmas datas de coleta e amostragem, para a
caracterizagdo do meio de cultivo, descritas no topico anterior.

A determinacdo da produtividade da biomassa algal foi feita com base na
analise de clorofila a. Para a determinagdao da concentragao da clorofila a, as

amostras foram filtradas em membranas de microfibra de vidro (Millipore AP 20;
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47 mm de diametro e 0,8 - 8,0um de porosidade) e conservadas no freezer até o
momento da extragdo. No laboratdrio, a extracdao foi feita com etanol 80%. A
analise dos extratos foi feita por espectrofotometria, segundo a metodologia
descrita em APHA (2005), na faixa de 665nm e 750nm. Para a determinagdo da
clorofila a e da feofitina foram utilizadas as formulas, descritas em Nush (1980)
e modificadas segundo a Norma Holandesa (Nederlands Norm Nen 6520,1981).
A proporcdo de biomassa algal foi estimada a partir da concentracdo de

clorofila a utilizando a Equacao 1 (Raschke, 1993):

_3) _ Clorofila a

Biomassa Algal (g.m X 100 Equagdo 1

’

De acordo com a equagdo, a clorofila a representa 1,5% da biomassa algal
(peso seco), sendo esta proporcdo constante. Sabe-se que tal relagdo ndo ¢
constante e varia de acordo com as espécies, densidade das células e
disponibilidade de luz (Park e Craggs, 2011). Porém, a titulo de comparagdao
entre as lagoas deste estudo, esta medida foi utilizada, no intuito de determinar
qual lagoa possuia maior produgdo de biomassa algal.

Caracterizacao da comunidade fitoplanctonica

As coletas foram realizadas quinzenalmente em cada uma das lagoas de
alta taxa no periodo de 31 de janeiro a 22 de outubro de 2012.
Analise qualitativa

Para as analises qualitativas utilizou-se uma rede propria para amostragem
de organismos planctonicos, rede de 20um. O volume de 150mL de amostra

coletada, que permaneceu no copinho da rede apos a filtragem, foi fixado com
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150mL de solucao de formol a 4%. A identificagdo taxondmica foi feita, em
nivel de género com auxilio de um microscopio binocular (Olympus 1X70). As
caracteristicas morfologicas e morfométricas da vida vegetativa e reprodutiva de
valor taxondmico para as espécies foram analisadas de acordo com bibliografia
especializada.

Analise quantitativa

Para analise quantitativa foram coletadas amostras de um litro em frascos de
vidro ambar. Tais amostras foram conservadas em geladeira até a fixacdo com
solugdo lugol. A quantificagdo foi realizada por meio de contagens de células, em
camara Sedgwick-Rafter, de acordo com a Norma Técnica L5.303 Cetesb (2005).
Apo6s o periodo de decantagdo, o sobrenadante foi descartado, resultando em
concentrado de aproximadamente 100 mL. Este concentrado foi homogeneizado
e 1 mL transferido com pipeta para camara de Sedgwick-Rafter. Apos 15
minutos, a cadmara foi levada ao microscépio (Olympus IX70) e analisada em
aumento de 40x. Os resultados foram reportados em concentracdo de individuos
por mL de amostra. Importante ressaltar que essa medida de concentragao esta
sujeita a interpretacdes falhas, devido a ndo considera¢ao do biovolume celular.
Células entre géneros ou entre individuos diferentes variam enormemente e
influenciam diretamente na andlise quantitativa das espécies presentes (Lyakh,
2007; Rott et al., 2007; Vadrucci et al., 2007). No entanto, mesmo sujeitos a
falhas, os resultados apresentados de organismos por mL nos permite inferir

sobre a densidade de organismos em cada lagoa para fins de comparacao.
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4.4 Quantificacido do lipideo acumulado e da produtividade lipidica

As coletas foram realizadas com frequéncia quinzenal de 31 de maio a 12
de novembro de 2012. A biomassa coletada na saida de cada lagoa em galdes de
10L foi concentrada em centrifuga refrigerada de alta rotacao (Hitachi CR 21GII,
rotor R10A3), a 10.000 rpm e 15°C por 5 minutos. Apds concentragdo, a
biomassa foi submetida a estufa a 50 £ 10°C por no minimo 12 horas para
secagem. A biomassa seca foi macerada e deixada em dessecador para andlise. A
secagem foi realizada visando minimizar a quantidade de agua na biomassa, uma
vez que a agua forma uma barreira que impede a efetiva transferéncia de massa
lipidica da célula para o solvente (Halim et al., 2012). As Figuras 5 e 6 ilustram a

biomassa centrifugada e seca, respectivamente.

Figura 5. Biomassa centrifugada Figura 6. Biomassa seca

A andlise do teor lipidico consistiu, primeiramente, na pesagem da
biomassa seca (0,1g) para posterior rompimento da parede celular, com adigdes
de SmL de HCI1 3M, 4mL de éter de petroleo e 25mL de metanol. A importancia
do rompimento da parede celular para maior eficiéncia da extracdo ¢ consumada
em literatura, pois libera no meio os lipideos intracelulares (Gouveia et al., 2007;

Lee et al., 2010). Dentre diferentes métodos de pré-tratamentos nao-mecanicos
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(acidos, bases, enzimas ou choque osmotico) (Chisti e Moo-Young, 1986), a
adicao de acido foi escolhida para a lise celular por ter se apresentado como mais
eficiente em testes comparativos (observagdo do estado celular em microscopio
binocular Olympus IX70) para a biomassa nas condi¢des dessa pesquisa. A
mistura foi, entdo, levada a aquecimento em chapa aquecedora por 15 minutos a
50°C.

Como segunda parte, procedeu-se a 3 extragdes via solvente em funis de
separacao com adicoes de 10mL, 20mL e 10mL de éter de petrdleo na primeira,
segunda e terceira extracao, respectivamente. A escolha do éter de petréleo deu-
se pelo fato de que esse solvente organico ¢ menos polar, extraindo lipideos de
maior interesse para a producao de biodiesel (de baixa polaridade) e arrastando
assim, menos impurezas, pigmentos e lipideos ndo neutros (Sakthievel et al.,
2011), se comparado ao cloroférmio (solvente utilizado na difundida
metodologia Bligh and Dyer, (Bligh e Dyer, 1959)).

ApOs a extragdo, a terceira parte consistiu na lavagem do 6leo + solvente
com adicdo de 10mL de acetato de chumbo a 4% para retirada de impurezas ¢
pigmentos. A ultima etapa caracterizou-se pela quantificacdo do o6leo por
gravimetria com a evaporagdo de solvente em chapa aquecedora (50°C) e
posterior secagem em estufa por 2 horas a 105°C. A determinacdo do teor
lipidico foi feita em duplicata nas 12 lagoas e no efluente do reator UASB. As

Figuras 7 e 8 ilustram o processo de extracao.
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Figura 7. Separacao da Figura 8. Fase lipidica apds a evaporacao
fase lipidica (superior) do solvente

O teor lipidico (% de lipideos na biomassa seca) foi calculado de acordo
com Equacao 2:

(peso recipiente cheio)—(peso recipiente vazio)

Teor lipidico (%) = *100 Equacgao 2

(peso da biomassa seca)

A produtividade lipidica foi obtida multiplicando-se a produtividade de
biomassa total (SSV) pelo teor lipidico de cada lagoa, obtidos em cada data de
coleta.

4.5 Caracterizacio do lipideo acumulado: perfil de acidos graxos

Cruzando dados de SSV e de teor lipidico, foi possivel obter a
produtividade lipidica de cada lagoa de alta taxa. Para as duas lagoas mais
produtivas de cada linha (sem e com desinfeccdo UV) e as lagoas testemunhas
(LAT1 e UV1), caracterizou-se qualitativamente o 6leo produzido. O 6leo bruto
foi extraido de acordo com o mesmo procedimento descrito no item anterior,
porém com a pesagem de maior quantidade de biomassa (0,5g) e uso de agitador

magnético por 10 minutos para solubilizacio da biomassa na mistura acido-
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solvente. Adicionalmente, a mistura (6leo + solvente) apdés a lavagem com
acetato de chumbo a 4% foi filtrada com sulfato de sddio anidro para remogao de
impurezas ¢ umidade.

O o6leo de cada lagoa escolhida foi entdo pesado (aproximadamente 0,01g)
e a ele adicionados 0,2mL de tolueno, 1,5mL de metanol ¢ 0,3mL de 8% de HCI
em metanol. A mistura foi levada a estufa por 24 horas a 45°C. No dia seguinte,
foram adicionados 2mL de hexano e 1mL de 4gua e a fase superior coletada e
acondicionada em ultra freezer para analise da composi¢ao de acidos graxos em
cromatdgrafo gasoso (Shimadzu CG-2010). As condi¢des da andlise foram as
seguintes: coluna HP-88 (cianopropilo com polissiloxano, 100 m x 0,25 mm x
0,2 um), temperatura da coluna de 260°C, splitless, o forno foi aquecido a 60°C
em | minuto, passando a 130°C (20°C min™) e 240°C (5°C. min") ¢ mantido a
240°C por 10 minutos. A vazao do gas hélio foi de 2,46mL. min” a 363,.8 kPaea
temperatura do detector de ionizacdo de chama foi de 270°C. Os picos dos
¢ésteres metilicos de acidos graxos foram identificados através dos tempos de
retencdo por comparacdo com padrdes auténticos e quantificados por
normalizacao de area. Foram utilizados os seguintes padrdes de ésteres metilicos
para calibracao do equipamento: C12, C14, C16, C18, C19, C20 e C24.

4.6 Analises Estatisticas

Os dados de produtividade lipidica foram submetidos a teste de

significancia para diferenciacdo estatistica das médias de cada lagoa de alta taxa.

Com o auxilio do software ASSISTAT, versao 7.6 beta, 2012, foi realizada
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analise de variancia (ANOVA), presumindo experimento inteiramente
casualizado (DIC) para aplicacao do teste t a 5% de significancia.

Com o auxilio do software Genética Quantitativa ¢ Estatistica
Experimental versdao 2009.7.0, Genes, (Cruz, 2006) tentou-se ajustar modelos de
regressdo multipla para explicar a relacdo causa-efeito das varidveis radiagdo
fotossinteticamente ativa do ar, radiagdo fotossinteticamente ativa subaquatica,
concentragdo de SSV e concentragdo de clorofila a na produgao de lipideos (%
lipideos totais). Foram utilizados dados médios de cada variavel, totalizando seis
pontos para a equacdo de regressdao, um para cada condicdo de intensidade
luminosa. Os coeficientes da equagdo foram calculados e testados quanto as suas

significancias a 5% pelo teste t bilateral.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao das condi¢oes ambientais e do meio de cultivo

Tradicionalmente, as variaveis que controlam a dindmica de crescimento
das comunidades aquéticas sdo: radiagdo solar, mistura da dgua e nutrientes
(Sand-Jensen, 1989; Makkay et al., 2008). Com exce¢do da radiacdo, pode-se
assumir que os demais recursos foram fornecidos sem nenhuma variagao entre as
lagoas. Assim, a radiagdo solar pode ser considerada como a varidvel
controladora da dindmica do ambiente das lagoas de alta taxa estudadas nessa
pesquisa, interferindo intimamente no comportamento dos parametros
temperatura, OD e pH.

As Figuras 9 e 10 apresentam, respectivamente, o comportamento diurno
dos parametros radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR) e radiagdo

fotossinteticamente ativa subaquatica (subPAR) e temperatura.
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Figura 9. Comportamento diurno (média de todos os dias de coleta) dos
parametros radiacdo fotossinteticamente ativa do ar (PAR) e subaquatica
(subPAR) nas lagoas com a pré-desinfeccio UV (lado esquerdo) e sem a pré-
desinfec¢cao UV (lado direito)
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Figura 10. Comportamento diurno (média de todos os dias de coleta) do
parametro temperatura nas lagoas com a pré-desinfeccao UV e no esgoto
afluente (UASB) (lado esquerdo) e sem a pré-desinfeccao UV (lado direito)

Uma vez que a subPAR ¢ uma varidvel influenciada pela quantidade de
material suspenso e dissolvido na agua, seja esse material pigmentos ou solidos,
a varidvel PAR se torna relevante, ja que indica o quanto de radiacao
fotossinteticamente ativa incide nas lagoas, sendo independente de qualquer
outra varidvel e demonstrando o efeito das coberturas. Como era de se esperar, as
unidades UV6 e LAT6 apresentaram a menor radiacao (PAR) incidente, seguida
das unidades UV5 e LATS, fato devido as coberturas instaladas. A temperatura
da 4gua também apresentou o mesmo comportamento entre as lagoas,
independente da presenca da pré-desinfeccao. Ou seja, de acordo com as Figuras
9 e 10, pode-se afirmar que quanto maior a interceptacdo, menor a PAR incidente
¢ a temperatura.

Comparando a radiagdo medida no ar e na agua, ¢ possivel observar a

diminui¢do drastica da radia¢do real disponivel para a biomassa algal. Da
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radiagcdo que atinge a superficie da d4gua, uma parte penetra e a outra ¢ refletida,
voltando para a atmosfera. A quantidade de radiacdo refletida depende das
condigdes da superficie da dgua (plana ou ondulada) e principalmente do angulo
de incidéncia da radiacdo sobre esta. Ao penetrar na coluna d’agua, a radiacao ¢
submetida a profundas alteragdes, tanto na sua intensidade quanto na sua
qualidade espectral. Estas alteracdes dependem de varios fatores, dentre eles da
quantidade de material dissolvido e quantidade de material em suspensio
(Calijuri, 1999). A primeira alteragdo sofrida ¢ a mudanga de direcdo provocada
pela reducdo da velocidade ao penetrar no meio liquido devido a refracdo. Em
seguida, parte da radiagdo ¢ absorvida e transformada em outras formas de
energia, como por exemplo, quimica pela fotossintese e calorifica pelo
aquecimento da agua. Outra parte da radiagdo sofre dispersdo devido ao choque
com particulas suspensas ou dissolvidas na dgua. A absor¢do e a dispersao sao os
dois fatores principais, responsdveis pela atenuacdo da radiacdo com a
profundidade nos ecossistemas aquaticos (Camourze, 1994).

A Figura 11 apresenta os resultados do comportamento diurno dos
parametros pH e oxigénio dissolvido (OD) nas unidades experimentais € no

esgoto afluente.
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Figura 11. Comportamento diurno (média de todos os dias de coleta) dos
parametros pH e oxigénio dissolvido (OD) nas lagoas com a pré-desinfeccio
UV (lado esquerdo) e sem a pré-desinfeccio UV (lado direito) e no esgoto

afluente (UASB)

Em termos de pH e OD, ambos os parametros, nas lagoas com a pré-

desinfec¢do, apresentaram uma tendéncia de comportamento polinomial com

picos atenuados e tendéncias de crescimento e decaimento suavizadas. H4 uma
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primeira fase de crescimento a partir do inicio da manha e uma segunda fase
menos acentuada de crescimento entre meio dia e duas da tarde. A partir das 14
horas ha uma fase de decaimento dessas variaveis até as 18 horas. No entanto, a
variacdo para as lagoas sem a pré-desinfec¢do foi mais brusca, com tendéncias
lineares claras de crescimento até as 14 horas (pico maximo) e de decréscimo a
partir desse horario.

Nas unidades com a pré-desinfec¢ao, o parametro OD apresentou valores
superiores aos de saturagdo, na maior parte do periodo diurno. Valores em torno
de 14mg.L" foram encontrados nas lagoas UV4 e UV3 nas horas de maior
temperatura, demonstrando, provavelmente, intenso metabolismo autotrofico, no
qual a producdo priméria supera a respiracdo (Odum, 1956; Wang et al., 2003).
Para as lagoas sem a presenca de pré-desinfec¢do, os valores de OD também
foram superiores ao de saturacdo, porém somente nos horarios de maior
incidéncia luminosa (10 horas e 12 horas). O valor maximo medido foi de
10 mg.L"' na LAT3.

Os valores de pH foram, na totalidade dos dados, superiores a
neutralidade, sendo os maiores valores observados também nas horas de maior
temperatura e radiacdo solar. Valores basicos de pH, maiores que 8,5, foram
atingidos nas lagoas UV2 e UV4.

Em relacao ao esgoto afluente, como era de se esperar em um tratamento
anaerobio, o OD obteve valores baixos, ndo superiores a 2mg.L'1, devido a

aeracdo no transporte do efluente no interior na canalizacao entre o reator UASB
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e as lagoas. O pH do esgoto afluente manteve comportamento constante, com
valores proximos a neutralidade.

Comparando o comportamento das lagoas, as UVs apresentaram os
maiores valores de pH e OD, o que pode ser explicado, inferindo uma maior
atividade fotossintética nessas unidades. A atividade fotossintética consome do
meio aquatico CO,; e libera O,, contribuindo respectivamente com o aumento do
pH e do OD. Além disso, com a fotossintese, a capacidade de fixagao do carbono
¢ maior do que a dissolucido do CO, atmosférico na interface ar-agua,
contribuindo ainda mais com o aumento do pH (Rodrigues et al., 2010; Holland
etal., 2012).

Ressalta-se que variacdes dos parametros discutidos (PAR, subPAR,
temperatura, pH e OD) ao longo do periodo diurno, quando comparados com a
literatura (Renaud et al., 2002; Li e Qin, 2005; Khotimchenko e Yakovleva,
2005; Cade-Menun e Paytan, 2010), ndo foram bruscas o suficiente para
promover condic¢oes de stress € nem para limitar o crescimento das microalgas.

O esgoto afluente e efluente as lagoas foi periodicamente analisado para
obteng¢do das caracteristicas quimicas, de forma a monitorar variagdes na
concentra¢ao de nutrientes (carbono, nitrogénio e fosforo) ao longo do ano. A
Tabela 2 apresenta os resultados de carbono total (organico e inorganico), nitrato,

nitrogénio total e amoniacal e fosforo soluvel total nos pontos monitorados.
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Tabela 2. Caracterizacio do meio de cultivo afluente e efluente as lagoas de alta taxa (média + desvio padrao)

Afluente LAT1 LAT2 LAT3 LAT4 LAT5 LAT6 UVI UV2 UV3 UV4 UV5 UVé6

COT 4128 19,70 19,52 17,50 1891 16,83 16,92 18,53 1995 1890 18,63 1884 17,96
(mg.L") £123  £73 £70 469 £70 468 485 469 +74 63 7,0 +£6,7 46,6
CI 4762 1425 1844 1129 1858 1426 12,92 12,99 13,67 1576 849 14,05 13,41

(mg.L") £174 £12,8 £157 «£114 16,1 =124 139 =112 13,5 =140 +7,3 =£123 12,6
CT 88,90 3298 3579 2797 3643 3021 2898 30,62 32,66 33,67 2635 31,01 3048

(mg.L'") 23,1 £172 213 +£16,9 +20,8 +17,5 214 =153 17,7 +17.9 =+122 =£163 %165
NTK 4835 2837 26,12 2030 2589 27,05 31,14 23,84 2272 25,14 20,93 23,08 23,64
(mg.L'") +18,1  +148 151 +11,0 152 =+114 +40,6 +13,0 +11,8 =+11,7 +7,7 124 =+14,1
N-NO, 258 16,62 1740 182 1331 1495 17,02 1639 1949 2379 2239 19,05 16,13
(mg.L") 14  £94 £147 £10,5 +10,0 +122 132 =138 =153 16,7 =+152 =£10,8 =104
N-NH, 39,82 11,70 14,89 9,79 13,90 1434 13,10 1022 11,41 13,82 572 13,80 12,50
(mg.L) +13,1 498 +13,7 488 +13,5 489 11,5 495 11,8 +12,0 456 +12,0 10,5
PTS 405 347 345 334 324 3,15 315 328 3,14 313 3,15 327 344

mgl" 1,1  £13 £13 £12 12 £13 17 13  £13 12 1,1  £13  £13

COT=carbono organico total; Cl=carbono inorganico; CT= carbono total; NTK= nitrogénio total kjeldhal; N-NOj;=nitrato; N-

NHj;= nitrogénio amoniacal; PTS= fésforo soluvel total.
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Hillebrand e Sommer (1999) afirmaram que para meio de cultivo com
quantidades balanceadas de nitrogénio (N) e fosforo (P), uma relagdo massica
otima de C:N:P 46,1:7,7:1 ¢ desejada para microalgas bentonicas. De acordo com
Woertz et al. (2009), relagdes tipicas de C:N e C:P no esgoto doméstico, de 3,5:1
e 20:1, respectivamente, sdo baixas se comparadas com as exigidas para um
rapido crescimento algal. O esgoto bruto como meio de cultivo utilizado nesse
experimento apresentou relacdo massica C:N:P de aproximadamente 22:12:1,
para o carbono total como fonte de carbono, uma relagdo insuficiente,
caracterizando-se como um ambiente com limitacdo de carbono. Chinnasamy et
al. (2010) utilizaram efluente de induastria de carpetes misturado ao esgoto
doméstico como meio de cultivo e obtiveram ambiente com limitacdo de
nitrogénio, com relagdo N:P de 4:1 para o efluente bruto. No entanto, para esse
estudo, as concentracdes de nitrogénio e fosforo pareceram suficientes para
suportar o crescimento algal.

Em relagdo a remocao de nutrientes e carbono nas unidades, ressalta-se a
maior remog¢ao de nitrogénio amoniacal e de carbono inorganico nas lagoas UV4
e LAT3. A lagoa com a presenga da pré-desinfeccao registrou remog¢ao média de
34,1 mgL" de nitrogénio amoniacal e a unidade sem a prévia desinfecgdo
registrou remogdo média de 30 mg.L"'. Essa remogio ¢, principalmente, devida a
conversao de amonia em nitrato pelas bactérias nitrificantes, a volatilizagdo da
amonia e a assimilacdo pela biomassa algal, gerando nitrogénio organico. A
lagoa UV4 apresentou o maior consumo de carbono inorganico, de 39,13 mg.L™,

demonstrando elevada assimilacdao algal, se comparada com as outras lagoas.
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Pode-se afirmar que o consumo de carbono inorganico foi ainda maior que esse
valor, uma vez que as bactérias estdo em frequente processo de respiracdo, com
continua producao de CO, nas lagoas. No entanto, esse consumo real nao foi
mensurado. A remoc¢ao de fésforo soluvel total foi pequena e ndo variou
significativamente entre as unidades.
5.2 Caracterizacao da biomassa e da comunidade fitoplanctonica
As concentragdes de SSV para todas as unidades avaliadas estdao

apresentadas na Figura 12.
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Figura 12. Concentragoes de SSV no esgoto afluente e nas lagoas de alta taxa
(sem a pré-desinfeccio, lado esquerdo e com a pré-desinfec¢ao, lado direito)

A concentragdo mediana de SSV no afluente foi de 50,5 mg.L™', havendo
um aumento dessa concentracdo nas lagoas de alta taxa, pelo crescimento da
biomassa bacteriana e algal, conforme pode ser observado na Figura 10. As

lagoas de alta taxa sem a pré-desinfec¢ao apresentaram melhor desempenho para
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a producao de biomassa total, quando comparadas as lagoas com a presenca do
dispositivo UV. As lagoas LAT1 seguida da LAT6 obtiveram os maiores valores
medianos para esse pardmetro, 163 e 146,5 mg.L™, respectivamente. Na linha de
pré-desinfecgdo, as lagoas UV4 e UV2 apresentaram os maiores resultados, com
concentragdes medianas de 148 e 136 mg.L™' de SSV, respectivamente. As lagoas
UV6 e LATS destacaram-se com as menores concentragdes apresentadas em
cada respectiva caracteristica. A UV6 apresentou concentragdo mediana de
95,5mg SSV.L" e a LAT5 de 110 mg SSV.L™.

Woertz et al. (2009) obtiveram concentragdes de SSV de 700-800 mg.L™
em reatores de bancada com tempo de detencao de 3 e 4 dias, tratando esgoto
doméstico misturado com efluente de laticinios com adicdo de CO,. Para o
tratamento testemunha, sem a adi¢cao de CO,, a concentracao média de SSV ficou
em torno de 200 mgL’'. Chinnasamy et al. (2010), em escala laboratorial,
apresentaram resultados de até 1.470 mg.L'1 de SSV, no nono dia de cultivo com
elevada adicao de CO, a 25°C no esgoto doméstico. Os resultados de SSV do
presente estudo foram inferiores aos reportados em literatura, principalmente
devido a ndo suplementagdo com uma fonte externa de carbono.

As concentragdes de clorofila a e os valores de produtividade de biomassa
algal para todas as unidades avaliadas estdo apresentadas nas Figuras 13 e 14,

respectivamente.
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Figura 13. Concentracgoes de clorofila a nas lagoas de alta taxa (sem a pré-
desinfec¢ao, lado esquerdo e com a pré-desinfeccao, lado direito).
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Figura 14. Produtividade de biomassa algal nas lagoas de alta taxa (sem a
pré-desinfecciio, lado esquerdo e com a pré-desinfeccio, lado direito).

Seguindo a tendéncia contraria do parametro SSV, as lagoas de alta taxa
com a presenca da desinfecgdo apresentaram maiores concentragdes de clorofila

a, € consequentemente maiores valores de produtividade algal. Como esperado,
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houve de fato o efeito positivo da desinfeccao UV no crescimento e produgao de
microalgas no esgoto doméstico. Provavelmente, esse efeito deveu-se a
eliminagdo de certa quantidade de microrganismos, principalmente bactérias, que
se tornariam possiveis concorrentes das microalgas por nutrientes, espaco e luz
(Cho etal., 2011).

Na linha sem a prévia desinfecc¢do, as lagoas LAT3 e LAT4 apresentaram
as maiores producdes de biomassa algal, com valores medianos de 8,0 e
6,8 g.m>.dia”', respectivamente ¢ a LAT6 apresentou a menor produtividade
(3,0 gm2.dia™). Na linha de pré-desinfeccio, as lagoas UV1, UV4 ¢ UV2 foram
as que apresentaram maiores produtividades algais, com valores medianos de
10,9, 10,0 ¢ 9,9 g.m™. dia”', respectivamente, reafirmando que na maior parte do
tempo, a biomassa dessas lagoas com maior incidéncia luminosa ndo sofreu com
os efeitos da fotoinibigdo. A menor produgdo de biomassa algal foi apresentada
pela UV6, com valor mediano de 6,11 g. m2.dia™.

Os resultados indicam ainda que a cobertura de 80%, ndo foi eficiente no
crescimento da biomassa algal, bloqueando grande parte da radiagdo solar
disponivel para as microalgas, independente da presenca da pré-desinfeccao.

Assim como os resultados de SSV, os resultados de clorofila a e
produtividade algal obtidos nesse estudo foram inferiores aos resultados
reportados em literatura que utilizaram, em sua grande maioria, suplementagao
de fonte de carbono com adicdo de CO, ao esgoto doméstico. Craggs et al.
(2012), em lagoas de alta taxa de grande escala (4.375 m?®) para tratamento de

esgoto doméstico com suplementagdo de CO,, reportaram concentragdes
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proximas de 250 mg SSV.L"' no verdo, representando uma produtividade
algatbactéria superior a 10 g.m2.dia”. Mulbry et al. (2008) utilizando efluente
bruto de laticinios como meio de cultivo em um fotobioreator (algal turf
scrubber) de escala laboratorial sem adicdo de CO,, obtiveram produtividade
algal maxima de 21,3 g.m2.dia”, para taxa de aplicagdo de 1,6 g NT.m2.dia™,
produtividade bem superior a do presente estudo. Essa maior produtividade pode
ser explicada por se tratar de um reator fechado, o que acarreta em maior controle
operacional e em menor interferéncia de fatores externos, além da utilizagao de
um efluente bruto mais rico em matéria organica do que o esgoto doméstico,
garantindo fonte de carbono as algas. Park e Craggs (2010) reportaram resultados
de 548 mg.L"' de SSV para lagoas de alta taxa tratando esgoto doméstico com
TDH de 8 dias e 341 mg SSV.L" para lagoas de 4 dias de tempo de detengéo,
com adicdo de CO,. Nesse mesmo estudo, os autores apresentaram dados de
produtividade algal de 9 e 16,7 g.m2.dia™, para as lagoas de 8 e 4 dias de tempo
de detencdo hidraulica, respectivamente. Em se tratando de biomassa algal, os
resultados aqui obtidos se aproximam e até superam os dados reportados por
Park e Craggs (2010), porém sem a adi¢ao de CO,, representando economia de
recursos financeiros.

A comunidade microbiologica de sistemas de tratamento de esgoto
doméstico estd continuamente exposta a stress € a poluentes, dessa forma, ha
uma grande variabilidade da sua composicao qualitativa e quantitativa. A Figura
15 apresenta o quantitativo médio da concentracao de individuos de microalgas

por mL para cada lagoa estudada.

60



8,E+05 -

- 7,E+05

9 o E 6E+05 -
[S 3] ~~

® 35 & 5E+05 -

S S o 4E+05 -
Q T o

g 5 § 3,E+05 -

O £ 2,E+05 -

1,E+05 -

0,E+00 -

LAT1 LAT2 LAT3 LAT4 LAT5 LAT6 UV1 UV2 UV3 UV4 UV5 UV6

Figura 15. Concentracio média de individuos de microalgas para cada lagoa

Observa-se na Figura 13 uma maior quantidade de individuos nas lagoas
LAT3 e LAT4, com ambas as unidades apresentando concentragdes superiores a
7x10° individuos por mL. Na linha com a prévia desinfec¢do, a lagoa UV4
apresentou a maior concentracdo média de individuos, de 6,8x10° ind. mL™". E a
lagoa UV5 com concentragio média de 5,2x10° ind. mL™ foi a unidade com a
menor concentracdo média de individuos.

Quantitativamente, os perfis de acidos graxos sdo quase sempre similares
entre espécies do mesmo filo ou classe. Porém, diferem enormemente entre
classes e filos, desde culturas com baixo rendimento lipidico, como as
cianobactérias até aquelas com alto rendimento, como o género das Diatoméaceas
(Huerlimann et al., 2010). Diante dessa grande variabilidade do conteudo lipidico
entre diferentes filos e até entre géneros, a composicdo da comunidade
fitoplanctonica foi determinada durante os meses de janeiro a novembro,
abrangendo as variacdes sazonais ao longo do ano e estd apresentada na Figura
16. Foram identificados 44 géneros, ¢ os filos Chlorophyta, Cianophyta e

Bacillariophyta, e respectivamente suas classes, Chlorophyceae, Cyanophyceae e
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Bacillariophyceae foram os principais presentes, em termos de individuos. Assim
como em ambientes naturais, observou-se uma tendéncia para flutuacdes
sazonais na comunidade fitoplanctonica das lagoas de alta taxa. O filo
Chlorophyta foi o mais abundante durante todo o periodo amostrado, sendo os
géneros Chlorella e Desmodesmus os dominantes em todas as lagoas. A
abundancia desses géneros alternou-se de acordo com variagdes sazonais, com
tendéncia geral de maior nimero de individuos do género Desmodesmus no
verdo (coletas 1-4) e outono (coletas 5-10) e do género Chlorella no inverno
(coletas 11-16) e primavera (coletas 17-19). Nas lagoas UV5 e UV6 essa
tendéncia ndo foi tdo forte e na lagoa UV3 essa tendéncia nao foi observada. As

lagoas LAT3 e LAT4 destacaram-se pela baixa diversidade de géneros.
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Figura 16. Variacoes na comunidade fitoplanctonica nas lagoas de alta taxa ao longo do periodo amostral (abundéancia de

individuos, %).
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Figura 16 (continuacio). Variacdes na comunidade fitoplanctonica nas lagoas de alta taxa ao longo do periodo amostral
(abundancia de individuos, %).



100% -+ 100% -~

80% - 80% -
2 K
S 60% - S o
«© 0 c 60%
E g
5 40% - 5 40% -
< 20% - < 0
) 20% -
0% - 0% -
LAT 5 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Coletas uvs Coletas
W Outros B Chlorella sp B Desmodesmus sp m Outros M Chlorella sp B Desmodesmus sp
H Chlorococcum sp M Phacus sp [ Choricystis sp B Scenedesmus sp M Coelastrum sp B Menoidium sp
Ulothrix sp Euglena sp Actinastrum sp
100% - 100% -
80% - 80% -
N ©
£ 60% - S oo
% <g 60% -
[= o/ T
é 40% §40% 4
20% - <
20% -
0% -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 0% -
LAT 6 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Coletas Uv 6 Col
H Outros H Chlorella sp B Desmodesmus sp oletas
B Chlorococcum sp m Coelastrum sp ® Micractinium sp m Outros B Chlorella sp ® Desmodesmus sp
Eutretamorus sp Lepocinclis sp m Chlorococcum sp 1 Scenedesmus sp  Coelastrum sp

Figura 16 (continuac¢do). Variacées na comunidade fitoplanctonica nas lagoas de alta taxa ao longo do periodo amostral g5
(abundancia de individuos, %)



De acordo com Craggs et al. (2011), lagoas de alta taxa tratando esgoto
doméstico, sdo na maioria das vezes dominadas por pequenas coldnias de algas
de géneros como: Scenedesmus, Micractinium, Actinastrum ¢ Pediastrum. Park
et al. (2011b) citaram como espécies principais encontradas em lagoas de alta
taxa tratando esgoto doméstico, as espécies Desmodesmus sp, Micractinium sp,
Actinastrum sp, Pediastrum sp, Dictyosphaerium sp e Coelastrum sp. Em
monitoramento de um ano de uma lagoa de alta taxa na Nova Zelandia, os
autores identificaram 13 géneros de algas verdes, que sdo comumente
encontrados em aguas eutrofizadas e quatro espécies de algas coloniais que
incluem: Pediastrum sp., Desmodesmus sp., Micractinium pusillum e
Dictyosphaerium sp. Essas espécies, tipicamente, dominam o ambiente de lagoas
de alta taxa que usam esgoto doméstico como meio de cultivo, em todo o mundo
(Benemann et al., 1978, 1983; Benemann, 1986; Garcia et al., 2000; Park and
Craggs, 2010; Craggs et al., 2011).

O género Chlorella, assim como o género Monoraphidium, apresenta
preferéncia por ambientes rasos, turbulentos e ricos em nutrientes, com altas
taxas de crescimento e de respiragdo e elevadas exigéncias de fosforo, oxigénio,
mistura e radia¢ao solar. Além dessas razdes, a dominancia desse género no
estudo em questdo, apesar da ndo abundancia desse género em outros estudos,
provavelmente deveu-se, as condigdes climaticas locais com temperaturas mais
elevadas ao longo de todo o ano, se comparadas, por exemplo, as temperaturas

neozelandesas.
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A relagdo entre nutrientes e a comunidade algal em sistemas de aguas
residuarias ndo ¢ muito bem entendida (Chinnasamy et al., 2010). As respostas
de uma mesma espécie para condi¢cdes similares de enriquecimento nutricional
diferem de acordo com o estudo, sugerindo que outros parametros, que nao
nutrientes, sdo mais importantes na determinagdo da composi¢ao da comunidade
fitoplanctonica. A atividade bioldgica de um ambiente complexo dominado por
dguas residuarias estd relacionada, provavelmente, com interacdes entre os
diferentes componentes, ndo havendo substancia de efeito dominante (Walsh et
al., 1980). El Sheik et al. (2000) e Joseph e Joseph (2002), sugeriram que fatores
como clima, competi¢do e outros tipos de relacdo com demais organismos, além
da produgdo de produtos quimicos pelas algas, foram os responsaveis pela
diversidade das espécies e variacdes sazonais na composi¢do da comunidade
fitoplanctonica de aguas residudrias de industrias de carpetes. Esses mesmos
fatores podem também explicar a variabilidade e diversidade da comunidade
fitoplanctonica encontrada no presente estudo, ou seja, em lagoas de alta taxa que
utilizam esgoto doméstico como meio de cultivo.

5.3 Quantificacido do lipideo acumulado e da produtividade lipidica

Durante os meses de maio a novembro analises de extragdo lipidica foram
realizadas em duplicata com o objetivo de quantificar o lipideo total acumulado
na biomassa de cada lagoa de alta taxa. A Tabela 3 apresenta a concentragdo
média (mg. g") de lipideos totais na biomassa seca nas datas de coleta para todas

as doze lagoas estudadas.
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Entre as lagoas avaliadas, a lagoa LATS obteve a maior e a menor
concentragio média de lipideos totais, valores iguais a 2233 mgg' e
32,6 mg.g”, respectivamente. Ambos os valores foram mensurados na coleta do
més de junho. O esgoto afluente apresentou concentragdo média de lipideos
totais de 143 mg.g". Esse valor ¢ a média de todas as coletas realizadas para o

esgoto afluente.
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Tabela 3. Concentracio média (mg.g'l) de lipideos totais na biomassa seca para cada lagoa de alta taxa nas datas de

coleta.

LAT1 LAT2 LAT3 LAT4 LATS LAT6 UVl1 Uuv2 UV3 Uv4 UVs UVeé

30/mai 1103 148,5 142,7 132,8 78,9 74,4 117,7 160,1 74,8 86,2 105,3 138,6
13/jun 61,9 116,0 52,2 123,9 2233 171,3 131,6 131,1 152,3 194,2 170,0 69,1
25/jun 92,0 115,7 139,9 108,5 32,3 162,6 106,1 89,6 94,3 44,6 72,6 93,9
30/jul 72,0 1499 105,5 32,6 101,6 95.9 89,7 89,7 47,5 83,9 92,9 58,1
15/ago 46,5 79,1 50,7 110,8 106,5 66,8 96,8 66,4 103,7 110,22 81,9 83,7

27/ago 46,5 149,8 157,7 103,3 97,2 77,3 59.4 106,7 100,5 107,5 103,7 107,0
20/set  140,8 75,3 84,6 8,60 47,9 56,7 82,0 116,9 100,5 96,4 92,2 80,7
24/set 69,6 64,6 61,4 7,82 39,6 48,5 107,6 94,9 102,2 89,6 72,7 36,0

22/out  112,7 97,4 66,0 109,9 132,0 126,8 73,0 103,3 122,3 1249 78,6 109,2
12/mov  104,0 103,1 141,6 92,4 91,5 93,7 87,7 68,0 72,6 89,6 107,3 95,5
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A Figura 17 apresenta os resultados de teor lipidico (% de lipideos totais

na biomassa seca) para cada lagoa de alta taxa.

25,00 -
25,00 -
2 4
20,00 - 0,00
2 °
2 £15,00 -
S 15,00 - B
8 g
Q
] 510,00 -
2 10,00 - 2
= ]
X X
5,00 - 5,00 -
0,00 . . : : : , 0,00 . . . ; : .
LAT1 LAT2 LAT3 LAT4 LAT5 LAT6 Uvli Uv2 UvV3 Uv4 UV5 UV6
¢ 25% M Max A Mediana X Min X 75% ¢ 25% WMMax A Mediana XMin X75%

Figura 17. Percentual de lipideos totais em relacdo a biomassa seca nas
lagoas sem a pré-desinfeccio (lado esquerdo) e com a pré-desinfecciao (lado
direito).

De acordo com a Figura 17, as maiores variagdes do teor lipidico foram
observadas nas lagoas sem a presenca de pré-desinfeccdo, demonstrando maior
vulnerabilidade da biomassa dessas lagoas a fatores externos, como as condicdes
ambientais, qualidade do esgoto afluente, contaminagdes, dentre outros.

Os valores medianos de teor lipidico, no entanto, quase nao se
diferenciaram entre as doze lagoas, seja entre lagoas com as mesmas
caracteristicas, seja entre unidades distintas. Teores lipidicos medianos de 8,20,
10,94, 9,50, 10,59, 9,43, 8,55% foram quantificados nas lagoas LATI1, LAT2.
LAT3, LAT4, LATS e LAT6, respectivamente. Para as lagoas de alta taxa com a
pré-desinfeccao, UV1, UV2, UV3, UV4, UVS e UV6, os teores lipidicos

medianos foram de 9,32, 9,91, 10,05, 9,30, 9,26 ¢ 8,88%, respectivamente.
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Observou-se um singelo maior acimulo de lipideos nas unidades intermediarias,
ou seja, unidades que ndo foram submetidas aos extremos de incidéncia
luminosa.

As lagoas LAT2 com 9% de bloqueio da radiagdo solar ¢ PAR média
incidente de 1.031 pE.m™.s" ¢ UV3 com 18% ¢ 919 yE.m™.s" foram as que mais
acumularam lipideos, em suas respectivas caracteristicas. Por outro lado, as

lagoas LATI, sem cobertura ¢ com PAR média incidente de 1.245 pE.m’2.s'1, e

UV6, com 80% de cobertura e 307 yE.m™s"' PAR média incidente, foram as

unidades que menos acumularam lipideos. De acordo com Cuhel e Lean (1987),

sob condigdes de alta intensidade luminosa, ou seja, incidéncias maiores que

1.600 yE.m™s™, ha aumento no acumulo de lipideos e proteinas. Li e Qin

(2005), por sua vez, concluiram que incidéncias de 280 e 466 UE.m™.s™ foram
mais favoraveis para o acimulo de lipideos em espécies de Botryococcus

.. 2 -1 ’
braunii, se comparadas com 1.400 yE.m™.s”. Segundo os autores, a sintese de

hidrocarbonetos é favorecida por irradidncias entre 186 ¢ 419 pE.m™.s". No

presente estudo, as intensidades de radiacdo solar das lagoas que mais
acumularam lipideos apresentaram, entretanto, ordem de grandeza intermediaria
se comparada com ambos os estudos citados. Porém, ressalta-se que os dados de
literatura correspondem a culturas axénicas, com fornecimento de luz artificial e
cultivo em escala de laboratério, o que provavelmente influenciou na

diferenciacao dos resultados encontrados.
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De forma a explicar o acamulo de lipideos nas condi¢des desse estudo, foi
realizada uma regressao linear multipla, com auxilio do software Genes (Cruz,
2006), no qual os coeficientes da equacao foram submetidos ao teste t para
determinacao das significancias estatisticas.

Caracteristicas do meio de cultivo, como concentragao de nutrientes ¢
temperatura, além de caracteristicas de operacdo do reator e composi¢cdo da
comunidade fitoplanctonica sdo comumente consideradas como influenciadoras
do actimulo de lipideos de microalgas (Alonso et al., 2000; Beardall et al., 2001;
Renaud et al., 2002; Li e Qin, 2005; Khotimchenko ¢ Yakovleva, 2005; Cade-
Menun e Paytan, 2010; Craggs e Park, 2011). No entanto, para as condicoes
desse estudo, essas varidveis se mantiveram constantes entre as unidades ou nao
apresentaram variagdes bruscas de comportamento, ndo gerando no ambiente de
cultivo condi¢cdes de stress. Portanto, para esse estudo, considerou-se como
variaveis independentes, ou seja, influenciadoras do acimulo de lipideos, a
radiagdo  fotossinteticamente  ativa  subaquatica  (subPAR), radiagdo
fotossinteticamente ativa do ar (PAR), concentracao de SSV e concentragao de
clorofila a.

As Tabelas 4 e 5 apresentam os resultados da regressao multipla para as
lagoas sem a pré-desinfeccdo e com a presenga da pré-desinfeccao UV,
respectivamente. Os valores de probabilidade dos coeficientes mostram que
todos foram estatisticamente significativos a 5% de significancia. Para as lagoas

de alta taxa com a pré-desinfec¢do UV, a varidvel PAR ndo foi significativa a
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5%, por isso o acumulo de lipideos nessas unidades foi equacionado sem a
influéncia dessa variavel.

Tabela 4. Resultados da analise de regressao multipla para as lagoas sem a
pré-desinfecciao (% de lipideos acumulada é a variavel dependente)

ANALISE DE REGRESSAO MULTIPLA

FV GL SQ QM F Probabilidade
Regressao 4 5,8487 11,4622 2434,1837 0,01520
Desvio 1 0,00006  0,0006
Total 5 5,8493

R? (%) 99,9897

RZ
ajustado 99,9486
(%)

ESTIMATIVAS DOS COEFICIENTES DE REGRESSAO

Nome Coelec;)entes Desvio t Probabilidade*
subPAR 0,6 0,0122 -49,22 0,0147

PAR 0,0725  0,0011 67,407 0,012

SSV -0,223 0,0023  -95,95 0,0099
Cl"ra"ﬁ'a -5,58 0,0791  -70,53 0,0117

Constante 46,849

*A probabilidade foi obtida para o teste t bilateral. FV=fontes de variagdo;
GL=graus de liberdade; SQ=soma dos quadrados; QM= quadrados médios.

%LipLATs=-0,6subPAR + 0,07PAR - 0,22[SSV] — 5.6[clorofila a] + 46,8
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Tabela 5. Resultados da analise de regressao multipla para as lagoas com a
pré-desinfeccao (% de lipideos acumulada é a variavel dependente)

ANALISE DE REGRESSAO MULTIPLA

FV
Regressao
Desvio
Total

R* (%)

R2
ajustado
(“o)

GL SQ QM F Probabilidade
3 0,9465 0,3155 24,5239 0,0394
2 0,0257 0,01287
5 0,9723
97,3535
93,3838

ESTIMATIVAS DOS COEFICIENTES DE REGRESSAO

Nome

subPAR

SSv

Clorofila
a

Constante

. Desvio t Probabilidade*
B)
0,5259 0,0667 17,8894 0,0124
0,0352 0,0044 7,9633 0,0121
-3,74 0,4886 -7,656 0,0133
8,2114

*A probabilidade foi obtida para o teste t bilateral. FV=fontes de variagdo;
GL=graus de liberdade; SQ=soma dos quadrados; QM= quadrados médios.

%LipUVs= 0,53subPAR + 0,03[SSV] — 3,74 [clorofila a] + 8,21

De acordo com a andlise estatistica de regressao multipla, o acimulo de

lipideos nas lagoas sem a pré-desinfec¢do pode ser explicado pelas variaveis

PAR, subPAR, concentragdo de SSV e de clorofila a. No entanto, pode-se
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afirmar pelos valores dos coeficientes que a variavel PAR teve pouca influéncia
no acumulo de lipideos e que a concentracdo de clorofila a, por sua vez,
apresentou uma influéncia elevada, porém inversamente proporcional.
Inversamente proporcional a porcentagem de lipideos, também foram as
variaveis subPAR e concentracdo de SSV. Para as lagoas com a presenca da pré-
desinfeccdo, o acumulo de lipideos foi explicado pelas variaveis subPAR,
concentragao de SSV e de clorofila a. Diferentemente das unidades desprovidas
da pré-desinfeccdo, somente a concentracdo de clorofila a apresentou
comportamento inversamente proporcional ao acimulo de lipideos. A
concentragdo de SSV devido ao seu pequeno valor teve pouca influéncia,
indicando novamente, o efeito positivo da desinfec¢ao ultravioleta na producao
de biomassa algal.

De acordo com o fundamentado em literatura, comprovou-se o efeito do
stress no maior acumulo de lipideos por parte das microalgas (Hu et al., 2008;
Roleda et al.,, 2013). A varidvel clorofila a inversamente proporcional ao
acimulo de lipideos em ambas as condic¢des testadas, demonstra que condic¢des
estressantes limitam o crescimento da biomassa algal, porém induzem,
geralmente, ao maior acimulo desse composto por parte dessa biomassa.
Somando duas condi¢des principais de stress, pode-se dizer que a biomassa de
microalgas desse estudo foi exposta a condicdes desfavoraveis de cultivo. As
principais condi¢des de stress observadas foram a competi¢do entre microalgas e

bactérias por espago e nutrientes (mesmo nas unidades com a pré-desinfec¢ao
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essa competi¢do existiu) e a limitacdo do crescimento algal pela quantidade
insuficiente de carbono.

Craggs e Park (2011) concluiram que mudancas na dominancia de
espécies pareceram nao se correlacionar com mudangas no conteudo lipidico ao
longo de um ano de monitoramento. Sugeriram ainda que a operacgao das lagoas,
particularmente a concentragdo de nutrientes € tempo de deteng¢do hidraulica
sejam mais importantes para explicar a variagdo observada do teor lipidico. Em
se tratando do presente estudo, pode-se também afirmar que a variabilidade e
diversidade da comunidade fitoplanctonica teve pouco efeito na produtividade
lipidica das lagoas estudadas. Fato devido, principalmente, a fatores como a
relevante contribuicao da produgdo de dleo pela biomassa bacteriana e a pequena
variabilidade dessa comunidade, com dominancia da classe Chlorophyceae em
todas as unidades, havendo certo padrdo de comportamento entre os géneros
Chlorella e Desmodesmus na maioria das lagoas. No entanto, apesar do afirmado
por Craggs e Park (2011), a concentracao de nutrientes e o tempo de detencao
hidraulica foram mantidos constantes entre as unidades aqui estudadas, por isso
ndo foram considerados para a andlise de regressa multipla. Outras variaveis ja
descritas e comprovadas estatisticamente, como radiagdo fotossinteticamente
ativa (do ar e subaquatica), concentracdo de SSV e de clorofila a pareceram
explicar melhor o acumulo de lipideos nas lagoas estudadas.

A produtividade lipidica depende do contetido lipidico da célula (%

lipideos totais), bem como da producdo de biomassa. Porém, condi¢des 6timas de
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cultivo sdo diferentes para o acumulo de lipideo e produgao de biomassa. Assim,
maximizar a produtividade lipidica ndo ¢ uma tarefa facil (Pruvost et al., 2009).

A Tabela 6 resume os resultados de produtividade de biomassa total, de
biomassa algal e lipidica encontrados para cada lagoa.

Tabela 6. Conteudo lipidico mediano e produtividades médias de biomassa
total, biomassa algal e de lipideos para cada lagoa de alta taxa.

Produtividade Produtividade % Produtividade
de biomassa de biomassa Lipideos lipidica
total algal totais (g.m>.dia™)

(g.m'z.dia'l) (g.m'z.dia'l)
LAT1 11,40 7,77 8,20 0,94
LAT2 8,95 6,32 10,94 1,02
LAT3 8,99 8,90 9,50 0,96
LAT4 8,69 7,36 10,59 0,86
LATS 12,37 4,76 9,43 1,02
LAT6 12,76 3,71 8,55 1,21
UV1 9,81 9,93 9,32 0,92 a*
Uv2 9,17 7,06 9,91 0,96 a*
Uv3 8,05 7,09 10,05 0,79 ab*
UV4 9,45 9,34 9,30 0,94 a*
UV5S 7,64 4,91 9,26 0,74 ab*
UVeo 7,30 7,09 8,88 0,61 b*

*Foi aplicado teste t a 5% de significancia. As médias seguidas da mesma letra
nao diferem estatisticamente entre si.

A Tabela 6 permite avaliar qual fator, produ¢do de biomassa ou teor
lipidico, influenciou mais a produtividade lipidica em cada unidade. Explica-se a

maior produtividade lipidica da lagoa LAT6 pela elevada produtividade de
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biomassa total, assim como ocorreu com a LATS e¢ UVI1. A lagoa LAT2
destacou-se pelo elevado teor lipidico, o que consequentemente influenciou na
produtividade lipidica da mesma. As lagoas UV2 e UV4 foram as mais
equilibradas em termos de produtividade de biomassa e contetido lipidico,
conseguindo aliar esses dois fatores para alcangar uma produtividade lipidica
significativa. No entanto, de maneira geral, percebe-se que dada a pouca variacao
do conteudo lipidico, o fator produtividade de biomassa total se mostrou mais
relevante na maximizacdo da produtividade lipidica do que o contetdo de
lipideos totais.

As lagoas sujeitas a menores intensidades luminosas e sem a pré-
desinfec;gdo UV foram as mais produtivas, possivelmente, pelo maior
crescimento e desenvolvimento nessas unidades de biomassa bacteriana. A
biomassa bacteriana apresentou elevado teor lipidico, superior cerca de 50% ao
da biomassa total, de acordo com as analises do esgoto afluente as lagoas de alta
taxa. Destaca-se, ainda, que essa biomassa nao encontrou condigdes limitantes
para seu crescimento e desenvolvimento, que sdo mais rapidos, se comparados a
biomassa algal.

Na linha de pré-desinfec¢do sobressaiu-se a biomassa algal e as lagoas
sujeitas a maiores intensidades luminosas foram as mais produtivas.

O teste t de significancia das médias de produtividade lipidica, para as
lagoas com a pré-desinfeccao, mostrou que o bloqueio da radiacdo solar em
niveis superiores a 30% ¢ prejudicial para a produtividade lipidica, de forma que

a UV4 foi o limite para uma produtividade significativa. A pouca intensidade
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luminosa disponivel influenciou na redugdo tanto da producao de biomassa total,
quanto do acimulo de lipideos nas unidades com a pré-desinfeccdo UV. Esse
mesmo teste para as lagoas sem a pré-desinfeccdo ndo mostrou diferenga
estatistica entre as médias de produtividades lipidicas.

Na Tabela 6, ressaltam-se, pequenas diferencas entre valores de
produtividade de biomassa total e de biomassa algal, sendo que em algumas
lagoas a produtividade algal foi superior (UV1) ou muito proxima (LAT3 e UV4)
a de biomassa total. O célculo da produtividade algal, no qual a clorofila a ¢
considerada como 1,5% da biomassa algal, representa uma relagdo que nao ¢
constante ¢ que varia de acordo com as espécies, densidade das células e
disponibilidade de luz (Park e Craggs, 2011), podendo nao refletir a realidade de
algumas lagoas. Outro problema reside no fato de que a célula algal apresenta
variacdo de conteudo de clorofila, ndo sendo essa concentracao uniforme para a
totalidade da populagdo de células. Portanto, a produtividade de biomassa total,
calculada baseada no pardmetro SSV, que expressa além da biomassa bacteriana
e algal, biomassa de zooplancton e detritos diversos, deveria ser superior a
produtividade de biomassa algal, que foi nesse caso superestimada.

Teores lipidicos e produtividades lipidicas maiores do que os obtidos
nesse estudo sdo frequentes em literatura, principalmente para cultivos
especificos com condi¢des de cultivo controladas, uso de meio sintético, escala
de bancada e com a inducdo de algum tipo de stress a cultura, geralmente o
nutricional. Pruvost et al. (2009) obtiveram teor lipidico de 37%, aliado a

produtividade de 3.8 g.m>.d' para a microalga Neochloris oleoabundans,
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cultivada em fotobiorreator tipo airlift de 1L de volume com limitagdo
progressiva de minerais. Sem a limitacdo de minerais, a cultura apresentou 23%
de lipideos totais em relagdo a biomassa seca, com produtividade lipidica de
apenas 0,5 g.m™>.d"'. Abou-Shanab et al. (2011), cultivando Chlorella vulgaris
em escala laboratorial apresentaram resultados de 26% de teor lipidico. Teor
lipidico de 52% foi obtido por Moazami et al. (2012) com o cultivo de
Nannochloropsis sp em lagoa de alta taxa de 2m’, com injegdo de CO,, controle
de temperatura, meio de cultivo salino e velocidade de rotagdo da pa de
2,1 rads”'. Jiang et al. (2011) também cultivando a espécie marinha
Nannochloropsis sp apresentaram resultados de 59,9% de contetido lipidico com
stress por elevada incidéncia de intensidade luminosa (150 pmolm™s™) e
privacdo de nitrogénio. O cultivo foi feito em fotobioreatores cilindricos de 1L de
volume com composi¢do do meio de cultivo de 50% de esgoto doméstico e
adigdo de ar com 15% de CO,. Produtividade lipidica de 2.8 g. m™>.d" e teor de
lipideos totais de 29% foram obtidos por Woertz et al. (2009) cultivando
microalgas em tanques abertos de 40L com esgoto doméstico misturado com
25% de efluente de laticinios, adicao de 5% de CO, e exposi¢ao a 3500 lux.
Chinnasamy et al. (2010) obtiveram teor lipidico mais aproximado ao do
presente estudo, de 12,20%, tratando efluente de industria de carpete em lagoas
de alta taxa de 950L com suplementacdo de nutrientes e adi¢do de 5-6% de CO,.
Craggs e Park (2011) tratando esgoto doméstico em lagoas de alta taxa em escala

real com adicdo de CO, e recirculagao de biomassa apresentaram resultados de
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32% de contetido lipidico no verdo e 22% no inverno, com produtividades
lipidicas respectivas de, 3,6 ¢ 1,2 gm™.d™".

Ressalta-se que apesar dos altos valores lipidicos reportados em literatura,
o elevado custo de biocombustiveis produzidos a partir de biomassa cultivada em
condicdes controladas com alto requerimento tecnoldgico, pode inviabilizar toda
a cadeia produtiva, além da possivel implicagdo em perda de eficiéncia quando
houver o escalonamento do processo produtivo. Woertz et al (2009) afirmaram
ainda que sem nenhum aperfeigoamento da tecnologia, a produtividade lipidica
em lagoas de alta taxa de grande escala tende a ser menor do que em reatores
fechados, devido a fatores como: insolagdo e temperaturas no periodo de inverno
e predagdo entre os organismos presentes. Além desses fatores, a ndo
suplementacdo por uma fonte de carbono e a utilizagdo de éter de petrdleo para
extracao lipidica (mais especifico do que cloroférmio, solvente utilizado na
maioria dos estudos citados) podem ser as causas para os baixos valores
lipidicos, tanto de produtividade como de conteudo, encontrados nesse estudo. A
escolha do uso do éter de petrdleo em detrimento ao cloroférmio foi feita devido
a necessidade das tecnologias de extracao de lipideos para producao de biodiesel
de microalgas requererem um alto grau de especificidade, de forma a minimizar a
co-extracdo de contaminantes ndo lipidicos (Halim et al., 2012). Portanto, de
acordo com Medina et al. (1998), para reduzir etapas futuras de separacdo e
purificagdo, a tecnologia de extragdo deve ser mais seletiva para acilglicerois do
que para outras fragdes lipidicas que ndo sdo prontamente convertidas a

biodiesel, como por exemplo, hidrocarbonetos, cetonas, esterdis, carotenoides e
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clorofilas. Essa seletividade aumenta com o uso do éter de petrdleo que € menos
polar que o cloroférmio, refletindo, consequentemente, na extragao de
quantidades menores de lipideos.
5.4 Caracterizacao do lipideo acumulado: perfil de acidos graxos
O dleo extraido apresentou textura liquida viscosa, com coloragdo escura,

entre o preto e o verde. Na Figura 19 o 6leo pode ser visualizado.

Figura 18. Oleo extraido para anilise cromatografica

Como ja mencionado, a composi¢do lipidica e a produtividade das
microalgas dependem das condi¢des de cultivo, como composicdo do meio de
cultivo, radiacdo e temperatura (Huerlimann et al., 2010). Por outro lado, as
propriedades de um biocombustivel, incluindo sua qualidade de ignicao, calor de
combustio, ponto de congelamento, estabilidade oxidativa, viscosidade, dentre
outras sao determinadas pelas estruturas dos 4cidos graxos que o compoe (Lee et
al., 2010). Dessa forma, partiu-se para a identificacdo e quantificagdo dos acidos
graxos (ésteres metilicos de acidos graxos) presentes no o6leo extraido via
cromatografia gasosa. Para a andlise de cromatografia escolheu-se as duas lagoas

mais produtivas em termos de lipideos de cada linha (LATS5 e LAT6, UV2 e
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UV4), além das lagoas testemunhas (LAT1 e UV1). A lagoa LATS foi escolhida
em detrimento da LAT2, apesar de ambas apresentarem o mesmo valor de
produtividade lipidica, devido a sua maior geragao de biomassa total, fator ja
discutido como de maior peso para o célculo da produtividade lipidica nas
condicoes desse estudo.

Com excecdo dos padrdes, os cromatogramas apresentaram picos nao
muito definidos, com interferéncias de fundo. O esgoto doméstico como meio de
cultivo influenciou no 6leo extraido, de forma que as interferéncias podem ser
explicadas por ¢ésteres metilicos de dcidos graxos ja degradados ou em
degradagdo oriundos do processo de decomposicdo da matéria organica. Outra
possivel explicagdo foi o tempo muito longo e temperatura muito elevada de
secagem da biomassa, que puderam ter levado a degradacdo de alguns acidos

graxos, principalmente os polinsaturados.
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A Tabela 7 apresenta a composicao lipidica (percentual de cada éster

metilico de &cido graxo encontrado) do 6leo acumulado nas lagoas analisadas.

Tabela 7. Composicio (%) dos acidos graxos.

Acidos graxos LAT1 LATS LAT6 UVl UV2 UV4
C12 Laurico 0,8 0,5 0,8
C14 Miristico 2,7 3,3 2,4 3,5 7,7 159
C16 Palmitico 30,9 38,3 26,7 24,1 21,7
C16:1 Palmitoleico 10,5 16,8 4,7 16,8 10,7
C16:2 13,7 32,5 7,0 149 64
C18 Estearico 0,8 6,1 4.4 2,0 2,6
C18:1n9 18,5 16,9 11,3 9,8
C18:1n9 trans Elaidico 8,1 6,0
C18:1n9 cis Oleico 3,2 21,4
C18:2n6 8,5 43 10,3
C18:2n6 trans Linolelaidico 6,8 9,6 5,4
C18:2n6 cis Linolenico 8,6 6,2
C18:3n3 a-Linoleico 13,6 4,2 18,7 184 19,7 37,8
C20 Araquidonico 3,2 0,2
Desconhecidos 6,5 4.5 8,8 4.1 4.4 8,7
Saturados* 352 42,2 36,0 351 314 18,7
Insaturados® 64,8 57,8 64,0 649 68,6 81,3
Monoinsaturados 29,0 16,9 28,1 16,0 26,6 38,1
Polinsaturados 35,8 41,0 36,0 48,8 41,9 432

* Porcentagem foi calculada com base no total de 4cidos graxos identificados.

Em contraste com plantas superiores, o perfil lipidico de microalgas tende

a ser bem variado (Hu et al., 2008). Essa variedade pode ser observada na Tabela

7, que apresenta o perfil lipidico composto dos seguintes acidos graxos: C12,

Cl14, Cl16, Cl6:1, Cl16:2, C18, C18:1, C18:2, C18:3 e C20. Houve, no entanto,

maior predominancia dos 4cidos C16, C18:1 e C18:3. Os resultados encontrados

nesse estudo estdo de acordo com perfis de acidos graxos reportados previamente

para uma comunidade fitoplanctonica composta basicamente por espécies

variadas do filo Chlorophyta (Wood, 1988; Benemann ¢ Oswald, 1996). Hu et al.
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(2008) afirmaram que os acidos graxos predominantes em espécies do filo
Chlorophyta sdao C16 e C18:1. Chinnasamy et at. (2010) reportaram quinze
acidos graxos identificados em microalgas cultivadas em aguas residuarias com
também maior predominancia dos acidos C16, C18:1 e C18:3. Mulbry et al.
(2008), cultivando microalgas em efluentes de laticinios e suinocultura,
identificaram C16, C16:1, C18:1, C18:2 e C18:3, com grande predominancia de
C16 e quantidades nao significativas de acidos graxos com cadeia carbOnica
maior que dezoito carbonos.

Nas lagoas sem a pré-desinfecgdo a porcentagem de acidos graxos
saturados e insaturados foi de certa forma constante, representando entre 35 a
42% de acidos saturados e 58 a 65% de 4acidos insaturados. A lagoa LATS,
entretanto, foi a que apresentou maior equilibrio nessa composi¢@o. Nas unidades
com a pré-desinfec¢do, com excecao da lagoa UV, o grau de instauracao foi
acentuado com porcentagens maiores que 65%.

Na linha de pré-desinfeccao, provavelmente devido a maior presenga de
biomassa algal, foi possivel observar o efeito da intensidade luminosa na
insaturagdo dos acidos graxos. Houve um aumento da insatura¢do nas unidades
menos expostas a radiagdo solar, se comparado com a lagoa testemunha. A
insaturagdo aumentou de 64,9% na lagoa UV1 para 81,3% na UV4, com
bloqueio de 30% da PAR. A porcentagem de polinsaturagdo, por sua vez, se
manteve praticamente constante. Resultados encontrados em literatura que
afirmam que baixas intensidades luminosas induzem a formacdo de lipideos

polares de membranas associados ao cloroplasto (Khotimchenko e Yakovleva,
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2005; Hu et al., 2008). Khotimchenko e Yakovleva (2005) concluiram que a
exposi¢ao da alga vermelha Tichocarpus crinitus a 8-10% da PAR induziu a
formacdo de lipideos constituintes das membranas celulares, enquanto que uma
exposi¢ao a maiores intensidades (80% da PAR) resultou em aumento de 1,5
vezes na quantidade de lipideos de armazenamento. No presente estudo, as
porcentagens de polinstauragdo para as lagoas com pré-desinfeccdo se
mantiveram no intervalo de 41,9 a 48,8%, nao apresentando aumento com a
diminui¢ao da incidéncia de PAR. Esse fato pode ser explicado pela presenca de
uma biomassa bastante complexa e diversificada nas lagoas, nao havendo
predominadncia de organismos autotroficos, mais influenciados pela radiacdo
solar.

Considerando o o6leo extraido como matéria-prima para a producdo de
biodiesel, ¢ desejavel que esse 0leo contenha quantidades significativas de acidos
graxos saturados, com baixos conteudos de C18:2 e C18:3. A Norma Europeia
EN 14214 (2004) para combustiveis automotivos limita em 12% o conteudo de
C18:3 para obtencdo de um combustivel de qualidade. Uma maior quantidade de
C18:1, no entanto, ¢ desejavel. De acordo com Rashid et al. (2008), 6leos com
um alto conteudo de C18:1 possuem um razoavel equilibrio das propriedades
combustiveis. Lee et al. (2010) afirmaram ainda, que alto conteudo de C18:1
aumenta a estabilidade oxidativa do combustivel e diminui seu ponto de
congelamento, para uso em regides de clima frio. Assim, agrupando todas essas
caracteristicas, duas lagoas se sobressaem, a LATS e UVI1. A lagoa LATS

apresentou um o6leo com 16,9% de C18:1, contetidos de 4,3% ¢ 4,2% de C18:2 ¢
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C18:3, respectivamente e 42,2% de acidos graxos saturados e 41% de acidos
polinsaturados. A lagoa UV1, por sua vez, apresentou um conteudo de 11,3%
C18:1, 15,5% de C18:2 e 18,4% de C18:3, 35,1% de saturagdo ¢ 64,8% de
polinsaturagdo. A UV4 apesar de apresentar o maior conteido de C18:1 (27,4%),
foi também a lagoa que apresentou a maior porcentagem de C18:3 (37,8%),
podendo ser considerada como a lagoa com as condi¢des menos favoraveis para
a producdo de biodiesel. Importante ressaltar, que os 6leos aqui obtidos ndo
apresentaram qualidades desejadas para a producdo de um bom biodiesel,
principalmente pelo elevado grau de instauragdo do perfil lipidico. Dessa
maneira, sugerem-se processos para modificacdes das caracteristicas desses
6leos, como por exemplo, processos de hidrogena¢ao e mistura com outros 6leos

mais saturados, como o 6leo de palma.
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6. CONCLUSOES

A pré-desinfeccdo UV influenciou positivamente na produg¢do de biomassa
algal e em relagdo a producdo de biomassa total, as unidades mais favorecidas
foram unidades ndo precedidas da desinfec¢do UV, devido ao maior crescimento
de biomassa bacteriana.

A comunidade fitoplanctonica apresentou variagdes ao longo de um ano
monitorado, porém com dominancia na maior parte do tempo ¢ em todas as
unidades da Classe Chlorophyceae, com alternancia entre os géneros Chlorella e
Desmosdesmus de acordo com a estagao do ano, nao demonstrando relacdo com
a variacdo da radiacao solar e presenga da pré-desinfeccao. As unidades sem a
prévia desinfec¢do UV foram as que apresentaram maiores quantidades de
organismos por mL.

A quantidade de lipideos totais produzida variou pouco entre as diferentes
condig¢des de cultivo, sendo as unidades com maior bloqueio da radiagdo solar as
que menos acumularam lipideos. O acumulo de lipideos foi estatisticamente
explicado pelas varidveis PAR, subPAR, concentragdo de clorofila a e
concentragdo de SSV para as lagoas sem a prévia desinfeccao e pelas variaveis
subPAR, concentracdo de clorofila a e concentracdo de SSV para as unidades
precedidas da pré-desinfeccdo, indicando que além da varidvel intensidade
luminosa, outras variaveis influenciaram no actimulo de lipideos para as
condigdes desse estudo. Ao analisar conjuntamente, a producao de biomassa total
e o acumulo de lipideos, as unidades com maiores produtividades lipidicas foram

as lagoas da linha sem a pré-desinfec¢do. Para o célculo da produtividade

88



lipidica, o fator produtividade de biomassa total foi tido como o de maior
influéncia, ja que o conteudo lipidico pouco variou entre as unidades.

Com relagao ao perfil lipidico, os 6leos produzidos pelas lagoas LATS e UV1
foram os mais adequados para a produgdo de biodiesel, apresentando melhores
caracteristicas em termos estabilidade oxidativa, ponto de congelamento e
quantidade de &cidos graxos polinsaturados. Na linha de pré-desinfecgdo,
provavelmente devido a maior presenca de biomassa algal, foi possivel observar
o efeito da intensidade luminosa na insaturacdo dos acidos graxos. Houve um
aumento do grau de polinsaturagdao com a diminui¢do da exposi¢do a radiagdo
solar.

Uma vez que o uso de esgoto doméstico como meio de cultivo inclui, além da
biomassa algal, outros tipos de biomassa como a bacteriana, conclui-se que o
aumento da produtividade lipidica deve ser realizado no sentido de aumentar a
produtividade de biomassa total. Nesse sentido, a suplementa¢do por uma fonte
externa de carbono se faz de grande importancia, ja que o esgoto doméstico ¢
insuficiente para a manuten¢do da demanda de carbono das algas. Conclui-se
ainda que o uso da pré-desinfeccao ultravioleta foi efetivo no aumento da
produtividade de biomassa algal, diminuindo, porém a produtividade de
biomassa total e consequentemente a produtividade lipidica dessas unidades. Em
relacdo a intensidade luminosa, conclui-se que essa variavel nao explicou sozinha
o acumulo de lipideos por parte da biomassa total e que influenciou na qualidade
dos lipideos produzidos, a medida que aumentou a insaturagdo dos acidos graxos

produzidos nas unidades precedidas pela pré-desinfeccdo. De forma geral, a
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condicdo com 60% de sombra e sem a pré-desinfeccao UV, foi a que aliou as
melhores caracteristicas, em termos de quantidade e qualidade, dos lipideos

acumulados para produg¢ao de biodiesel.
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