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RESUMO

As microalgas t€ém se mostrado promissoras para diversas aplicagdes devido a sua elevada
capacidade de absorver ou adsorver diversos componentes presentes no meio em que se
encontram e por sintetizarem produtos de alto valor comercial. Como seu cultivo apresenta
baixo custo e facil manutencdo, a avaliagdo de seu potencial em diversas aplicagdes
tecnologicas tornou-se relevante. Os principais nutrientes requeridos pelo metabolismo desses
microrganismos sao carbono, nitrogénio e fosforo. Tais elementos encontram-se presentes em
efluentes de diversas industrias como, por exemplo, no soro de queijo ¢ no efluente final da
industria de laticinios. Sendo assim, o cultivo das microalgas em aguas residuais com o objetivo
de diminuir os teores destes componentes ¢ uma alternativa possivel para o seu tratamento.
Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de microalgas tratarem o
efluente da industria de laticinios. O primeiro ensaio foi realizado utilizando a alga verde
Chlorella vulgaris e a cianobactéria Spirulina platensis em meio de cultivo padrdo.
Posteriormente, seguiu-se com os ensaios com a C. vulgaris em meio contendo soro de queijo
bruto e pré-tratado por coagulagdo. Sendo que, 0,1 g/L da microalga foi inoculada em diferentes
concentragdes de soro de queijo diluido em meio BBM. Por ultimo, foi avaliado a eficiéncia do
aumento da concentragdo de indculo, nos valores de 0,2, 0,4 e 1,0 g/L para o tratamento do
efluente. Utilizou-se, nesse caso, meio contendo 10% de soro de queijo coagulado. A
capacidade das microalgas em tratar o efluente foi medida através das analises de remocgao de
carbono, nitrogénio, fésforo, DQO, lactose e metais (Mg, Na, Ca, K e Fe) do meio. Avaliou-se,
também, a producao de proteina, etanol, biomassa e clorofila. Nos ensaios preliminares, as duas
microalgas removeram carbono, nitrogénio e fésforo, mostrando-se capazes de serem utilizadas
no tratamento de aguas residuais. Como a C. vulgaris apresentou uma taxa de crescimento
maior e resultados promissores nos ensaios em meio de cultivo padrdo, ela foi utilizada no
tratamento de efluente contendo soro de queijo. Nos ensaios com efluente bruto, a maxima
remoc¢ao alcangada foi: 50% de carbono, 59% de nitrogénio, 90% de DQO, 53% de fésforo e
76% de lactose. Ocorreu a producao de etanol (os meios com presenca de 25, 50 e 100% de
soro de queijo), clorofila (em meio BBM e meio contendo 1% de soro) e proteina (em meio
BBM e na presenga de 1 ¢ 10% de soro). Para o soro pré-tratado por coagulacdo, ndo houve
aumento na remogao desses elementos em relacdo ao soro bruto, contudo, houve aumento no
acimulo de clorofila, etanol e proteina. O aumento da concentra¢do de inoculo resultou em
incrementos na redugdo de carbono no meio, chegando a 89%, e nitrogénio, a 78%. Nesse caso,
obteve-se, também, a remo¢ao de metais pela alga verde, o que ndo foi possivel nos ensaios
anteriores. Dessa forma, pode-se concluir que as microalgas Spirulina platensis e Chlorella
vulgaris possuem grande potencial para tratamento de efluentes, sendo que esta ultima se
mostrou capaz de remover compostos presentes no efluente da industria de laticinio que levam
a poluicao do meio ambiente. Além disso, em certas condigdes, foi possivel a producao de
compostos de interesse comercial como etanol, clorofila e proteina.

Palavras-chaves: Microrganismos. Laticinio. Carbono. Nitrogénio. Fosforo. Metais.



ABSTRACT

Microalgae have shown promise for several applications due to their high capacity to absorb or
adsorb diverse components present into the medium where they are found and for synthesizing
products of high commercial value. Since its cultivation presents low cost and easy
maintenance, the evaluation of its potential in diverse technological applications has become
relevant. The main elements required by the metabolism of these microorganisms are carbon,
nitrogen and phosphorus. As these components are present in effluents from several industries
such as cheese whey and final effluent from the dairy industry, the cultivation of these
microorganisms in order to reduce the levels of such elements is a possible alternative for
treatment waste. Moreover, the aim of the current work was to evaluate the ability of microalgae
to treat the effluent from the dairy industry. The first assay was performed using Chlorella
vulgaris and Spirulina platensis in standard culture medium. Subsequently, assays were
performed with C. vulgaris in medium containing cheese whey with and without treatment.
Since, 0.1 g/L of the microalga was inoculated at different concentrations of cheese whey
diluted in BBM medium. Finally, the efficiency of increases in the inoculum concentration was
evaluated, at concentrations of 0.2, 0.4 and 1.0 g/L, in the effluent treatment. In this case,
medium containing 10% of whey cheese was used. The microalgae capacity was measured
through carbon, nitrogen, phosphorus, COD, lactose and metal removal analyzes. It was also
evaluated the production of protein, ethanol, biomass and chlorophyll. In the preliminary tests,
both microalgae removed carbon, nitrogen and phosphorus, being able to be used in the
treatment of wastewater. As C. vulgaris presented a higher growth rate and promising results
in assays with basal medium, it was used in the treatment of cheese whey. In the effluent without
treatment tests, maximum removal achieved was: 50% carbon, 59% nitrogen, 90% COD, 53%
phosphorus and 76% lactose. Ethanol production (in the presence of 25, 50 and 100% cheese
whey), chlorophyll (in BBM medium and medium containing 1% cheese whey) and protein (in
BBM medium and in the presence of 1 and 10% of cheese whey) were verified. For the treated
cheese whey, there was no increase in the removal of these elements in relation to the without
treated cheese whey. However, there was accumulation of protein at all effluent concentrations.
Increases in the inoculum concentration resulted in the reduction of carbon, reaching 89% and
nitrogen, 78%. In this case, the removal of metals (Calcium, Iron, Magnesium, Potassium and
Calcium) by green algae was also obtained, which was not possible in the previous tests. It can
be concluded that the microalgae Spirulina platensis and Chlorella vulgaris have great potential
for effluent treatment. The latter was able to remove compounds present in the effluent from
the dairy industry that lead to pollution of the environment. In addition, under certain
conditions, it was possible to produce compounds of commercial interest such as ethanol,
chlorophyll and protein.

Keywords: Microorganisms. Dairy. Carbon. Nitrogen. Phosphor. Metals.



1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, estudos t€ém demonstrado o potencial das microalgas em diversas
aplicagdes tecnolodgicas. Elas sdo capazes de absorver (MIYACHI et al., 1964; SAXEMA;
MISRA, 2010) ou adsorver (EL-SHEEKH et al., 2015; AQUINO; STUCKEY, 2007)
determinados elementos presentes em seu meio de cultivo devido as suas necessidades
nutricionais ou por atragdo da superficie da célula (DELRUE et al., 2016). Os principais
nutrientes requeridos para o metabolismo das microalgas e que podem ser removidos das aguas
residuais sdo carbono (C), nitrogénio (N) e fosforo (P) e ¢ através deles que as microalgas se
mantém e produzem diferentes bioprodutos, como proteinas, carboidratos, acidos nucléicos,
vitaminas, lipideos, carotenoides e clorofila.

Sendo assim, as microalgas podem ser usadas no tratamento de efluentes através da sua
capacidade para remoc¢do de bactérias coliformes, redu¢do da demanda quimica (DQO) e
bioquimica de oxigénio (DBO), remog¢ao de N e/ou P e também para remog¢ao de metais pesados
(ABDEL-RAOUF; AL-HOMAIDAN; IBRAHEEM, 2012; PRIYA et al., 2014). O tratamento
biologico com microalgas ¢ particularmente atraente devido a sua capacidade fotossintética,
convertendo energia solar em biomassas uteis e incorporando nutrientes que podem poluir o
meio ambiente (DE LA NOUE; DE PAUW, 1988; CHISTI, 2007; WANG et al., 2008;
HAMEED; EBRAHIM, 2007).

A crescente demanda por produtos e servigos tem elevado drasticamente a atividade
industrial, gerando cada vez mais residuos. O aumento da poluicdo, a industrializagdo e o rapido
desenvolvimento econdémico impdem sérios riscos a disponibilidade e qualidade dos recursos
hidricos em muitas areas do mundo. Em termos de satde, meio ambiente e economia, a luta

contra a poluicdo tornou-se uma questdo importante.

Faz-se necessario, entdo, aliar o desenvolvimento econdmico com prote¢do ambiental,
desenvolvendo novos produtos, novas alternativas de processos e técnicas eficientes no
combate e remediagdo da polui¢do, tornando, assim, a atividade industrial menos impactante
ao meio ambiente. Os processos bioldgicos tornaram-se uma opg¢do interessante pela
possibilidade de combinagao entre o tratamento de aguas residuais e a obtengao de produtos de

interesse biotecnoldgico, agregando valor ao processo final (QUEIROZ et al., 2011).

A ideia da utilizag@o de microalgas no tratamento de efluentes nao € recente, mas ¢ ainda

muito limitada em larga escala, ainda que esses microrganismos se mostrem muito eficientes
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na remocao da carga organica do meio. Alguns autores (NEVES et al., 2013; QUEIROZ et al.,
2007; KONING et al., 2014; SALES; ABREU etal., 2012; CHAVES et al.,2012) tém estudado
a capacidade desses microrganismos no tratamento de efluentes, porém, ainda sao poucos os

estudos que avaliam a utiliza¢ao do efluente de laticinios.

A atividade industrial do setor de laticinios estd entre as maiores do mundo. Todo ano
varias toneladas de leite sdo processadas para comercializacao tanto do leite puro quanto para
a producdo de derivados. Durante o processamento, uma grande quantidade de efluente ¢
gerada, seja pela lavagem dos equipamentos, derramamentos de produtos ou pelos subprodutos
gerados na produgdo. Estima-se que a cada litro de leite processado sdo gerados de quatro a

doze litros de efluentes (MARTINS NETO, 2018).

O subproduto de maior significancia na induastria de laticinios ¢ o soro gerado no
processo de separagdo da caseina do leite para producao do queijo. Ele representa 80 a 90% do
volume total de leite que entra no processo, possuindo 55% dos seus nutrientes. O soro de queijo
possui elevada concentragcdo de matéria organica e, por isso, deve ser encaminhado as plantas
de tratamento de efluentes antes do langamento em corpos hidricos. Portanto, a geragdo deste
soro representa um custo de produgdo para as industrias de laticinios (PRAZERE;

CARVALHO, RIBAS, 2012).

Além do soro, os demais efluentes gerados nesse tipo de industria apresentam altos
teores de 6leos e graxas, e se caracterizam pela presenca de s6lidos suspensos, matéria organica
expressa como DBO e DQO, odor originado pela decomposi¢do da caseina e metais como
sodio, célcio e ferro. Dessa forma, os residuos gerados no processamento do leite sao um grande
problema ambiental, havendo a exigéncia do seu tratamento a fim reduzir os parametros que
podem poluir o0 meio ambiente. Tanto o soro de queijo, quanto o efluente final gerado pela
industria de laticinios sdo compostos por altos teores de carbono, nitrogénio, fésforo, que sido
elementos requeridos pelo metabolismo das microalgas (BALD et al., 2014). Assim, o cultivo
desses microrganismos com o objetivo de diminuir os teores de tais elementos € uma alternativa

possivel para tratamento desses efluentes.

Existem diversos fatores que influenciam a remog¢do de compostos do meio pelas
microalgas. A espécie utilizada ¢ um fator de grande influéncia devido as diferentes
necessidades nutricionais nos diferentes microrganismos (LAVENS; SORGELOOS, 1996). As
condi¢des de cultivo, como temperatura, pH, nutrientes, luminosidade, também afetam a

eficiéncia na atividade metabodlica (NG et al., 2015). Dessa forma, ¢ necessario encontrar as



condi¢des mais adequadas para que o tratamento de efluentes por microalgas se torne uma

alternativa aplicavel.

Sendo assim, o presente trabalho buscou avaliar a utilizagdo de microalgas para
tratamento do soro de queijo, subproduto gerado na industria de laticinios, através da remogao
de carbono, nitrogénio, fosforo e metais e investigar a capacidade desses microrganismos em

produzir compostos de alto valor comercial como clorofila, proteina e etanol.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial das microalgas Spirulina platensis e

Chlorella vulgaris no tratamento do soro de queijo.

2.2 Objetivos Especificos

* Estudar o crescimento das microalgas e a capacidade de remogdo de carbono (C),
nitrogénio (N) e fosforo (P) e acimulo de proteina e clorofila pela S. platensis e C.

vulgaris quando cultivadas em meio basal padrao;

* Reduazir os teores de C, N, P, Demanda Quimica de oxigénio (DQO), lactose ¢ metais
(Na, Mg, K, Fe e Ca) e produzir metabolitos (proteina total, clorofila e etanol) através

do cultivo da microalga em diferentes dilui¢des do soro de queijo,

* Avaliar a influéncia do aumento da concentracdo de inoculo de microalgas no

tratamento do soro de queijo.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Microalgas

As microalgas sdo organismos unicelulares ou coloniais fotossintéticos e estdo
naturalmente presentes em diferentes ambientes aquaticos/imidos (BRASIL, GARCIA, 2016).
Podem ser encontradas em diferentes lugares, desde rios de agua doce até lagos salgados e solos
terrestres, apresentando-se como células isoladas, agrupadas formando colonias ou encadeadas
sob a forma de segmentos lineares de célula. Estes microrganismos podem ou ndo apresentar
motilidade ou ainda viver em associagdo simbidtica. Entretanto, a maioria sdo de vida livre e
tém tolerancia para uma ampla faixa de pH, temperatura, turbidez e concentracdo de O2 e CO.
Sao considerados fundamentais para a manutencao da vida na Terra uma vez que participam,
juntos das macrofitas aquaticas, da producdo de maior parte do O> da atmosfera (FONTOURA,
2017).

As microalgas possuem uma composi¢cdo bioquimica diversificada (carboidrato,
proteina, lipidios, acidos graxos, etc.), sendo que essa composi¢ao estd relacionada a natureza
de cada espécie de microalga e aos fatores ambientais relacionados as condi¢des de cultivo
(MIAO; WU, 2006; ZAMALLOA et al., 2011). A Tabela 1 mostra a composi¢do quimica de

diferentes espécies em comparacao com outras fontes alimenticias.

Tabela 1. Composicao de diferentes fontes de alimentos e algas (% em peso seco).

Commodity Proteina Carboidrato Lipidio
Levedura 39 38 1
Carne 43 1 34
Leite 26 38 28
Arroz 8 77 2
Soja 37 30 20
Anabaena cylindrica 43-56 25-30 4-7
Chlamydomonas reinhardii 48 17 21
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22
Dunaliella salina 57 32 6
Scenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14
Spirulina platensis 46-63 8-14 4-9

Fonte: Becker, 2004; Becker, 2007.

O ntmero exato de espécies microalgais ainda ¢ desconhecido. Existem citagdes

relatando que podem existir entre 200.000 até alguns milhdes de representantes deste grupo.



Essa diversidade também se reflete na composi¢do bioquimica e, por isso, as microalgas sao

fonte de uma quantidade ilimitada de produtos (NORTON et al., 1996; PULZ; GROSS, 2004).

Segundo Brasil e Garcia (2016), a biomassa de algas possui alta produtividade, captura
de carbono altamente eficiente, acimulo de elevado teor de lipideos ou amido, que podem ser
utilizados para produgdo de biodiesel ou etanol, respectivamente, pode ser cultivada em agua
do mar, agua salobra ou mesmo em aguas residuais e produzidas sobre terras nao agricultaveis.

As microalgas também podem ser colhidas continuamente ao longo do ano em regides tropicais.

A simplicidade na estrutura desses organismos permite seu rapido crescimento,
despertando o interesse por aplicagcdes biotecnologicas. Suas exigéncias nutricionais ndo sao
elevadas e o crescimento eficiente na presenga de luz viabiliza sua produgdo em biorreatores
abertos, com dgua de seu ambiente natural, permitindo uma produgdo economicamente

competitiva.

Dessa forma, as microalgas podem ser usadas para elaboragdo de véarios bioprodutos,
tais como combustiveis, quimicos, materiais, cosméticos, ragdo animal e suplementos
alimentares. A Tabela 2 mostra alguns dos elementos sintetizados pelas microalgas e as
possibilidades de aplicagdes. Além disso, esses microrganismos t€ém capacidade de consumir
diversos componentes do meio de cultivo como carbono, fosforo e nitrogénio e adsorver
elementos, como metais pesados, assim a aplicacdo para o tratamento de efluentes também ¢

possivel (LIMA et al. 2004).

Tabela 2. Produtos sintetizados por microalgas e suas aplicacdes.

Produto Aplicacao Referéncia

Proteina Alimentagao humana ou animal Soletto, 2005
Carboidrato Etanol BRENNAN; OWENDE, 2010

Lipidios Biodiesel AHMAD et al., 2011

Clorofila Pigmentos OLIVEIRA, 2012

3.1.1 Condicoes de cultivo

O cultivo de microalgas pode ser realizado por diferentes maneiras. Em cultura foto-
autotroéfica, as microalgas utilizam luz como fonte de energia e carbono inorganico como fonte
de carbono para formar energia quimica através da fotossintese (WANG; YANG; WANG,
2004; KANG et al., 2004).



O cultivo quimio-heterotréfico ¢ realizado quando a espécie de microalga utiliza
carbono organico como fonte de energia e de carbono. O crescimento heterotréfico aerdbio €
um processo em que a assimilacao de substratos organicos gera energia através da fosforilagao
oxidativa, acompanhada pelo consumo de oxigénio como o aceptor final de elétrons (KANG et
al., 2004). Segundo Perez-Garcia e Bachan (2015), as vantagens do cultivo heterotréfico de

microalgas, em comparagao com o cultivo autotrofico sdo as seguintes:

e Maior taxa de crescimento € densidade de biomassa;

e Maior teor de lipidos por peso seco de células;

e Maior produtividade de biomassa por area de cultura;

e Projeto de biorreator de menor custo e mais simples;

e Processo de ampliagdo mais facil;

e A possibilidade de manipular a composi¢cdo da biomassa alterando o substrato organico
do meio de cultura que estimula vias metabdlicas e biossintéticas especificas;

e Potencial para remover carbono orgénico e outros compostos como nitrogénio e fésforo

de efluentes.

O cultivo mixotréfico ocorre quando a microalga, sob fotossintese, utiliza como fonte de
carbono para o seu crescimento compostos organicos € CO2 (BRENNAN; OWENDE, 2010;
CHEN et al., 2011b). Portanto, a autotrofia e a heterotrofia ocorrem simultaneamente (WANG
et al., 2004). O CO> ¢ fixado através da fotossintese, que ¢ influenciada pela iluminacao,
enquanto os compostos organicos sao assimilados pela respiracao aerdbica, que ¢ afetada pela
disponibilidade de carbono organico. Microalgas mixotroficas utilizam diferentes fontes de
energia e carbono, podendo ser organicas ou inorganicas e luz em diferentes combinacdes. A
mixotrofia torna as microalgas mais flexiveis porque podem reunir demanda de carbono e
energia por fontes organicas ou inorganicas e luz simultaneamente (CHEN et al. 2011b). Em
comparagdo com o crescimento de microalgas autotréficas comuns, abordagens heterotréficas
e mixotroficas t€ém o potencial de fornecer maior biomassa e rendimento de compostos

orgénicos valiosos

O crescimento mixotréfico oferece varias vantagens (PEREZ-GARCIA; BASHAN, 2015),

como.

e Taxas de crescimento mais altas do que os regimes heterotroficos e autotroficos
encurtando os ciclos de crescimento e produzindo maior biomassa;

e Fase de crescimento exponencial prolongada;



e Reducdo da biomassa perdida da respiracdo durante as horas escuras;

e Reducao ou parada do efeito foto-inibitorio;

e Flexibilidade para mudar o regime de cultivo para regimes heterotroficos ou
autotroficos;

e Protecao contra dano foto-oxidativo estimulado pela acumulagao de oxigénio em foto-

biorreatores fechados.

Quanto as formas de condugdo dos cultivos, destacam-se os modos de operagdo em
batelada, semicontinuo e continuo. O cultivo em batelada ¢ o mais simples para o cultivo de
microalgas. Possui um tempo determinado e ¢ caracterizado por modificagdes intensas na
composi¢ao do meio de cultura e pelo efeito de sombreamento causado pela concentragao
celular. As células e os nutrientes sdo inoculados no meio no inicio do cultivo, ndo havendo

nenhuma adi¢do posterior (LOURENCO, 2006).

No regime em batelada, as etapas de crescimento celular sdo bem definidas, conforme

mostrado na Figura 1.

Figura 1: Fases do crescimento de um microrganismo.
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Fonte: A autora.

De acordo com Yuan-Kun, Hui (2004) e Lourenco (2006), essa curva tipica de
crescimento de microrganismos engloba, basicamente, quatro fases: adaptacdo, exponencial,

estacionaria e morte.



1 - Fase de adaptacdo ou fase /ag: representa a fase de adaptacao celular, ocorre devido
ao periodo de adaptagdo fisioldgica das células frente as modifica¢des nas condigdes de
cultivo ou a presenga de células inviaveis no indculo, podendo ser extensa na presenga

de compostos toxicos ou de nutrientes dificilmente metabolizaveis.

2 - Fase exponencial ou fase log: ¢ a fase de crescimento na qual a biomassa se duplica
sucessivamente em intervalos regulares de tempo, as células se dividem como uma
fungdo exponencial do tempo, enquanto substratos, luz e temperatura adequada

estiverem disponiveis.

3 - Fase estaciondria: nesta etapa o crescimento estd limitado pelo esgotamento dos
nutrientes ou pelo acimulo de produtos inibitérios do metabolismo. Como
consequéncia, a velocidade de crescimento diminui e se iguala a taxa de morte. As
microalgas mantém por algum tempo a concentra¢do de biomassa constante devido a
utilizacdo de reservas internas de nutrientes ou dos nutrientes que sao libertados para o

meio devido a lise de outras células.

4 - Fase de declinio ou de morte: ¢ o resultado da deplegdo de nutrientes e do
autossombreamento a um nivel que nao suporta o crescimento, bem como da possivel
ocorréncia de um nivel toxico de metabdlitos (YUAN-KUN; HUI, 2004; LOURENCO,
20006).

Através da curva de crescimento, ¢ possivel calcular a taxa especifica de crescimento
(n) e o tempo de geracdo ou duplicacdo. O conhecimento desses parametros permite prever
como evoluird a concentracdo do microrganismo ao longo da fase exponencial. Além disso,
podem dar indicacdo sobre a resposta do microrganismo as diversas condi¢des ambientais
incluindo a modificacdo do meio de cultura. O célculo dos valores do tempo de duplicacdo e p
de um dado microrganismo, em condi¢des de cultura diferentes, € util, por exemplo, para
selecionar as condi¢des Otimas para o crescimento e estudar o efeito que uma determinada

alteracdo das condi¢cdes ambientais exerce sobre o crescimento do microrganismo.

Nos cultivos continuos ha um processo permanente de alimentacao do meio de cultura
e o volume de cultivo ¢ mantido através da retirada de biomassa a uma vazao constante. A
conservacdo do volume invariavel no biorreator ¢ de primordial importancia, a fim de que o
sistema atinja a condi¢do de estado estacionario ou regime permanente, no qual a concentragao
de células e de substrato permaneca constante ao longo do tempo de operacao (BORZANI et

al., 2001). Neste processo ocorre um crescimento balanceado das microalgas, em que as células
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sd0 mantidas em estado exponencial. Porém, em muitos casos o modo de operacdo continuo

nao se torna viavel, econdmica ou tecnicamente.

Uma aproximagao desse processo continuo ¢ o modo semicontinuo, que consiste em um
sistema em que haé a retirada de produto e subsequente adicao de meio de cultivo em intervalos
de tempos periodicos. Esse procedimento ¢ normalmente realizado com o cultivo na fase
exponencial em que as células apresentam estado fisiolégico muito favoravel. Assim elas nao
irdo sofrer com o efeito da diluigdo do meio de cultura, colocando o cultivo em um reciclo
teoricamente sem limites (BORZANI et al., 2001; LOURENCO, 2006). Este tipo de cultivo
busca evitar o custo com o preparo de um novo indculo para cada batelada, além de eliminar o
tempo para obten¢do do indculo, bem como o consumo de nutrientes para tal (FONTOURA,

2017).
3.1.2 Sistemas de cultivos

Com relagdo ao cultivo de microalgas, atualmente sdo utilizados os fotobiorreatores,
que podem ser classificados em dois tipos principais: sistemas abertos (tanques aerados de alta
taxa e com extremidades elipticas (raceway ponds, lagos, etc), e sistemas fechados (tubular,
reator em placa, conico, piramidal, fermentador, etc) (DASGUPTA et al., 2010). A escolha do
sistema ¢ determinada pelas caracteristicas do local de cultivo, pela espécie utilizada,
quantidade de luz necessaria, sistema de recuperacao da biomassa e aplicagdo da biomassa

(FONTOURA, 2017).

Nos sistemas abertos (Figura 2), as microalgas sdo cultivadas em lagoas ou tanques ao
ar livre, expostos as condi¢des naturais de iluminagdo, temperatura, evaporagdo e
contaminacao. Sao tanques geralmente rasos (profundidade que varia de 10 a 50 cm), de modo
que permita a difusdo de dioxido de carbono proveniente da atmosfera e a penetragao da luz
solar (CHISTI, 2007). Esse ¢ o método de cultivo de microalgas em larga escala mais

comumente empregado.
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Figura 2. Fotobirreatores em sistema aberto.

Fonte: Bronzato, 2012.

Nos sistemas fechados (Figura 3) ¢ possivel o controle de diversos pardmetros
importantes. As condigdes de cultivo, tais como: concentragdo de nutrientes, temperatura, luz,
pH e injecdo de CO> podem ser ajustadas para a obten¢do de maior producao de biomassa de
microalga em relagdo aos sistemas abertos (RAWAT et al., 2013). Esse sistema ¢ o mais
adequado para microalgas que podem ser rapidamente contaminadas por outros
microrganismos, exceto para microalgas que conseguem sobreviver em condi¢cdes ambientais
extremas como alto pH, como a Spirulina, ¢ alta salinidade, como a Dunaliella, ou podem
crescer muito rapidamente em tanques abertos, como a Chlorella (BRENNAN; OWENDE,
2010).
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Figura 3. Fotobiorreatores em sistema fechado.

Fonte: Bronzato, 2012.
3.1.3 Fatores que influenciam a producio de biomassa

A formagdo de cada composto no interior da célula de microalga é regulada por
complexos mecanismos metabdlicos. O ambiente deve ser condicionado para atender o maior

nimero possivel de exigéncias intrinsecas desse organismo, fornecendo os nutrientes

necessarios para o crescimento e a sintese celular (SIPAUBA-TAVARES; ROCHA, 2001).

Os parametros 6timos, assim como o intervalo tolerado, sdo especificos de cada espécie,
assim, cada parametro deve ser determinado individualmente (LAVENS; SORGELOOS,
1996). Tais fatores ndo afetam apenas a fotossintese e a produtividade da biomassa celular, mas
também influenciam o metabolismo celular e, portanto, a alteracdo na composi¢ao celular.
Portanto, ao cultivar microalgas, varios fatores devem ser considerados, e os parametros mais
importantes que regulam o crescimento de algas sdo: intensidade luminosa, temperatura,

agitacdo, pH e concentracdo de nutrientes (NG et al., 2015).
3.1.3.1 Nutrientes

O meio de cultivo para microalgas € composto basicamente por macronutrientes tais como
carbono, nitrogénio, oxigénio, hidrogénio e fosforo, além de calcio, magnésio, enxofre e

potassio e micronutrientes tais como ferro, manganés, cobre, molibdénio e cobalto. Sendo que
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qualquer deficiéncia ou excesso nesses requisitos limitara seu crescimento (FONTOURA,

2017).

O meio de cultivo das microalgas deve conter quantidades suficientes de nutrientes, em
proporcdes adequadas, para um crescimento propicio. Os requerimentos nutricionais minimos

podem ser estimados a partir da féormula molecular da biomassa desses microrganismos.
e Carbono

As microalgas sdo compostas em mais de 50% por carbono e, por isso, este ¢ um dos
nutrientes mais importantes no seu crescimento. Esse elemento € o constituinte principal das
diversas substincias organicas sintetizadas pelas células, como proteinas, lipidios, carboidratos,

vitaminas.

O crescimento das microalgas pode ser incrementado pela adi¢cdo de fontes organicas e
inorganicas de carbono. Como fonte inorganica tem-se o CO; e o bicarbonato de s6dio. Sendo
o primeiro absorvido por difusdo, sem gasto de energia, j4 o segundo ¢ absorvido ativamente,
consumindo energia. Como fonte organica pode-se utilizar a glicose, acetato, lactato,

aminoacidos, entre outros (OHSE et al., 2007).

Dos organismos fotossintetizantes, as microalgas sao muito mais eficientes no uso do CO2
que as plantas superiores, podendo fixar quantidades muito maiores por area de terra (OHSE et
al., 2007). Através do processo fotossintético as microalgas captam a energia luminosa e a
transformam em energia quimica, que € conservada na forma de ATP e NADPH e, na sequéncia
estes compostos sdo usados como fonte de energia na redugcdo do CO; para a sintese de
carboidratos e outros compostos organicos (LEHNINGER, 1990). Assim, a quantidade de
energia luminosa recebida pelo sistema fotossintético e a disponibilidade de CO- irdo repercutir
na quantidade de carbono que pode ser fixado, determinando, consequentemente, a taxa de

crescimento e a producao de biomassa nas culturas microalgais.

As microalgas podem ser cultivadas no escuro, mas com suplementacdo no meio de cultura
de alguma forma de carbono orgéanico (glicose, acetato, lactato, por exemplo), que serve tanto
como fonte energética quanto como fonte de carbono para a producao de biomassa (GARCIA,
2005). Dependendo da composicao do meio de cultivo, o metabolismo da microalga ¢ alterado
e, consequentemente, a taxa de crescimento, a produtividade e, especialmente, a composi¢ao

bioquimica da biomassa. Assim, além da questdo da produtividade sdo necessarios estudos do
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valor nutricional da biomassa produzida nestas condi¢des, bem como, dos custos operacionais

(LEE, 2004).

Segundo Chojnacka e Marquez-Rocha (2004), existe a necessidade de um melhor
entendimento das diferencas metabolicas e dos requerimentos de energia e carbono pelas

microalgas visando a produ¢ao de compostos com elevado valor.
e Nitrogénio

O azoto encontra-se numa variedade de substancias biologicas importantes, como enzimas,
peptidios, clorofila, moléculas de transferéncia de energia (trifosfato de adenosina - ATP,
difosfato de adenosina - ADP) e material genético (4cido desoxirribonucleico - DNA, acido
ribonucleico - RNA). As fontes inorganicas sdo o nitrato (NO*), o nitrito (NO*), o aménio

(NH*"), o amoniaco (NH3) e 0 azoto gasoso (N2) (CA; PARK; LI, 2013).

Microalgas requerem nitrogénio para crescer € construir biomassa. Esse elemento ¢
essencial a constitui¢do das proteinas estruturais e funcionais das células das algas (HU, 2004).
Esses microrganismos podem assimilar nitrato, amonia e outras fontes organicas de nitrogénio,

como ureia.

As microalgas absorvem nitratos por meio de um sistema comum de transporte de alta
afinidade envolvendo a permease e, em menor extensdo, a difusdo. Uma vez dentro da célula,
os nitratos sao reduzidos a nitrito, que reduz ainda mais a amdnia. Algumas microalgas podem

fixar também o nitrogénio atmosférico (BECKER, 1994).

A utilizagao de fontes de nitrogénio inorganico na forma reduzida (nitrogénio amoniacal)
¢ energeticamente favoravel em comparagdo com nitratos e nitritos, disponibilizando energia
para o crescimento celular. Quando ha disponibilidade de nitrogénio inorganico no cultivo
ocorre 0 aumento das concentracdes de proteinas, carotenoides e clorofila, entretanto, conforme
se limita o teor desse nutriente no meio, reduzem-se as quantidades dessas substancias

(LOURENCO, 2006)

A deficiéncia de nitrogénio nas algas resulta em alteragcdes no crescimento, nas respostas
fisiologicas € na composi¢do quimica. Por exemplo, ha um aumento na produgao de lipidios

quando as células de algas sao privadas de nitrogénio (SANTOS et al., 2003).
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e Fosforo

O fosforo ¢ um elemento necessario para o crescimento de microalgas, especialmente para
gerar e transformar a energia metabolica. Sendo um elemento constituinte das células,
nucleotideos e acidos. Apesar do conteudo de fosforo nas microalgas ser menor que 1%, a sua
deficiéncia no meio de cultivo ¢ uma das maiores limitagdes do crescimento (GROBBELAAR,

2004).

A assimilagdo do foésforo por parte das microalgas ocorre principalmente em formas
inorganicas, como o ortofosfato (PO4) e os polifosfatos (LOURENCO, 2006). Existem dois
mecanismos através dos quais os fosfatos sdo incorporados a biomassa de microalgas: primeiro,
a célula absorve ativamente os fosfatos para atender necessidades metabolicas e produzir
diversos constituintes celulares; segundo, envolve uma absor¢do "de luxo", pois ndo ¢
necessaria. Esses fosfatos podem ser: soluveis em acido e estdo prontamente disponiveis para
auxiliar no metabolismo e producao de DNA e proteinas ou podem ser insoluveis em acido,
sendo reservados para condi¢des em que os niveis de fosfato no meio sdo limitados para o

crescimento celular (POWELL et al., 2009).

As concentracdes de fosforo para um 6timo crescimento diferem consideravelmente entre
espécies, até mesmo nao existindo fator externo limitante (RICHMOND, 2004). As microalgas
sdo capazes de acumular de 8 a 16 vezes a quantidade minima necessaria, o que garante o
crescimento da célula mesmo que novas fontes deste elemento ndo estejam disponiveis

(LOURENCO, 2006; CHISTI, 2007).
e Micronutriente

Os micronutrientes sao necessarios em menores quantidades. Elevadas concentragdes
destes elementos sdo toxicas para a maioria das espécies. Assim, pequenas quantidades de
mangangs, cobre, ferro, zinco, boro, cloretos e niquel sdo frequentemente adicionadas aos meios
de cultivo, juntamente com um agente quelante (por exemplo, acido etilenodiamino tetra-
acético - EDTA), para prevenir a limitacdo ao crescimento por estes nutrientes (SANTOS,

2017).

3.1.3.2 Luminosidade

Como as plantas, as microalgas requerem luz como a principal fonte de energia para

realizar a fixacdo do CO; na matéria organica no processo de fotossintese. De acordo com
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Behrens (2005), a luz é o principal fator a ser controlado na otimiza¢do do processo de

crescimento, seguindo-se a temperatura, o pH e a presenga de CO2 e O2 no meio.

Geralmente, a maior parte dos problemas no cultivo de microalgas esta relacionada a
intensidade da luz, pois a baixa intensidade causa a fotolimitagdo e niveis extremos de
luminosidade podem produzir um efeito desfavoravel ao crescimento, a chamada fotoinibigao.
O processo fotoinibitorio ocorre quando o fluxo de fotons absorvido pelos cloroplastos ¢ tao
alto que a concentracdo de elétrons de alta energia na célula ¢ excessiva para ser consumida
pelo Ciclo de Calvin, assim as moléculas de clorofila ficam em estado excitado e acabam
produzindo substancias toxicas as células como o peroxido de hidrogénio (MOLINA GRIMA

etal., 1999; HIRAYAMA et al., 1996).

Para fotossintese adequada, trés variaveis de luz sdo importantes, tais como intensidade,
qualidade espectral e fotoperiodo (periodo claro / escuro). Sendo que a fonte de luz pode ser de
origem natural (luz solar) ou artificial (ldmpadas). Embora o fotoperiodo varie de organismo
para organismo, para aplicagdes industriais relacionando a razao entre o custo da energia e a
producdo de biomassa correspondente, 12 a 15 horas de iluminacao s3o consideradas o periodo

ideal (HARUN et al. 2014).

Redaelli et al. (2011) estudaram a influéncia da intensidade luminosa (2200, 10000,
17000, 24500 lux) sobre a biofixagcdo do carbono em Chlorella minutissima. Eles observaram
que os melhores resultados foram obtidos para intensidade 17000 lux, atingido uma biomassa

de 0,38 g/L e velocidade especifica de crescimento de 0,61 dia™.

3.1.3.3 Temperatura

A temperatura ¢ uma importante variavel no cultivo das microalgas. E um dos fatores
que mais afeta a taxa metabdlica dos organismos, além de influenciar na composi¢do da

biomassa e na estrutura dos componentes celulares.

Assim como todos os seres vivos, as algas apresentam taxa maxima de crescimento
relacionada a uma determinada faixa de temperatura, que varia de acordo com a espécie e suas
adaptagdes fisiologicas ao meio no qual vive. Em geral, abaixo ou acima destes valores ocorre

reduc¢do na velocidade de crescimento, alteracdes metabolicas e fisiologicas e/ou morte celular.

Uma elevacao da temperatura favorece a cultura até certo nivel. O sobreaquecimento
pode levar a inibi¢do do crescimento devido a inativagdo por choque térmico das proteinas

(MAHBOORB, et al., 2012). Temperaturas abaixo do nivel 6timo de crescimento, geralmente,
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aumentam o grau de insaturacao dos lipidios nas membranas. Por outro lado, altas temperaturas
induzem a producdo de carotendides. O aumento na temperatura nos cultivos também influencia
o consumo de nitrogénio e carbono, bem como o tamanho celular (HU, 2004). Portanto, de
acordo com Lourengo (2006), temperaturas constantes sao desejaveis, pois proporcionam maior
estabilidade nos experimentos, permitindo maior reprodutibilidade e previsibilidade das

respostas das espécies.

De modo geral, a temperatura 6tima para o cultivo de microalgas estéa entre 20 ¢ 24 °C.
Rukminasari (2013) verificou que a microalga Scenedesmus sp. atingiu uma maior densidade
celular quando cultivada a 25 °C. Martinez et al. (2000) estudaram o efeito da temperatura na
microalga Scenedesmus obliquus. Foram realizados cultivos em temperaturas de 20 °C, 25 °C,
30 °C e 35 °C. O estudo concluiu que esta microalga possui uma taxa de crescimento mais

elevada a 30 °C.
3.1.3.4 Agitacao

A mistura continua da cultura ¢ essencial para o sucesso da producdo de microalgas e
esta relacionada a uma série de fatores que influenciam no crescimento ¢ na produtividade da
biomassa. E uma variavel importante por proporcionar uma exposi¢do mais homogénea a luz;
aumentar a disponibilidade de nutrientes, os quais, sob agitagdo constante, ndo precipitam;
evitar a sedimentacdo das microalgas, o que acarretaria exposi¢do em excesso das camadas

superiores e subexposi¢do a luz das camadas inferiores (SOARES, 2010).

Dependendo do volume de cultura, a mistura ¢ conseguida usando agitador em
biorreatores ou agitador orbital fotossintético, mas para operagdes em grande escala como

lagoas de canal adutor, as rodas de pés sao mais adequadas (GOUVEIA 2011).

Apesar da agitacdo auxiliar, é possivel realizar cultivos estaticos com excelentes
rendimentos. Ansilago, Ottonelli e Carvalho (2016), cultivando a microalga
Pseudokirchneriella subcapitata em meio sem agitacdo e com presenga de metais,
demonstraram que essa microalga possui grande potencialidade para sua utilizacdo em
processos integrados de biorremediacdo de dguas residuais e producao de biomassa algal. No
cultivo estatico em meio contendo efluente de UASB a Chlorella sp. L06 e a Tetradesmus sp.
L09 foram capazes de sobreviver e crescer, apresentando 25,0% de proteinas totais, 15,4% de
lipidios totais e 14,8% de carboidratos totais. O cultivo dessas microalgas reduziu em até 93%
de nitrogénio total e 95,4% de fosforo total, melhorando a qualidade do efluente através da

conversao destes nutrientes em biomassa microalgidcea (TORRES, 2014).
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3.1.3.5 pH

O pH ¢ uma varidvel que afeta a disponibilidade de varios elementos quimicos, que
podem ndo solubilizar e precipitar em funcao dessa variavel. O pH favoravel para o crescimento
da maioria das microalgas ¢ sempre proximo da neutralidade, para que os componentes do meio
possam ser efetivamente absorvidos pelas microalgas (LOURENCO, 2006). Os valores de pH
baixos desempenham papel como inibidor enzimatico no processo de fotossintese (YANG et
al., 2011). Segundo Becker (2004), o pH influencia a solubilidade do CO> e dos minerais,
interferindo direta ou indiretamente no metabolismo das algas. Em meio aquoso, o carbono
inorganico pode se apresentar nas diferentes formas: CO,, H,COj3, HCO* (bicarbonato) ou CO*-
(carbonato), sendo que as propor¢des desses elementos dependem do pH. Em pHs altos
(basicos), as propor¢des de HCO* ou CO* aumentam. Por outro lado, em uma cultura com pH
acido a disponibilidade de CO; aumenta, sendo essa molécula a fonte de carbono usada pelas

algas.

A elevagao gradativa do pH no meio de cultura ¢ indicativa do crescimento microalgal.
O incremento do pH ocorre devido a atividade bioldgica das células, o que produz uma reducao
no conteudo de carbono inorganico dissolvido através do consumo necessario ao crescimento
celular, forgando um deslocamento do equilibrio carbonato-bicarbonato no sistema tampao

(BERENGUEL et al., 2004).

A faixa de pH ideal para a maioria das espécies de alga estd entre 5 e 9. Bakuei et al.
(2015) verificaram maxima produgdo de biomassa de 3,23 g/L quando cultivaram Scenedesmus
sp. a pH 8. Este valor de concentracdo de biomassa ¢, aproximadamente, o triplo do valor

encontrado para o cultivo nos pHs 7, 7.5, € 8,5.

3.1.4 Bioprodutos e Aplicacdes das microalgas

As microalgas possuem diversas aplicacdes industriais. Devido a capacidade de
sintetizar importantes compostos como proteinas, lipidios, vitaminas, pigmentos, esses
microrganismos podem ser usados como fonte para sintese de varios bioprodutos, como

combustiveis, quimicos, materiais, cosméticos, racdo animal e suplementos alimentares.

A composicao bioquimica diversificada destes microrganismos esta relacionada com a
natureza de cada espécie e com as condi¢des de cultivos, como nutrientes, temperatura,
salinidade, fonte de carbono, intensidade luminosa, agitacdo, pH e fase de crescimento (NG et

al., 2015).
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Atualmente, os produtos obtidos a partir de algas abastecem principalmente os mercados
de cosméticos, higiene pessoal, nutrigdo humana e animal. Sdo produtos de valor agregado
produzidos em pequena e média escala, principalmente na China, no Japao e nos Estados
Unidos. Esses mercados movimentam mais de US$ 10 bilhdes por ano. Ja a produgdo de
microalgas constitui a vertente mais recente e crescente do cultivo de algas. A produ¢do anual
mundial de biomassa de microalgas triplicou no periodo de 2004 a 2013, quando atingiu a marca
de 15 mil toneladas/ano (peso seco). As principais espécies cultivadas pertencem aos géneros
Arthrospira (Spirulina) e Chlorella, sendo utilizadas como fontes de pigmentos para a induastria

de cosméticos ou como suplementos proteicos para a alimentacdo humana e aquicultura

(BRASIL; GARCIA, 2016).

Embora ja tenha sido demonstrada a viabilidade técnica de se produzir bioplasticos,
polimeros e biocombustiveis, como biodiesel, etanol e bioquerosene, por meio de microalgas,
tais processos ainda nio apresentam custos de produgdo competitivos com derivados da
industria petroquimica. Os desafios tecnoldgicos atuais consistem principalmente no
melhoramento genético de cepas, no desenvolvimento de métodos eficientes de cultivo, no
controle de contaminagdo e na otimizagdo dos processos de recuperacdo (BRASIL; GARCIA,

2016).

Além da producao de elementos de alto valor comercial, as microalgas podem ser aplicadas
também no tratamento de efluentes, através da diminuicao da carga organica e da remogao de
elementos, como metais pesados, do meio. A seguir, sdo apresentados os principais bioprodutos

sintetizados pelas microalgas e suas possiveis aplicagoes.
e Proteina:

Diversas espécies de microalgas destacam-se pelo elevado teor de proteinas, tais como
Synechococcus sp. (63% base seca), Spirulina maxima (60 - 71% base seca) e Chlorella
vulgaris (51 - 53% base seca). Esse alto teor de proteina faz com que esse microrganismo seja
uma fonte promissora para producao de racdo animal e suplementos alimentares, pois apresenta
alta qualidade nutritiva e pode ser comparada com a de outras proteinas alimentares, devido ao
seu perfil e propor¢do de aminodcidos. Estudos demonstram que a biomassa de algas ¢ um
valioso complemento ou como fonte substituinte de proteinas convencionais (farelo de soja,

farinha de peixe, farelo de arroz, etc.) na ragdo animal (BECKER, 2007).

Coca et al. (2015) avaliaram a producdo de S. platensis em meio de cultura mineral

suplementado com vinhaga e verificaram que a adi¢do de 1 kg/m® de vinhaga aumentou
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consideravelmente a produtividade de proteina quando comparado com a forma ndo
suplementada. Salla et al. (2016) avaliaram os niveis de carboidratos e proteinas na biomassa
da microalga S. platensis utilizando derivados do soro do leite, que contém elevada
concentracao de lactose e niveis baixos de proteina. Os autores observaram um aumento nos

niveis de carboidrato e uma redugdo do teor de proteina na biomassa.
e Carboidrato

O carboidrato ¢ um componente metabolicamente ativo nas células microalgais, seja como
molécula de armazenamento, sujeitos as alteragdes estruturais durante o ciclo de vida ou como
componente estrutural da parede celular (CRAIGIE, 1990). Os carboidratos em microalgas
podem ser encontrados na forma de glicose, celulose, amido, pectina, xilana, manana e outros
polissacarideos (STENGEL et al., 2011). Por sua composicio com elevado teor em
carboidratos, o uso de biomassa microalgal para fermentagdo constitui uma opg¢ao para a

producdo de bioetanol.

Virias espécies de microalgas, tais como Chlorella vulgaris, Chlorella minutissima,
Chlamydomona reinhardtii, Dunaliella tertiolecta, Scenedesmus acutus, Tetraselmisem
subcordiformis e Spirulina platensis destacam-se por acumularem uma grande quantidade de
carboidratos (mais que 40% do peso seco) (JOHN et al., 2011, RAZEGHIFARD, 2013;
MARGARITES; COSTA, 2014; DRAGONE et al., 2011; SALLA et al., 2016).

e Lipidios

O conteudo lipidico das células das microalgas varia, em média, de 10% a 40% em termos
de biomassa seca, porém, alguns estudos relatam um contetido de lipidios de mais de 85% para

certas espécies de microalgas (LUQUE et al., 2010; MAIRET et al., 2011).

A maioria das microalgas tem como componente majoritario de seus dleos os triglicerideos
(fracdo conversivel em biodiesel), superior a 80%, com o perfil de 4cidos graxos preponderante
de cadeias contendo de 16 a 18 atomos de carbono (LIU et al., 2011; COUTO et al., 2010;
FRANCO et al., 2013).

Segundo Knothe (2008), os acidos graxos monoinsaturados sdo uteis para produgdo do
biodiesel. Entretanto, as microalgas podem conter em sua composi¢ao acidos graxos
poliinsaturados que devem estar presentes em concentracdo moderada no biodiesel, devido a

baixa estabilidade oxidativa (KNOTHE, 2011).
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e Pigmentos

Os pigmentos sdo compostos quimicos coloridos que absorvem e refletem certos
comprimentos de onda da luz visivel. Pertencem ao sistema fotossintético de microalgas, agindo
como captadores de energia por meio da luz. Os principais pigmentos sao agrupados em
clorofilas, carotenoides e ficobilinas. As clorofilas estdo presentes em todas as plantas
superiores e algas fotossintéticas, enquanto que os carotenoides estdo presentes na maioria das

algas e as ficobilinas encontradas em cianobactérias e em algumas algas vermelhas

(SPOLAORE et al., 2006).

Os carotenoides s3o substancias que podem ser utilizados como moléculas antioxidantes.
Esses pigmentos tém a capacidade de eliminar os radicais livres, protegendo assim as células e
tecidos dos danos oxidativos. Podem ser uteis na prevencao da deterioragdo dos alimentos
durante o processamento e armazenamento e também influenciar a sinalizagao celular que pode

desencadear vias reguladoras sensiveis (RAO et al., 2010).

As clorofilas possuem atividade quelante e podem ser utilizadas como auxiliares na
recuperagdo do figado e tratamento da ulcera (PUOTINEN, 1999). Estima-se que em condigdes
otimas de crescimento as microalgas possam acumular até 4% em seu peso seco de clorofila

(NAKANISHI, 2001).

Devido a forte coloracao verde e da demanda dos consumidores por alimentos naturais, as
clorofilas tém ganhado importancia como aditivo alimentar. Incentivando as industrias de
alimentos a substituirem pigmentos artificiais pelos naturais, como a base de clorofila

(DUFOSSE, 2006).

3.1.5 Microalgas e o tratamento de efluentes

Os cursos de agua recebem poluicao de muitas fontes diferentes, que variam tanto em
vazao quanto em volume. A composi¢do das aguas residuais ¢ uma mistura complexa de
materiais naturais organicos e inorganicos, bem como compostos produzidos pelo homem. Trés
quartos do carbono organico no esgoto estao presentes como carboidratos, gorduras, proteinas,
aminoacidos e acidos volateis. Os constituintes inorganicos incluem grandes concentracdes de
sodio, célcio, potassio, magnésio, cloro, enxofre, fosfato, bicarbonato, sais de amonio e metais

pesados (ABDEL-RAOUF; AL-HOMAIDAN, 2012).

Biorremediacao ¢ uma alternativa ambientalmente amigével para a remediagao de agua

e solo contaminados. O tratamento bioldgico pode ser realizado através do uso de bactérias,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X12000332#!
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fungos e algas para a remocdo de poluentes (AZAB, 2008). A utilizacdo de microalgas para
biorremediacdo ¢ efetiva devido a sua capacidade de converter energia solar em biomassa util
e assimilar nutrientes como fosforo e nitrogénio, que causam a eutrofizagdo. A absor¢ao de
quantidades significativas desses nutrientes ¢ devido a necessidade nutricional desses
microrganismos para a sintese proteinas, acidos nucleicos e fosfolipidios (LOURENCO, 2006;

WLEGAND et al, 2016)

O uso de microalgas para biorremediacao apresenta diversas vantagens (TALBOT; DE
LA NOUE, 1993) tais como: utilizagdo de energia barata e abundante (luz solar); producio de
biomassa para alimentag¢do animal; obtenc¢ao de produtos de alto valor agregados e de quimica

fina.

A utilizagdo de microalgas no processo de tratamento de aguas residuais foi inicialmente
proposta por Oswald e Gotaas (1957), mas ganhou impulso a partir da década de 80. Segundo
Oswald (1988), uma analise das células das algas pode revelar uma percentagem de carbono
(C) de 52,4%, hidrogénio (H) 7,4%, oxigénio (O) 29,7%, azoto (N) 9,2% e fosforo (P) 1,3%
numa base de peso seco sem cinzas. Assim, a remog¢ao de nutrientes, especialmente N ¢ P, com

microalgas ¢ um processo logico, sendo comum a sua utilizagao.

As possibilidades de aplicagdo das microalgas, no tratamento de dguas residuais, sao
fundamentalmente trés: remocao de nutrientes, desinfec¢cdo e remog¢ao de metais pesados. Mais
recentemente tém também sido efetuados alguns estudos sobre a utilizagdo de microalgas na
remocao de compostos organicos toxicos, como fendis e clorofendis (HIROOKA et al., 2003;

LIMA et al. 2004).

Uma grande variedade de espécies tem a capacidade de crescimento em ambientes sem
luz, utilizando carbono orginico como fonte de energia. Nestas condi¢des, elas também
consomem nitrogénio e fosforo em grandes quantidades, atuando como verdadeiros "biofiltros"
destes nutrientes. Esse processo € capaz de produzir 4gua em condi¢do de quase potabilidade,

ideal para reuso industrial (LI et al., 2013; BATISTA et. al., 2015; WANG et. al., 2010).

Os sistemas de algas podem tratar diferentes tipos de efluentes como: esgoto humano,
residuos de gado, residuos agroindustriais e residuos industriais, efluente de suinocultura e do
processamento de alimentos e residuos agricolas. Além disso, também estdo sendo
desenvolvidos sistemas para a remog¢do de minerais toxicos, como chumbo, cddmio, merctrio,

escandio, estanho, arsénico € bromo (ABDEL-RAOUF; AL-HOMAIDAN; 2012).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X12000332#!
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Segundo El-Sheekh (2015), as microalgas absorvem os metais através da adsor¢do
desses elementos pela superficie da parede celular, em um rapido processo, que dura poucos
segundos ou minutos. Esse processo ¢ chamado adsor¢do fisica ou biossor¢ao. Biossorsao ¢
definido como o processo natural de sélidos na retengdo de metais em ambientes aquosos. Nas
microalgas, o fendmeno ocorre devido as interagdes da parede celular, que apresenta carga
elétrica negativa devido a presenca de grupos ionizaveis como: carboxilas, hidroxilas, fosfatos
e sulfatos, que tém a capacidade de interagir com ions metalicos. A biossorsao envolve
mecanismos de troca idnica e ligagdo covalente, sendo, portanto, esse processo considerado
dependente da estrutura quimica e composic¢ao da parede celular. Como esses dois elementos
variam com a espécie de microalgas, a biossor¢do também ird variar (GARNHAM, 1997;
DINIS et al., 2004). Entdo, os ions sdo transportados, lentamente, para o interior do citoplasma,
em um processo chamado quimiossorsdo. Isso faz com que as microalgas sejam eficientes na

remocao de metais pesados.

A remocdo de metais de uma agua residual pode ser efetuada utilizando microalgas
vivas e microalgas secas. Nesta Ultima situacdo, apenas ocorre remoc¢do por adsor¢do, nao

ocorrendo o processo de assimilagdo dos metais (TOBIN; WHITE; GADD, 1994).

A variedade de algas em estudos associados com a remocao ou detec¢do de metais
pesados ¢ elevada. Microalgas como a Chlorella e a Scenesdesmus, com a sua larga area

superficial sao eficientes na remogao e recuperacao de metais das aguas (TAM et al., 1998).

Chong, Wong e Tom (2000) avaliaram a remocdo de zinco e niquel de efluente
utilizando diferentes espécies de microalgas, obtendo uma diminuicdo de 97 e 57% desses
elementos, respectivamente. Em estudos realizados por Jia et. al (2016) obteve-se uma remogao
de até 91% de nitrogénio e 88% de fosforo de um efluente suino pela Scenedesmus sp. A
Chorella vulgaris conseguiu remover altos nives de nitrogénio, fosforo, niquel cddmio e zinco,

de acordo com Santos (2017).

3.2 Aguas residuais

A agua pode ser usada pela industria de diversas maneiras: na incorporacgao ao produto,
lavagens de maquinas, tubulagdes e pisos, nos sistemas de resfriamento e geradores de vapor,
no proprio processo industrial € nos vasos sanitarios. Assim, os residuos liquidos, ou aguas

residuais, sdo aquelas provenientes das zonas urbanas e industriais, apos a sua utilizagao,
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apresentando suas caracteristicas naturais alteradas e com uma quantidade consideravel de

poluentes (TCHOBANOGLOUS; BURTON; STENSEL, 2003).

O descarte das aguas residuais e a devolucao da substancia para o meio ambiente exigem
o devido tratamento da substancia, de modo que ela volte a apresentar qualidade e limpeza
adequadas para que seja lancada no corpo receptor (rio, lago ou mar) sem causar danos a satde
e ao ecossistema. A dgua ndo necessita de tratamento final somente quando ¢ incorporada aos
produtos ou evaporada. Nos demais casos, os efluentes liquidos industriais ou dgua residuaria

precisam ser tratados.

O tratamento das 4guas residuais, portanto, ¢ um processo essencial para garantir a
preservacdo ambiental e a manutencdo da saude humana. Os poluentes presentes neste tipo de
agua sao eliminados por meio da aplicagao de diversas técnicas que, combinadas, conseguem
limpar a 4gua e encaminhar a substincia para reutilizagdo na industria, agricultura e até

abastecimento doméstico.

Segundo CONAMA — Conselho Nacional do Meio Ambiente (2011), efluente € o termo
usado para caracterizar os despejos liquidos provenientes de diversas atividades ou processos.
Nao podendo conferir ao corpo receptor caracteristicas de qualidade em desacordo com as
metas obrigatorias progressivas, intermedidrias e final, do seu enquadramento. Sendo que as

metas obrigatorias para corpos receptores serdo estabelecidas por parametros especificos.

Os efluentes de qualquer fonte poluidora somente poderao ser langados diretamente no
corpo receptor desde que obedecam as condigdes e padrdes previstos pelo Conama (2011). Os

parametros sao:
e pHentre5a9;

e Temperatura: inferior a 40°C, sendo que a variagdo de temperatura do corpo

receptor ndo devera exceder a 3°C no limite da zona de mistura;

e Materiais sedimentaveis: até 1 mL/L em teste de 1 hora em cone Inmhoff. Para
o lancamento em lagos e lagoas, cuja velocidade de circulagdo seja praticamente

nula, os materiais sedimentaveis deverao estar virtualmente ausentes;
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e Regime de lancamento com vazdo maxima de até 1,5 vez a vazdo média do
periodo de atividade diaria do agente poluidor, exceto nos casos permitidos pela

autoridade competente;

e Oleos e graxas: 1. 6leos minerais até 20 mg/L; 2. éleos vegetais e gorduras

animais até 50 mg/L;
e Auséncia de materiais flutuantes;

e Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO 5 dias a 20°C): remo¢ao minima de
60% de DBO sendo que este limite s6 podera ser reduzido no caso de existéncia
de estudo de autodepuragdo do corpo hidrico que comprove atendimento as

metas do enquadramento do corpo receptor

3.2.1 Processos de tratamentos de efluentes

Para atender as legislacdes, as dguas residuais necessitam de um tratamento antes do seu
despejo no meio ambiente. O tratamento pode ocorrer através de processos bioldgicos,
quimicos, operagdes fisicas e da combinacdo destes, a fim de remover matéria organica, solidos
suspensos, nutrientes (nitrogénio e fosforo) e organismos patogénicos (HAANDEL;

LETTINGA, 1994).

O tratamento de efluentes se divide, basicamente, em duas grandes fases: a fisico-
quimica e a biologica. Os métodos fisicos de tratamento sdo responsaveis pela remogdo de
solidos flutuantes de dimensdes relativamente grandes, de sélidos em suspensao, areias, 6leos
e gorduras. Sdo caracterizados por métodos de separacao de fases, sendo que este fato pode
ocorrer através de gradeamento, peneiramento, sedimentagao ou decantagao e por flotacao dos

residuos (CRESPILHO et al., 2004).

Sao considerados como processos bioldgicos, aqueles que necessitam da acdo de
microrganismos aerobios ou anaerobios, que visam a remog¢ao da matéria organica e alguns

nutrientes (compostos biodegradaveis).
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No tratamento bioldgico aerdbio, os microrganismos, mediante processos oxidativos,
degradam as substancias organicas, que sdo assimiladas como fonte de energia. Nesse processo
ocorre a utilizacdo de Oz para que ocorra a biodegradacao. Dentre os processos aerobios o
processo de lodo ativado ¢ o mais aplicado e também o de maior eficiéncia (SPERLING, 1997).
Nos processos anaerdbios de tratamento de efluentes, diversos grupos de microrganismos, na
auséncia de oxigénio molecular, promovem a transformacdo de compostos organicos
complexos (carboidratos, proteinas e lipidios) em produtos mais simples como o metano (CHy),
o gas carbonico (CO»), agua (H»0), amonia (NH3), gas sulfidrico (H2S) e novas células

bacterianas (CHERNICHARO, 1997; NETO, 2007).

Aguas residuais contém nutrientes abundantes (nitrogénio, fosforo, carbono, entre
outros), que sdo necessarios para o crescimento das microalgas (CARDOSO; VIEIRA;
MARQUES, 2011). Assim, o cultivo desses microrganismos em meios contendo efluente
liquido € possivel. Sendo uma alternativa para o seu tratamento, uma vez que as microalgas sao

capazes de consumir esses elementos.

A aplicacao de microalgas tem demonstrado resultados positivos na remog¢ao de azoto,
fosforo e outros elementos (metais pesados) de dguas residuais. Conforme mostrado na Tabela
3, diversos estudos tém demonstrado éxito na utilizagdo de microalgas para o tratamento de

aguas residuais.

Kimura et al (2018) demonstraram que a Chlorella sorokiniana pode ser cultivada
usando efluente de digestdo anaerdbica de macrodfitas aquaticas colhidas do lago Biwa, com
alto potencial para remocao de nutrientes inorganicos. Zheng et al (2019), verificaram que a
Chlorella vulgaris poderia eficientemente reciclar os nutrientes em aguas residuais e produzir
biomassa de valor agregado, para o tratamento de efluentes de amonia de alta resisténcia.
Alguns estudos avaliaram também a capacidade de microalgas no tratamento de efluentes de

laticinio (DING et al., 2014; DANESHVAR et al., 2018), que se mostraram bem eficientes.
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Tabela 3. Remogao de nitrogénio e fésforo nos cultivos de microalgas em diferentes tipos de

efluentes.

Remoc¢ao (%)

Microalga Tipo de efluente Nitrogénio Fosforo Referéncias
Industrial da
Chiorella fabricagdo do 94,4 90,6 LI etal. (2013)
vulgaris . .
acido citrico
Chlorella sp municipal 92 86 (2011)
secundario
Chlorella Industrial de 723 716 WANG et al.
vulgaris laticinio ’ ’ (2010)
biodigerido
Scelg‘leg’esmus Efluente 03 100 BATIzs(;Fé et al.
obLquus municipal ( )
SACRISTAN
Sce”edfsmus rff;i?tzl 92,4 64,3 DE ALVA et
aeutus P al.. (2013)

3.3 Soro de queijo e o tratamento de efluentes

Entre as atividades industriais que geram grandes quantidades de dguas residuais temos
a do setor de laticinios. O leite ¢ uma das bebidas mais consumidas em todo o mundo. Nas
ultimas trés décadas, a produ¢ao mundial aumentou mais de 50%, sendo de 798 milhdes de
toneladas em 2016. A Europa e a Asia produziram juntas dois tercos do leite, 67,5% do total.
O continente americano respondeu por 22,7%, sendo que a América do Sul ficou com 7,8%. O
leite africano representou 6,1% e a Oceania 3,7%. Entre os paises, a ndia destacou-se como
maior produtora mundial de leite em 2016, seguida pelos Estados Unidos, Paquistdo e Brasil

(ZOCCAL, 2018).

A cadeia produtiva do leite ¢ uma das mais importantes atividades da economia
brasileira, sendo produzido em quase todos os municipios do pais, gerando milhdes de
empregos em todas as etapas da cadeia produtiva. Em 2017, o valor bruto da produ¢ao pecudaria
de leite foi de R$ 29,9 bilhdes (BRASIL, 2018). Esse resultado colocou a atividade leiteira em
sexto lugar dentre os produtos agropecudrios brasileiros. No setor industrial, as empresas de
laticinios tiveram faturamento liquido de R$ 70,2 bilhoes, representando o segundo maior

faturamento da industria de alimentos no Brasil (ABIA, 2018)
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Segundo o Ministério da Agricultura, do Abastecimento e da Reforma Agraria (1996),

Entende-se por queijo o produto fresco ou maturado que se obtém por
separagdo parcial do soro do leite ou leite constituido (integral, parcial ou
totalmente desnatado), ou de soros lacteos, coagulados pela agdo fisica do
coalho, de enzimas especificas, de bactérias especificas, de 4cidos orgénicos,
isolados ou combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou
sem agregag¢do de substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos,
aditivos especificamente indicados, substincias aromatizantes e matérias
corantes.

Aproximadamente 30% da producdo mundial de leite destinam-se a fabricagcdo de
queijos e existem pelo menos 1.000 variedades diferentes do produto, sendo que as principais
familias s3o representadas pelos queijos Holandeses, Suigos, de massa filada, Cheddar e
Parmesdo, os quais correspondem a mais de 80% da produ¢do mundial (FOX et. al., 2000;

FOX; MCSWEENEY, 1998).

O liquido que sobra apos a elaboragdao do queijo, ou seja, apds precipitar a caseina
(principal proteina do leite) e que compde cerca de 85 a 95% de todo o leite € o soro, o qual
contém 55% dos nutrientes do leite. Dentre estes nutrientes pode-se destacar a lactose, as
proteinas soltveis (globulina e albumina), lipideos e sais minerais. Os principais sais minerais
presentes sdo o cloreto de sodio e o cloreto de potassio, os quais representam mais de 50%,
além dos sais de calcio, principalmente na forma de fosfato de célcio. Além destes
componentes, o soro também apresenta acido latico e acido citrico, ureia e acido urico,

vitaminas do complexo B (B1, B2, B6 piridoxina, B5 e B12) (SISO, 1996).

O soro de leite ¢ considerado o principal subproduto da industria de laticinios.
Representando 80 a 90% do volume total de leite que entra no processo. Para fazer um quilo de

queijo sao liberados aproximadamente 9 kg de soro (SISO, 1996).

O grande problema ambiental associado ao soro ¢ causado pela elevada concentragdo
de matéria organica presente, essencialmente constituida de lactose, proteina e acido latico, que
provoca elevado consumo de oxigénio dissolvido pelos microrganismos (SPERLING, 1997).
Assim, este soro deve ser encaminhado as plantas de tratamento de efluentes dos laticinios antes
do langamento em corpos hidricos. Portanto, a geracdo deste soro representa um custo de
produgdo para as industrias de laticinios, devido ao tratamento necessario para redugdo de sua

carga organica (PRAZERES et al., 2012).

A composi¢ao do soro varia de acordo com o procedimento de separacdo da caseina

(Tabela 4) obtendo-se dois tipos de soro: o soro acido (pH < 5,0) e o soro doce (pH 6,0-7,0). O
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soro doce ¢ obtido no processo de coagulagdao enzimatica (enzima quimosina), enquanto o soro
acido resulta da precipitacdo acida no pH isoelétrico (pH = 4,6) (SGARBIERI, 2004).
Independentemente do tipo, o soro de queijo tem grande capacidade poluidora e por isso €

necessaria atengao quanto ao seu tratamento e disposi¢ao.

Tabela 4. Caracteristicas fisico-quimicas de soros de ricota coletados no Vale do Taquari.
Fonte: Bald et al., 2014.

Umidade Cinzas Proteinas Lactose  DQO Ctotal Ntotal Acidez

S0 o BU) (%BU) (%BU) (1) (mel) (mell) (mell) (%) PH
RC 9445 047 0,36 38,1 50420 24500 751 1,60 5,24
RL 9493 0,51 0,49 4522 53306 19.079 592 1,99 5,10
RM 9437 0,52 0,61 4504 57721 28.114 664 1,95 5,78

Legenda: RC — soro de ricota (de queijo tipo colonial); RL - soro de ricota (de queijo tipo lanche); RM — soro de
ricota (de queijo tipo mussarela); B.U. - Base Umida; DQO — Demanda Quimica de Oxigénio.

Além do soro de queijo, existem outras fontes de efluentes liquidos em uma industria
de laticinio, que sdo oriundas da lavagem e limpeza de produtos remanescentes em caminhdes,
latoes, tanques, linhas, maquinas e equipamentos diretamente envolvidos na produ¢do; dos
derramamentos, vazamentos, operacdes deficientes de equipamentos e transbordamento de
tanques; perdas no processo, tais como, em operagdes de "partida" e de "parada" do
pasteurizador, arraste de produtos na evaporacdo (leite condensado e em pd) e aquelas
resultantes do acerto das acondicionadoras no inicio do processo de embalagem; e do descarte

de produtos.

Os efluentes gerados pelas industrias de laticinios sdo constituidos, em geral, por: leite
e matérias-primas auxiliares (matérias lacteas geradas e ndo aproveitadas ao longo dos
processos industriais), gordura, sélidos de leite, bem como restos ou pedacos de produtos finais,
quando ndo removidos para reciclagem ou disposi¢do em separado; detergentes e desinfetantes
usados nas operacdes de lavagem de pisos e lavagens gerais; lubrificantes empregados na

manutengdo de equipamentos; despejos sanitarios (MINAS AMBIENTE, 1998).

Tais efluentes apresentam altos teores de 6leos e graxas, e se caracterizam pela presenca
de solidos suspensos, matéria organica expressa como DBO e DQO, e odor originado pela
decomposicdo da caseina. A Tabela 5 mostra as caracteristicas de efluentes gerados em
diferentes industrias de laticinios. O pH ¢€ praticamente neutro, mas tende a acidificar devido ao
uso de acido na limpeza durante o processo denominado Clean in Place (CIP) e a fermentacao
lactea dos residuos e sua posterior conversao em acido latico. Normalmente os efluentes de

laticinios apresentam os seguintes parametros (CETESB, 2006):



30

* Alto teor de organicos;
« Oleos e graxas, devido & gordura do leite e de outros produtos lacteos;
* Altos teores de nitrogénio e fosforo

» Grandes variagdes no pH, residuais de solugdes acidas e alcalinas, basicamente das

operacdes de limpeza

» Alta condutividade, especialmente na produg¢dao de queijos devido ao residuo de

cloreto de sodio da salga;

* Variagdes na temperatura, provocadas por etapas produtivas especificas.

Tabela 5. Caracteristicas fisico-quimicas de efluentes gerados em diferentes industrias de
laticinios. Fonte: Minas Ambiente/CETEC (2000).

Parimetro Industrias
1 2 3 4
DBOs(mg O»/L) 2051 - 5269 3637 - 17624 5127 - 5949 18485 - 19755
DQO (mg Ox/L) 3005 - 7865 4307 - 20649 5496 - 7709 21277 - 23920
Sélidos totais (mg/L) 1010 - 2107 1567 - 10744 3508 - 4498 8838 - 10052
Nitrogénio organico (mg/L) 32,5-79,6 74,2 -297,6 52,7 -142,7 190,7 - 292,0
Fosforo Total (mg/L) 6,5-31,0 2,9-1314 12,4 -29.2 92.4-175,5
Oleos e graxas (mg/L) 227 - 474 90 - 184 37-359 75 -439

Devido as suas caracteristicas € composicao o efluente oriundo da industria de laticinio
possui alta capacidade poluidora, por isso, faz-se necessdrio o seu tratamento antes da

disposi¢do no meio a fim de atingir os parametros determinados pelas legislagdes ambientais.

A resolucao 430/2011 do Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA dispoe
sobre condicdes, parametros, padroes e diretrizes para gestdo do langcamento de efluentes em
corpos de agua. Assim, o lancamento indireto de efluentes no corpo receptor devera observar o

disposto nesta Resolucdo quando verificada a inexisténcia de legislagdo ou normas especificas.

No estado de Minas Gerais, o Conselho Estadual de Politica Ambiental — COPAM
determina que para o seu lancamento o efluente deve, além de atender as exigéncias do

CONAMA, possuir (COPAM/2008):

e DBO: até 60 mg/L;
e DQO: até 180 mg/L;
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e Solidos em suspensdo totais até 100 mg/L, sendo 150 mg/L nos casos de lagoas de
estabilizacao;

e Nitrogénio Amonical Total: 20 mg/L.

Como os efluentes das industrias de laticinio encontram-se fora dos padrdes de langamento
exigidos pelas legislagdes, ¢ necessario o seu tratamento. E, por isso, a busca de formas
alternativas para diminuir os custos desse processo ¢ necessaria. Levando em consideragao que
as microalgas possuem potencial para remover elementos de dguas residuais que causam
poluicdo do ambiente e sdo microrganismo capazes de acumular produtos de interesse
comercial, a sua utiliza¢do para tratar os efluentes gerados pela industria de laticinios pode ser

uma boa alternativa para viabilizar e tornar o tratamento vantajoso economicamente.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. Microalgas e meio de cultivo

Nesse trabalho foram utilizadas as microalgas Chlorella vulgaris (BMAKD7) e Spirulina
platensis (BMAK159) provenientes do Banco de Microrganismos Aidar & Kutner, do Instituto
oceanografico da Universidade de Sdo Paulo (USP). A C. vulgaris foi mantida em meio Bold's
Basal Medium (BBM) modificado (CONNON, 2007). Solugdes estoque foram preparadas com
agua destilada, e mantidas sob refrigeracdo (4°C). A Tabela 6 apresenta as concentracdes das
solucdes estoque e os volumes que foram adicionados para o preparo de 1L de meio. Em um
balao volumétrico colocou-se cerca de 900 mL de 4gua destilada, em seguida foram adicionados

os respectivos volumes de solugdes estoque dos nutrientes. Por fim, o volume foi acertado para

1L. Entdo, o meio foi autoclavado por 20 minutos a 1 atm.

Tabela 6. Composi¢cao do meio Bold's Basal Medium.

Conc. da solucio Vol. de agua Conc. final no
Reagentes
Estoque (g/L) Adicionado (mL) meio (g/L)

NaNO3 25,00 30 0,750
K>HPO4 7,50 10 0,075
KH2PO4 17,50 10 0,175
NaHCO;3 7,50 10 0,075
CaCl,.2H>0O 2,50 5 0,013
MgS04.7H20 10,00 5 0,050
EDTA-Na, 25,00 5 0,050
FeCl3.6H>O 2,00 0,004
HsBOs 2,00 0,00400
ZnS04.7H>0 0,75 0,00150
CIbMn.4H,0O 0,12 0,00024
CuS04.5H,0 0,12 2 0,00024
CoCl2.6H20 0,03 0,00006
Na;Mo04.2H,0 0,10 0,00020

A microalga S. platensis foi mantida em meio Zarrouk (ZARROUK, 1966), cujos

componentes encontram-se nas Tabelas 7 e 8. A solugdo foi autoclavada por 20 minutos a 1

atm.

Fonte: Connon (2007).
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Tabela 7. Composi¢cdo do meio Zarrouk.

Reagentes Concentracio (g/L)
Bicarbonato de sodio 16,8
Fosfato dipotassico 0,5
Nitrato de soédio 2,5
Sulfato de potéssio 1,0
Cloreto de sodio 1,0
Sulfato de magnésio 0,2
Cloreto de calcio 0,04
Sulfato ferroso 0,01
EDTA-Na; 0,08
Solugdo As 1 mL

Tabela 8. Composicdo da solucdo As utilizada na producdo do meio Zarrouk.

Reagentes Concentragao (g/L)
Acido bérico 2,860
Cloreto de Manganés 1,810
Sulfato de zinco 0,222
Molibidato de sodio 0,0177
Sulfato de cobre 0,079

4.2 Cultivo do indculo

Foram realizados repiques a cada 10 dias, em frasco Erlenmeyer a fim de se obter uma
quantidade satisfatoria de microalga para a realizacdo dos experimentos. O procedimento dos
subcultivos baseou-se na adigdo de 50% do volume do meio fresco em 50% da suspensdo de
algas. Tal procedimento foi realizado no fluxo laminar e as algas foram incubadas em estufa
germinadora a 22 + 1°C, no caso da C. vulgaris, e 28 + 1°C, no caso da S. platensis. Ambas sob

um sistema de fotoperiodo de 12 horas.

4.3 Caracterizacio do efluente da industria de laticinio

Para a realizagdo desse trabalho foi utilizado um subproduto da industria de laticinio, o
soro de queijo. Este material foi cedido por uma empresa situada na cidade de Uberlandia/MG,

o qual foi gerado na fabricagao do queijo pelo método de coagulacio acida.

ApOs a coleta, uma parte do soro sofreu um pré-tratamento para remocgao de particulas
coloidais e suspensas que promovem turbidez, segundo a metodologia descrita por Rocha,
Cardoso e Vieira (2018) e Mendes (2014). O ensaio de coagulagdo/floculacdo foi realizado em

um equipamento Jar-Test Microcontrolado marca Milan (Mod. JT 203) a temperatura ambiente
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e com pH ajustado em 8,3 com solugdes de H>SO4 1 N e NaOH 5 N. Juntamente foi adicionado
um grama de tanino Tanfloc SG em p6 (TANAC) por litro de soro de queijo, para garantir o
processo de coagulagdo. Em seguida houve a homogeneizacao a 120 rpm por 1 minuto. Ao final
desta etapa, foi empregada a agitagdao intermitente (15 minutos de agitacdo a 10 rpm e 45

minutos de repouso) por 6 horas.

O Soro bruto e o soro coagulado foram autoclavados por 20 minutos, a 1 atm e, entao,
caracterizados quanto aos parametros de pH, turbidez, condutividade, carbono, nitrogénio,

fosforo, proteina e DQO (Demanda quimica de oxigénio).

Posteriormente, deu-se inicio aos ensaios utilizando as microalgas em meios de cultivo
padrdo e naqueles contendo os soros de queijo bruto e coagulado. O esquema geral desses

ensaios encontra-se na Figura 4 e a descri¢ao das etapas esta nos topicos 4.4, 4.5 ¢ 4.6.

Figura 4. Esquema dos ensaios para avaliacao do potencial de microalgas no
tratamento de efluentes.

Avaliacdo das microalgas em meio de
cultivo padrao

Escolha da microalga mais apropriada
para aplicacdo no tratamento do
subproduto

Inéculo da microalga em soro In6culo da microalga em soro de
de queijo queijo pré-tratado

Aumento da concentragdo
do indculo
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4.4 Avaliacio do potencial de remocao de nutrientes e carga orgianica do meio de cultivo

padrao

Previamente, realizou-se o cultivo das microalgas nos meios padrao (Zarrouk para S.
platensis e BBM para C. vulgaris), a fim de avaliar a capacidade de remog¢ao de nutrientes e

carga organica por esses microrganismo sem a presenca de interferentes.

Nesse ensaio, as microalgas foram inoculadas em Erlenmeyers de vidro de 250 mL (com
volume util de 200 mL) com concentragdo inicial de 0,1 g/L e mantidas em estufa incubadora
a 22 °C com fotoperiodo de 12 h/ 12 h (claro/escuro) e luminosidade média 3000 lux. Foram
colhidas amostras dos sobrenadantes e da cultura algal para avaliacdo dos pardmetros de

interesse: biomassa, carbono, nitrogénio, fésforo, proteina e clorofila.

4.5 Cultivo da microalga no soro de queijo bruto e coagulado

Ap0s analise dos primeiros resultados, seguiu-se a avaliacdo da capacidade de remocao
da carga organica do soro de queijo pela agdo da microalga mais apropriada. Foram realizados
ensaios com diferentes concentracdes de soro, bruto e coagulado, no meio de cultivo padrao

para se obter as melhores condi¢des para o seu tratamento.

Assim como nos ensaios preliminares, foi inoculada 0,1 g/ de biomassa algal em
Erlenmeyrs de vidro de 250 mL (volume util de 200 mL), em seis cultivos distintos para cada
soro: meio padrdo de cultivo, soro de queijo puro e solugdes de 1%, 10%, 25% 50% de soro
diluido no meio de cultivo padrdo. As culturas foram mantidas em estufa incubadora a 22 °C,

fotoperiodo de 12 h/ 12 h (claro/escuro) e luminosidade média 3000 lux.

Foram colhidas amostras dos sobrenadantes e da cultura algal, no dia do indculo, no
terceiro € no sexto dias, para avaliagdo dos pardmetros de interesse: carbono, nitrogénio,
fosforo, proteina, DQO, clorofila, agucares, 4cidos orgéanicos e etanol. Os ensaios e as analises

foram feitos em duplicatas.

4.6 Avaliacao da superconcentrac¢ao de inoculo para tratamento do soro de queijo

A fim de se obter um maior desempenho da alga nesse meio quanto a remogao de carga
organica e metais, fez-se o cultivo utilizando-se maiores concentragdes de indculo (0,2, 0,4 e

1,0 g/L).
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De acordo com os resultados obtidos nos ensaios anteriores, optou-se por utilizar a
diluicdo de 10% do soro no meio de cultivo padrio para avaliar a influéncia da
superconcentragdo de indculo. Os ensaios foram realizados nas mesmas condigdes que os
anteriores. Foram colhidas amostras dos sobrenadantes e da cultura algal ao longo dos dias para
avaliagdo dos parametros: carbono, nitrogénio, fosforo, proteina, clorofila, DQO, acidos

organicos, agucares, etanol e metais. Os ensaios e as analises foram feitos em duplicatas.

4.7 Metodologia analitica

4.7.1 Contagem biolédgica de célula

O nimero de células foi determinado por contagem no microscépio da marca Nikon modelo
Eclipse E200-LED, utilizando-se uma camara de Neubauer, também conhecida como

Hemacitometro ou Camara de Contagem.

A solugdo algal foi previamente homogeneizada e diluida em éagua destilada. Entdo, a
amostra foi introduzida no espaco entre a lamina e a camara de Neubauer utilizando uma

micropipeta e, em seguida, realizou-se a contagem de células.

4.7.2 Determinacio da densidade de biomassa

A densidade (concentragdo massica) da microalga foi determinada pelo método
gravimétrico, conforme descrito no item 4.8.7. Para a constru¢do da curva de calibragdo, a
analise de absorbancia foi efetuada em espectrofotdometro a um comprimento de onda de 570
nm para a S. platensis (Apéndice 1.1), 760 nm para a C. vulgaris (Apéndice 1.2) e, na sequéncia,
convertida em gsv/L pela equagdo de correlacdo entre a absorbancia e quantidade de so6lidos

volateis por litro determinados por gravimetria .

4.7.3 Determinacio da clorofila total

A clorofila total foi quantificada através de analise espectrofotométrica, método de
Jeffrey e Humphrey (1975). Uma suspensao de 20 mL de algas foi centrifugada a 4000 rpm por

20 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento obtido ressuspendido em acetona (90
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%) aum volume de 10 mL. Um processo de abrasdo foi, entdo, realizado em agitador tipo vortex
utilizando esferas de vidro. Acrescentou-se 1,1 g de esfera de vidro com didmetro entre 0,6 €
0,8 mm para cada mililitro de suspensdo celular. O tubo foi submetido a agitacdo em vortex
durante 40 minutos, com intervalos de 2 minutos de repouso em banho de gelo a cada 5 minutos

de agitacdo, obtendo-se o extrato bruto com células.

Em seguida, foi realizada a leitura do extrato em espectrofotometros nos seguintes
comprimentos de onda: 664 (DOes4), 750 (DO750), 647 (DOe47) € 630 (DOs30) nm. Como branco
utilizou-se a solucdo de acetona a 90 %. As concentragdes de clorofila a, b e ¢ foram calculadas
de acordo com as Equagdes 1, 2 e 3, sendo a clorofila total determinada pela soma destas. No
caso da Spirulina platensis, tem-se a presen¢a apenas da clorofila-a (TOMASELLI, 1997). Em
que L ¢ a espessura da cubeta, Ve ¢ 0 volume de extracdo e V¢ o volume de filtrado (suspensao

celular).

o clorofilaa (™) = (11,85 + DOggq — DO75) — 1,54 + (D047 —

Ve
L*Vf

DO750) — 0,08 x (DOg39 — D0750)) * ( ) (1

o clorofilab (™) = (=543 * (DOges — DO7s) + 21,03 * (D047 —

) 2)

Ve
L*Vf

DO0750) — 2,66 * (DOg30 — DO750)) * (

o clorofilac(2) = (~1,67 * (DOgss — DO;750) — 7,60 * (DOgs7 -

Ve
L*Vf

DOys50) + 24,52 % (DOg39 — D0750)) * ( 3)

4.7.4 Determinacio de Fosforo soluvel

A quantificagdo do fésforo soluvel foi realizada pelo método colorimétrico do fosfato
vanadomolibdato (APHA, 2012), que se baseia no seguinte principio: a solucao de ortofosfato
reage com o molibdato de amodnio e com vanadio para formagdo do 4cido

vanadomolibidatofosfoérico de coloragdo amarela. A intensidade da cor amarela ¢ proporcional
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a concentragao do fosforo. Sendo a faixa de trabalho do método de 1 a 10 mg/L (ppm) de fosforo

em comprimento de onda de 420 nm.

Para coloragao foi utilizada a solu¢ao de vanadomolibdato de amonio preparada através
da mistura de duas solugdes. A primeira consistiu-se de uma dissolugdo de 40g de molibdato
de amoénio, (NH4)sMO7024.4H>0, em 400 mL de agua destilada. A segunda foi realizada
dissolvendo 1 g de metavanadato de amodnio, NH4VO3, em uma mistura de 300 mL de agua
destilada e 200 mL de acido nitrico concentrado. A segunda solucao foi adicionada a primeira

e, em seguida, completou-se esta mistura a 1000 mL com agua destilada.

Para a quantificacdo do fosforo, 25 mL da solu¢do de vanadomolibdato de amonio foi
misturada a 50 mL da amostra, seguido de agitagdo vigorosa. Apds 2 minutos, para
desenvolvimento da cor, foi determinada a absorbancia das amostras em espectrofotdmetro a

420 nm. Utilizou-se agua destilada como branco seguindo o mesmo procedimento dos extratos.

A curva de calibracdo (Apéndice 1.5) foi constituida com os pontos de 1 mg/L; 3 mg/L;
5 mg/L; 7,5 mg/L e 10 mg/L de fosforo seguindo o mesmo procedimento dos extratos liquidos

das amostras.

4.7.5 Determinacio de Proteina total

A quantificagdo proteica foi realizada pelo método de Lowry (LOWRY, 1951). Foram

utilizados quatro reagentes:

1. Albumina bovina (BSA) — 100 mg/L;

2. Reagente A: 100 mL de solucao NaOH 0,1 M, com 2g de Na,Cos e 0,02g de tartarato
de sodio e potéssio.

3. Reagente B: 100 mL de dgua destilada com 0,5g de CuSO4.5H20 0,5% e 2 gotas de
H2SOy4;

4. Reagente Folin-Ciocalteau 1N.

A albumina sérica foi utilizada como amostra padrao, por ser uma proteina bastante descrita
na literatura, assim, duas curvas de calibracdo (Apéndice 1.3) padrdo para a proteina foram
construidas: uma de micro concentracao (de 10 mg/L a 100 mg/L) e uma macro (de 120 mg/L

a 250 mg/L).

Primeiramente uma solucdo AB, com 50 mL do reagente A e 1 mL do reagente B, foi
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preparada. Entdo, 1 mL da solugdo proteica foi pipetada em tubos de ensaio. Em seguida, 3 mL
da solugdo AB foram adicionados e os tubos agitados e incubados a temperatura ambiente, no
escuro, por 10 min. Apds a incubagdo, 300 uLL do reagente Folin foi adicionado as amostras e
os tubos foram agitados e incubados novamente, no escuro, por 30 minutos. Posteriormente,

realizou-se a leitura em espectrofotometro a 760 nm.

4.7.6 Determinaciao da demanda quimica de oxigénio (DQO)

Para determinar a quantidade de oxigénio necessaria para oxidar a matéria organica e

inorganica oxidavel (APHA, 2012) as seguintes solug¢des foram preparadas:
1. Solucao de Digestdo - alta concentracao:

Pesou 15,0773 g de K»Cr207 (Dicromato de potassio), que foi levado a estufa por 2 h a
150 °C. Apos esse periodo, o dicromato de potassio foi levado ao dessecador para esfriar. Entao,
10,1264 g de dicromato de potéssio seco foi pesado e diluido em 500 mL de 4gua destilada em
baldo volumétrico de 1000 mL. Entdo, adicionou-se, vagarosamente, pela parede do balao
volumétrico 167 mL de é&cido sulfurico concentrado e em seguida 33,3003 g de HgSO4 e
completou o volume do baldo com agua destilada. O procedimento foi realizado na capela e o

frasco armazenado em temperatura ambiente.
2. Solucao de acido sulfurico:

Pesou-se 10,11 g de Ag>SOs4, que foi adicionado em 1 L de H>SO4 concentrado. Um
periodo de 2 dias de repouso foi realizado para ocorrer a mistura. A solu¢ao foi armazenada no

proprio frasco de acido sulfurico concentrado e mantida em geladeira.
3. Solucao de Biftalato de Potassio para a montagem da curva linear de calibragdo padrao:

Pesou-se 1,5054 g de biftalato de potéssio, que foi esmagado levemente e seco na estufa
por 24 h a 110 °C. Apds esse tempo, preparou-se seis solugdes de biftalato de potdssio nas
concentragoes 0,425 g/L, 0,255 g/L, 0,170 g/L, 0,1275 g/L, 0,0855 g/L e 0,0425 g/L. para a

constru¢do da curva de calibragao (Apéndice 1.4).

As analises das amostras em estudos foram realizadas em tubos de vidro de 10 mL com

tampa. Foram adicionados, entdo, 2,5 mL das solugoes, 1,5 mL de solucao de digestao de alta
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concentracao (dicromato) e 3,5 mL de solugdo de acido sulfurico com sulfato de prata. A agua

destilada foi utilizada como branco.

Para que vazamentos nao fossem observados, fita veda-rosca foi utilizada nos tubos. Apos
isso cada tubo foi submetido a um giro da posicdo de 90° até a posicdo 180°, retornando a
posicao de 90° vagarosamente ou até sua homogeneizagdo. S6 entdo, os tubos foram colocados
no digestor (a 150 °C), por duas horas na capela de exaustao. Ap6s duas horas, os tubos foram
retirados e colocados em um suporte. Os tubos foram mantidos entdo no escuro a temperatura
ambiente por 1 hora. Apds arrefecer, as tampas e a fita veda-rosca foram removidas e a leitura

da absorbancia foi realizada em espectrofotometro a 600 nm.

4.7.7 Determinacao de solidos totais, fixos e volateis

Para a determinagdo de solidos volateis (SV), inicialmente a secagem da capsula de
porcelana vazia foi realizada por 30 minutos a 550 °C na mufla. Apds isso, a capsula foi mantida

em um dessecador de silica gel para que apds o arrefecimento seu peso (P1) fosse aferido.

Coletou-se 20 mL (V) de amostra que foram centrifugadas por 20 minutos a 4000 rpm. O
precipitado formado no fundo do tubo da centrifuga foi transferido para uma cépsula
previamente seca e deixada na estufa por 24 horas a 105 °C. Apods 24 horas, a capsula contendo
o sedimento foi retirada da estufa, alocada em um dessecador e sua massa foi aferida (P2). Na
sequéncia, colocou-se a capsula na mufla (calcinagdo) por 30 minutos a 550 °C. So6 entdo, a
capsula foi novamente transferida para um dessecador para esfriar e a massa ser aferida (P3).
Os Solidos Totais, os Solidos Fixos e os Solidos Volateis foram determinados pelas Equagdes

4,5¢6.

mg\ _ PPy 6

ST (%) = Jom 10 4)
mg\ _ Ps—P 6

SF(L)_ 7 oy ¥ 10 4)

SV = ST — SF (6)
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4.7.8 Determinacao de Metais

As concentragdes de sodio, potéssio, ferro, calcio e manganés foram determinadas
através da Espectroscopia de Absor¢ao Atomica em Chama (EAAC), Shimadzu modelo AA-
7000 Series. Sendo as amostras previamente diluidas em 4gua destilada e filtradas em filtros

com porosidade de 0,22 um.

4.7.9 Determinacio de acucares e etanol

A quantificagdo de etanol e acucares presentes no meio foi obtida por cromatografia
liquida de alto desempenho HPLC (High Performance Liquid Chromatography, Shimadzu
modelo LC-20A Proeminéncia, Supelcogel, coluna C-610H), sendo que os compostos de
agucares e etanol foram detectados pelo indice de refragdo. As amostras foram filtradas
(porosidade 0,22 pm) e injetadas no equipamento.

A fase movel utilizada foi uma solugdo de acido fosforico a 0,1 % (v/v), a vazao da
bomba foi 0,5 mL/min, a temperatura do forno foi 32 °C e o volume de inje¢do 20 pL. As éareas
obtidas nos cromatogramas para cada composto foram convertidas em concentragdes em g/L

por meio de curvas de calibra¢do previamente estabelecidas.

4.7.10 Determinacao da Turbidez

A turbidez foi medida utilizando um turbidimetro da marca TECNOPON TB — 1000.
Primeiramente, foi construida uma curva de calibracdo com amostras de solugdes padrao que
acompanham o equipamento, e, em seguida, a amostra foi introduzida no equipamento, que

indicou o valor do parametro em unidades nefelométricas de turbidez (NTU).

4.7.11 Determinaciao da Condutividade

A condutividade foi medida em um condutivimetro de bancada modelo W12 (BEL
ENGINEERING). A medida foi realizada colocando o sensor nas amostras e, com isso, 0O

proprio equipamento indicava o valor desse parametro.
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4.7.12 Determinacio de Carbono e Nitrogénio Total

As medicoes de nitrogénio total e carbono foram realizadas por meio da técnica de
combustao catalitica a alta temperatura, utilizando o aparelho analisador Total Organic Carbon
Analyzer TOC-L CPH/CPN da Shimadzu. As amostras foram previamente diluidas dez vezes

e filtradas (porosidade de 0,22 um) antes de serem injetadas.

Apos a injecdo, o equipamento foi capaz de gerar graficos cujas areas eram referentes
as concentragdes dos compostos. Essas areas foram convertidas em concentragdes em g/L por

meio de curvas de calibragao previamente estabelecidas.

4.7.13 Determinacio do pH

O pH foi medido, através do método potenciométrico, utilizando pHmétro digital de
bancada marca Gehaka (Modelo PG2000), devidamente calibrado, conforme o procedimento
descrito por APHA (2012). A leitura foi realizada através da introducao do eletrodo nas

amostras.

4.8 Determinacio de parimetros cinéticos: maxima taxa especifica de crescimento e

tempo de duplicacao

A maxima taxa especifica de crescimento (Umax) foi determinada durante a fase de
crescimento exponencial através do coeficiente angular da reta ajustada para a variagdo do
logaritmo neperiano da densidade celular com o tempo (Equagao 7).

Inx =Inxg + Umax-t (7)

O tempo de duplicacdo celular (tq) foi determinado pela razdo entre o logaritmo

neperiano de 2 e tmax, conforme Equacao 8.

tg = In2/Umax (8)

4.9 Determinacio da eficiéncia de remocao
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A eficiéncia de remocdo ¢ dada pela Equacao 9, em que C, ¢ a concentracdo inicial e

Cr ¢ a concentracao final do componente.

E (%) =% X 100 9)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Curva de crescimento e remo¢io de nutrientes em meio de cultivo padrio

5.1.1 Spirulina platensis

Durante 12 dias avaliou-se a cinética de crescimento da Spirulina platensis (Figura 5),

bem como o acimulo de metabdlitos e o consumo de nutrientes (Tabela 9).

Figura 5. Curva de crescimento da microalga Spirulina platensis.
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Através da curva de crescimento, foi possivel calcular a taxa especifica de crescimento
(1) e o tempo de geragao ou duplica¢do. Apesar do crescimento da Spirulina platensis ter sido,
praticamente, constante ao logo dos 27 dias, optou-se por utilizar os pontos entre o 4° e 12° dia
para o calculo de p, devido ao menor tempo de cultivo. Um tempo de cultivo muito prolongado
pode inviabilizar a utilizacao da microalga. Dessa forma, fez-se o ajuste da curva do logaritmo
neperiano da concentracio de biomassa versus tempo, obtendo a taxa especifica de crescimento,
conforme mostrado na Equagdo 8, de 0,105 dias™. O tempo de duplicagio, dado pela Equacio
9, foi 6,60 dias.

Houve um aumento de biomassa no periodo avaliado, atingindo uma concentragao de
0,59 gsv/L no 12° dia, em que amostras foram colhidas para analise. Como a curva de
crescimento nao estava estabilizada realizaram-se as medi¢oes de biomassa até o 27° dia. Neste

momento a densidade da cianobactéria atingiu 1,11 gsv/L.

Conforme mostrado na Tabela 9, ao longo dos dias houve um aumento no acimulo de
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proteina total e clorofila-a. Além disso, uma redugdo de carbono, nitrogénio e fosforo do meio.

Tabela 9. Variacao da quantidade de carbono, fésforo, nitrogénio do meio de cultivo e
acumulo de clorofila e proteina no interior da célula da microalga Spirulina platensis.

Componente Dia 0 Dia 12
Carbono total (mg/L) 2428%* 1830 + 100
Nitrogénio total (mg/L) 422,0%* 122,94 +1,68
Fosforo (mg/L) 88,9+ 15,20 76,4 £ 895
Proteina total (mg/L) - 317,32 £ 22,81
Clorofila-a (mg/L) 1,82 £0,21 5,44 + 0,40

*Valores teoricos calculados baseado na formulagdo do meio de cultivo

A quantidade removida de carbono, nitrogénio e fésforo foi de 25, 71 e 14%,
respectivamente, o que ¢ promissor, pois altos niveis desses elementos nos corpos hidricos
podem levar a uma eutrofizacio do meio (WLEGAND et al, 2016). A diminuicdo desses
nutrientes demonstrou que a Spirulina platensis possui potencial para ser utilizada no

tratamento de efluentes contendo como contaminantes C, N ¢ P.

Durante os 12 dias a cianobactéria foi capaz de acumular 5,44 mg/L de clorofila, que
representa um aumento de 299% em relagdo ao dia zero. No 12° dia a concentrag@o de proteina
no meio foi de 317,32 mg/L, o que equivale a 53,7% da biomassa algal. Conforme Becker
(2007), a concentragdo proteica da microalga Spirulina platensis pode variar entre 46 a 63%, o

que significa que os valores obtidos sdo coerentes com a literatura.
5.1.2 Chlorella vulgaris
Durante sete dias, a cinética de crescimento da alga verde (Figura 6), a remog¢ao e o

acimulo de componentes no meio BBM metabolizados pela C. vulgaris (Tabela 10) foram

avaliados.
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Figura 6. Curva de crescimento da alga verde Chlorella vulgaris em meio BBM.
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Houve um aumento da biomassa ao longo do tempo, até sua estabilizacdo ap6s 3 dias,

sendo obtida a maxima concentra¢do de biomassa de 0,3 gs/L.

De acordo com as Equagdes 8 ¢ 9, e considerando os pontos entre os dias 0 e 2, calculou-
se a taxa especifica de crescimento e o tempo de duplicagdo. Dessa forma temos que p foi de
0,27 dias™ e o tempo de duplicagio foi de 2,60 dias. Conforme apresentado por Fonseca et al.
(2014) e Mahlmann, Jahnke e Loosen (2008), a S. platensis possui um didmetro celular (11,63
um) de quase duas vezes o didametro da Chlorella vulgaris (6,5 pm). Segundo estudos realizados
por Campos et al. (2010), espécies dotadas de menores biovolumes celulares apresentaram

maiores velocidades de crescimento.

Durante o crescimento, a C. vulgaris removeu carbono (24%), nitrogénio (64%) e
fosforo (70%) do meio, como observado na Tabela 10. Essa capacidade de remocao demonstrou
a possibilidade da aplicacdo dessa microalga no tratamento de efluentes para a remogdo de

carga organica, assim como a S. platensis.
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Tabela 10. - Variacao da quantidade de carbono, fésforo, nitrogénio do meio de cultivo e
acumulo de clorofila e proteina no interior da célula da microalga C. vulgaris.

Componentes Dia 0 Dia 3 Dia 6
Carbono total (mg/L) 27,00%* 25,61+0,89 20,48+1,16
Nitrogénio total (mg/L) 127,30%* 49,96+0,68 45,45+0,25
Fosforo (mg/L) 53,10% 16,24+0,47 16,12+2,53
Proteina total (mg/L) 47,44+1,79 51,92+2,36 66,79+12,98
Clorofila total (mg/m?) 2,94+0,10 - 3,37+0,05

**Valores tedricos calculados baseado na formulagdo do meio de cultivo

Dos principais macronutrientes necessarios para o crescimento das algas, o nitrogénio
(N) ¢ tido como essencial, por ser constituinte de diversas substancias do metabolismo primario,
sendo que a abundancia deste elemento no meio tende a aumentar as quantidades de proteinas
e clorofila nas células. Por outro lado, sua caréncia, tende a diminuir as taxas de crescimento
celular (BAUMGARTNER et al., 2013). E o que se pode observar na Tabela 10. Mesmo com
um rapido crescimento a C. vulgaris foi capaz de aumentar em 15% a quantidade de clorofila,
elemento fundamental para realizagdo da fotossintese, e de acumular proteina, aumentando em
41% a quantidade inicial. Demonstrando com isso uma rapida capacidade de metabolizacao.

Conforme apresentado, podemos concluir que as duas microalgas possuem potencial
para serem utilizadas no tratamento de efluentes e no acumulo de subprodutos. A C. vulgaris
apresentou maior taxa de crescimento e menor tempo de duplicagdo, tornando a sua utilizagdo
mais viavel. Sendo assim, essa foi a microalga escolhida para dar continuidade nas outras etapas

desse trabalho.

5.2 Caracterizacio do soro de leite

Os parametros medidos no soro de queijo bruto e coagulado, assim como os padrdes de

lancamentos determinados pelas legislacdes vigentes, encontram-se na Tabela 11.
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Tabela 11. Caracterizagdo do soro de queijo bruto e coagulado.

Parametro Soro de queijo Soro de queijo Padroes de
bruto coagulado lancamento
Proteina (mg/L) 6469 + 127 3412 +£223
pH 3,5-45 6,5-17,0 5-9M
DQO (g/L) 49,47 + 1,06 42,47 £ 1,56 0,180
Soélidos Totais (g/L) 2,77+0,08 0,95 £ 0,05 0,10
Solidos Volateis (g/L) 2,70 £0,13 0,85+0,13
Soélidos fixos (g/L) 0,075 £ 0,05 0,10+0,08
Turbidez (NTU) 1000 94
Condutividade (mS) 1,4-34 6,0-7.27
Fosforo Total (mg/L) 221,75 £ 3,69 105, 06 + 5,61
Carbono total (g/L) 43,26 19,34
Carbono Organico Total (g/L) 42,07 18,89
Carbono inorganico (g/L) 0,78 0,45
Lactose (g/L) 21-23 10-13
Nitrogénio Total (mg/L) 2016 848 20*@
Mg (mg/L) 21,69 +0,35 20,31 +1,73
K (mg/L) 107,08 + 0,81 107,43 £ 0,27
Fe (mg/L) 2,22 +0,09 1,75 +£0,08
Na (mg/L) 1162,04 + 0,59 1226,30 +4,10
Ca (mg/L) 144,24 + 1,52 132,06 + 0,61
*Nitrogénio amonical total
(DCONAMA (2011)
@COPAM (2008)

Conforme observado na Tabela 11, no soro de queijo coagulado ha diminui¢do de quase
todos os parametros, como proteina, DQO, sdélidos, fosforo, carbono, lactose, nitrogénio e de
alguns metais. Apesar dessa reducdo, tanto no efluente bruto quanto no coagulado os valores
desses parametros estdo acima dos padrdes de langamento permitidos pela legislagdo, conforme
mostrado na Tabela 11, para o descarte nos corpos hidricos. Por isso, € proibido o despejo de
soro, de forma direta ou indireta, nos cursos de agua. Segundo a lei federal n® 9605 de 13 de
fevereiro de 1998 (BRASIL, 1998), os laticinios devem, obrigatoriamente, tratar seus efluentes

industriais antes do descarte final.

Com relacdo a alta carga organica, a concentracdo de lactose e de proteina sdo os
principais responsaveis. Em geral, os valores para o soro de queijo variam entre 50-102 g/L de

DQO, indicando uma polui¢do 100 vezes maior comparada a de um efluente doméstico comum.
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A alta salinidade ¢ consequéncia do tipo de soro produzido no processo e pela adi¢do de NacCl,

durante a producao (DRAGONE et al., 2009; VENETSANEAS et al., 2009).

Siso (1996), em seus estudos, encontrou 6 g/L. de proteina e 60 g/L. de DQO para o soro
de queijo. Yang, Yu e Hwang (2003) obtiveram um teor de carbono organico total de 35,7 g/L.
Tedesco et al. (1995) observaram um teor de 0,9 g/L. de nitrogénio e 0,7 g/L de fosforo. Dessa

forma, os valores obtidos na Tabela 11 encontram-se de acordo com os da literatura.

5.3 Ensaio com soro de queijo bruto

Conforme pdde ser observado na caracterizagdo, os soros de queijo bruto e coagulado

necessitam de tratamento. Realizou-se, primeiramente, ensaios com o soro sem pré-tratamento.

As quantidades de clorofila no inicio e ao final do ensaio com soro de queijo bruto
constam na Tabela 12. E possivel observar que houve um acimulo de clorofila quando a
microalga foi cultivada em meio BBM e em meio contendo 1% de soro. Nas demais
concentragdes desse subproduto a quantidade de clorofila dos dias zero e seis permaneceram
dentro da mesma faixa de valores.

Tabela 12. Concentragdo de clorofila no primeiro e ultimo dia do ensaio de Chlorella vulgaris
mantida em meio contendo soro de leite em diferentes concentracoes.

Clorofila Total (mg/m®)

BBM 1% 10% 25% 50% Soro
Dia 0 2,51 £ 0,22 3,19 £ 0,21 3,14 £ 047 3,77 £ 0,12 2,53 + 0,10 2,8 + 0,10
Dia 6 3,7 + 0,34 6,37 + 0,41 3,68 £ 049 3,61 £ 046 235 £ 0,17 3,5 £ 0,20

Aumento 49% 100% - - - .

Segundo Seyfabadi et al. (2010), a irradiancia influencia no crescimento celular,
atividades metabolicas e no actimulo de subprodutos nas microalgas. O aumento da
luminosidade tende a aumentar a biomassa da microalga. Dessa forma, quanto menor a
concentracdo de soro no meio de cultivo, maior sera a quantidade de luz penetrando,
favorecendo o crescimento da alga. Além disso, a presenga de nutrientes em quantidades
adequadas no meio favorece o acimulo de bioprodutos. A literatura sugere que o aparato
fotossintético na alga verde Chlorella pode ser perturbado pela presenca de substratos
organicos, resultando em uma diminui¢ao da producdo de pigmentos fotossintéticos (YANG et
al., 2000). Dessa forma, a condi¢do mais propicia para o crescimento e produgao de clorofila

foi no meio contendo 1% de soro, conforme demonstra os resultados obtidos.
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Conforme reportado por Abreu et al. (2012), a Chlorella vulgaris tem um melhor
crescimento da biomassa em cultivos mixotréficos com substratos organicos do que no cultivo
com meio inorganico. Bracher et al. (2015) demonstraram que a presenca de efluente de

laticinios no meio de cultivo contribui para o aumento da biomassa em relagdo ao meio padrao.

Ao longo dos dias a microalga C. vulgaris foi capaz de produzir e acumular proteina no
seu interior quando cultivada em meio BBM e nos meios contendo 1 e 10% de soro. Em seis
dias a microalga produziu 8,24, 4,07 e 86,87 miligramas de proteina por litro de solugao,
respectivamente. Nas demais dilui¢des e no soro puro a quantidade de proteina se manteve

constante ao longo dos dias.

No cultivo contendo 10% de soro de queijo houve a maior produgdo de proteina. Isso
pode ser justificado pelo alto teor de nitrogénio contido nesse meio em compara¢ao com o meio
BBM ¢ o meio contendo 1% de soro, ja que esse € um elemento essencial a constitui¢ao desse
bioproduto pelas algas (HU, 2004). Segundo Martinez et al. (2000), a abundancia de nitrogénio
no meio induz a produ¢do de proteina pelas células das algas. Porém, conforme estudos
realizados por Chen et al. (2011b), o alto teor de nitrogénio presente no meio pode inibir o
desenvolvimento da microalga. O que pode ter ocorrido neste trabalho para as condi¢des com

concentracdes de soro de mais de 10%.

Para o estudo com a microalga C. protothecoides, realizado por Li et. al (2015), o
conteudo de proteina ao final do cultivo heterotréfico foi maior do que no cultivo autotréfico,
semelhante ao encontrado no presente trabalho, em que o teor de proteina acumulado no meio
com 10% de soro foi superior ao do meio BBM. Estudos realizados por Matos et. al (2015)
utilizando a Chlorella sp. mostraram que essa espécie foi capaz de acumular 0,71 g/L de
proteina em sete dias de cultivo, representando 46% da biomassa. O alto teor de proteina
encontrado por Matos, valor superior ao obtido nesse trabalho, pode ser devido a grande
quantidade de biomassa que eles obtiveram (1,55 g/L) ao final do ensaio e também pelo cultivo
aerado utilizado por eles. Ji et al. (2014) também demonstraram que a variagdo do meio de
cultivo possui grande influéncia na produgdo de proteina pelas microalgas. Eles demonstraram
que na presen¢a de qualquer quantidade de compostos organicos a proteina acumulada ¢

superior a0 meio inorganico.

A Chlorella vulgaris foi capaz de produzir, também, etanol (Tabela 13). ao longo do
ensaio nos meios com 25, 50 e 100% de soro. Com um aumento, para o primeiro caso, de cerca

de duas vezes em relacdo ao teor de etanol inicial.
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Tabela 13. Produgdo de etanol (g/L) pela microalga Chlorella vulgaris em meio
suplementado com soro de queijo.

1% desoro  10% desoro  25% desoro  50% de soro  Soro puro
Dia 0 - - 0,46 0,53 0,38
Dia 6 - - 0,92 0,88 0,67

Trabalhos encontrados na literatura sugerem que € possivel produzir etanol a partir do
metabolismo de microalgas cultivadas em meio basal suplementado com a fonte de carbono
(COSTA et al., 2014). O metabolismo das microalgas ¢ complexo, incluindo uma ampla
variedade de subprodutos finais resultantes da fermentagdo em diferentes condi¢des de
crescimento. O processo de fermentagdo ocorre em ambientes escuros € anaerobicos ou a luz
apods a deplecdo de enxofre. Esses subprodutos sdo dioxido de carbono, hidrogénio, acetato,
formato, etanol, lactato, glicerol, malato e succinato (Philipps et al., 2011, Mus et al., 2007).
Segundo Gfeller e Gibbs (1984), acetato, formato e etanol sdo os principais compostos

anaerobicos produzidos por culturas repletas de enxofre.

Costa et al. (2015) constataram que a adi¢do de certas fontes de nutrientes no meio de
cultivo promove a producdo de etanol pela microalga. Obtendo uma concentracdo de 9,64,
13,11 e 14,94 g/L desse biocombustivel na presenga de acetato de sodio, permeado de soro de
leite e na presenga de ambos, respectivamente, na concentracao de 1,0 g/L, quando a alga verde

C. reinhardtii foi utilizada.

Conforme mostrado na Figura 7, houve uma reducao da concentragdao de carbono total
no meio de cultivo ao longo dos dias. As remocoes foram de 31,44, 1,47, 50 e 24% e ocorreram
no meio BBM, naqueles com 1, 10, 25 e 50% de soro, e no meio contendo apenas o soro bruto,

respectivamente.

Para o meio contendo 10% de soro (Figura7), a concentrag¢do de carbono aumentou do
dia 3 para o dia 6. Isso pode ter ocorrido devido a lise celular. Além disso, nessa condigao,
houve a menor remog¢do de carbono do meio, indicando que a microalga seguiu uma rota

metabolica diferente nesse caso.
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Figura 7. Variacdo da concentragdo de carbono total ao longo do cultivo da Chlorella vulgaris
mantida em meio contendo soro de queijo bruto.
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A remogdo de carbono orgénico total ocorreu em todos os ensaios (Figura 8). Os ensaios
com as maiores remogdes foram para os meios com 1, 25 ¢ 50% de soro, em que as redugdes

foram de 58, 50 e 48%, respectivamente.

Figura 8. Variacdo da concentragdo de carbono organico total ao longo do cultivo da
Chlorella vulgaris mantida em meio contendo soro de queijo bruto.
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Posadas et. al. (2013) conseguiram uma remog¢ao de COT de 91% em biorreator algal-
bacteriano apos 10 dias de tratamento de esgoto doméstico, com concentragao inicial de COT
de 172 mg/L. A eficiéncia média de remoc¢do de COT de 85,3% foi obtida por Shen et al. (2015)
utilizando S. obliquos em efluente municipal. Tal resultado ¢ semelhante ao encontrado por Zhu

et al. (2013) e Posadas et al. (2013).

A remocao de carbono organico pode ser explicada pela habilidade de algumas espécies
de crescerem com metabolismo heterotrdfico, assimilando compostos organicos imediatamente

quando transferidas para o escuro (QUEIROZ et al., 2001).
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Com relacdo ao teor de nitrogénio, houve redug¢do em todos os meios de cultivo (Figura
9). As remogdes foram de 30, 44, 59, 25, 55 ¢ 16% e ocorreram no meio BBM, naqueles com
1, 10, 25 e 50% de soro, € no meio contendo apenas o soro bruto, respectivamente. A maior
remocao foi de 59% para o ensaio com 10% de soro de queijo, confirmando que o maior

acumulo de proteina nessa condi¢do ¢ derivado do maior consumo de nitrogénio pela microalga.

Figura 9. Variacao da concentragdo de nitrogénio total ao longo do cultivo da Chlorella
vulgaris mantida em meio contendo soro de queijo.
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Em cultivos da Chlorella vulgaris e Scenedesmus em meio obliquus Wright's
Cryptophyte (WC) foram obtidos remocdes de nitrogénio de 85 e 100% (BEUCKELS;
SMOLDERS; MUYLAERT: 2015). Valores maiores que os encontrados nesse trabalho,
demonstrando que, dependendo das condicdes de cultivo, ¢ possivel aumentar a eficiéncia da

microalga para redugdo desse componente.

De forma complementar, a determinagdo da DQO no meio de cultivo ao longo dos dias
foi realizada, conforme apresentado na Tabela 14. Em todos os ensaios houve uma significativa
remog¢ao desse parametro, que variou de 17%, para o ensaio contendo 10% de soro, a 91% de
remog¢ao para o cultivo da microalga em soro puro. Indicando que a microalga foi capaz de
remover carga organica do meio.

Tabela 14. Variagdo da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) do meio, dada em g/L, ao
longo dos dias de cultivo da Chlorella vulgaris em meio contendo soro de queijo.

BBM 1% 10% 25% 50% Soro

Dia0 0,18 £ 0,12 0,46 + 0,05 4,85 = 0,17 17,85 + 2,27 31,65 £ 0,05 40,38 + 3,54
Dia3 0,07 £ 0,03 043 = 0,11 4,68 = 2,34 5,08 + 2,81 255 + 4,01 4,69 =+ 235
Dia6 0,05 £ 0,002 0,2 + 0,09 4,01 + 2,01 9,64 + 491 1829 £ 1,6 3,52 + 1,78

Reducao 72% 57% 17% 46% 40% 91%
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Zhu et al. (2013) verificaram que 74,29%, 78,18%, 79,84%, 76,46%, 65,81% ¢ 67,25%
da DQO foram removidos das concentracdes de 3,5; 2,5; 1,9; 1,3; 0,8 ¢ 0,4 g/L de DQO pela
Chlorella zofingiensis cultivada em efluente de suinocultura. Esses valores foram inferiores ao
obtido no presente trabalho para o meio contendo soro puro (91% de remocao). Isso pode ter
ocorrido devido a maior DQO do soro de queijo ou pela maior capacidade de remocao de carga

organica pela espécie de microalga utilizada.

A remogao de fosforo ao longo dos seis dias de cultivo, conforme a Figura 10, foram de
0,11, 46, 53,41 e 37% e ocorreram no meio BBM, naqueles com 1, 10, 25 e 50% de soro, e no
meio contendo apenas o soro bruto, respectivamente. Houve um aumento da porcentagem de
remocao com a elevagdo do teor de soro de queijo no meio de cultivo até a diluicdo de 25%. O
aumento da concentracdo de soro a partir desse valor levou a uma diminui¢do no teor de
remoc¢ao. Apesar disso, ainda foi possivel obter redugdes significativas nessas condigdes .

Figura 10. Variagdo da concentracao de fésforo do meio ao longo dos dias de cultivo da
Chlorella vulgaris em meio contendo soro de queijo.
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Aravantinou, Theodorakopoulos e Manariotis (2013) perceberam em seus ensaios que
a concentragao total de fosforo foi significativamente diminuida (abaixo de 1,8 mg/L) para as
espécies de agua doce, B. braunii, S. rubescens, Chlorococum spec., N. vigensis e C.
protothecoides durante a primeira semana, obtendo 96, 94, 94, 82% de remocao,
respectivamente. Em contraste, a concentracao de fésforo nao foi significativamente diminuida
pelas espécies marinhas: P. tricomutum, D. tertiolecta e N. gaditana. Além desses
microrganismos, eles avaliaram a capacidade da Chlorella vugaris, espécie de agua doce, que
removeu 47% de fosforo do meio. Tal valor estd proximo aos maiores resultados obtidos no

presente trabalho.
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A Tabelas 15 apresenta os valores de lactose obtidos ao longo do ensaio. Assim como o
carbono ¢ a DQO, houve uma redu¢ao no teor de lactose em todos os ensaios, indicando o
consumo desse componente pela microalga. Resende et al. (2018) conseguiram uma remog¢ao

de mais de 90% de lactose pela C. vulgaris em efluente contendo 34% de soro.

Tabela 15. Variacao do teor de lactose (g/L) no meio de cultivo com soro de queijo utilizando
a microalga Chlorella vulgaris.

1% desoro  10% desoro  25% desoro  50% de soro  Soro puro

Dia 0 0,13 2,52 10,81 10,69 21,92
Dia 6 0,07 1,36 2,57 4,59 16,08
Redugdo 46% 46% 76% 57% 27%

5.4 Ensaio com soro de queijo coagulado

Conforme mostrado na Tabela 11, o soro de queijo possui uma alta quantidade de
solidos suspensos e apresenta alta turbidez. Esses fatores podem interferir no metabolismo da
microalga por impedir a passagem de luz, dificultando a fotossintese. Por isso, optou-se por
avaliar se um pré-tratamento desse subproduto aumentaria a capacidade de remocgdo de
nutrientes e carga organica pela C. vulgaris e se aumentaria a sintese dos produtos de alto valor
comercial pela microalga. Sendo assim, o soro passou por uma etapa de coagulacdo antes de

sua utilizagdo nos seguintes ensaios.

Ao longo dos dias, foi realizada a contagem de células a fim de se obter uma curva de
crescimento da microalga C. vulgaris para o soro coagulado e suas respectivas dilui¢cdes e em
meio BBM, a qual esta representada na Figura 11. Em todos os ensaios a concentracdo celular
aumentou ao longo dos dias. O crescimento mais significativo ocorreu quando o meio continha
1% de soro, havendo um aumento de 14 vezes em relagdo a biomassa inicial. Para as condi¢des
com maior percentual de soro, quanto maior foi a concentragdo desse subproduto no meio de

cultivo, menor foi o aumento do niumero de células.
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Figura 11. Curva de crescimento celular da Chlorella vulgaris ao longo dos dias de cultivo em
meio BBM e meio contendo soro de queijo coagulado.
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A diferenga entre o alto crescimento no meio com 1% de soro em relagdo ao que
continha apenas meio BBM demonstra a grande influéncia da suplementacdo no aumento da
biomassa. A utilizacdo de um subproduto de baixo valor para producdo de microalga ¢ uma
alternativa para diminuicdo dos custos de cultivo desse microrganismo, auxiliando na
viabilidade da elaboracdo dos diversos produtos de origem microalgal como biodiesel e

bioetanol (SALLA et al., 2016; MAIRET et al., 2011).

O actimulo de clorofila, conforme mostrado na Tabela 16 ocorreu nas condi¢des de
cultivo com meio BBM e no meio com 1% de soro. Nos demais casos o teor permaneceu o
mesmo ao longo dos dias de cultivo. O maior aumento, 2,3 vezes, se deu na condicao de 1% de
soro. Tal resultado ¢ coerente com os valores de concentracdo celular obtidos, pois a maior
quantidade de biomassa tende a fornecer maiores quantidades de clorofila. Com o soro
coagulado houve um aumentou na produgdo de clorofila em comparagdo com os ensaios

utilizando soro bruto.

Tabela 16. Concentragdo de clorofila total no primeiro e ultimo dia do ensaio de Chlorella
vulgaris mantida em meio contendo soro de queijo coagulado em diferentes concentracdes.

Clorofila Total (mg/m?)
BBM 1% 10% 25% 50% Soro
Dia 0 2,52 2,78 +£0,09 3,15+0,31 3,54+0,06 3,11+0,21 1,78+0,02
Dia 6 3,09+0,15 6,44+0,75 3,73+0,22 331+0,09 296=0,31 288+0,15
Aumento 23% 132% - - - 62%
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Diferente do ocorrido com o soro bruto, o acumulo de proteina se deu em todas as
dilui¢des (Tabela 17). Ao longo dos dias de cultivo a microalga C. vulgaris foi capaz de
acumular altos teores de proteina, variando em aumentos de 48 a 131%, para as condi¢des com
50 e 10% de soro coagulado, respectivamente. O alto acimulo faz dessa microalga uma
potencial fonte proteica. A biomassa de Chlorella ¢ geralmente reconhecida como seguro -
GRAS (Generally Recognized As Safe) pelo FDA (Food and Drug Administration) dos Estados
Unidos, considerada um suplemento alimentar sem causar risco a saide humana (COSTA et
al., 20006).

Tabela 17. Concentragdo de proteina (mg/L)ao longo do ensaio com Chlorella vulgaris
mantida em meio contendo em soro de queijo coagulado em diferentes concentragdes.

Dia BBM 1% 10% 25% 50% Soro

0 34,75+ 1,00 78,67+ 1,65 562,50+ 12,50 1250,00 + 63,74  1300,00 + 175,00 1358,33 + 193,00
3 40,62 +£2,38 117,00+ 7,38 1141,67+ 187,36 1621,87+119,37 1841,70 +£200,35 3018,75+ 180,00
6 59,25 +8,25 131,42+9,63 1300,00 + 184,56 1896,87 + 150,62 1925,00 + 338,65 3062,50 + 219,00

Aumento 71% 66% 131% 52% 48% 125%

A produgdo de etanol pela microalga (Tabela 18) ocorreu nos ensaios com 25, 50 e
100% de soro, sendo na primeira condi¢do a producdo mais expressiva, com um aumento de
mais de cinco vezes em relagdo ao teor de etanol inicial. Para o ensaio com soro de queijo bruto,
a produgdo de etanol ocorreu nessas mesmas condi¢des, porém, atingiu um aumento de duas
vezes e nao de cinco como nesse ensaio.

Tabela 18. Producao de etanol (g/L) pela microalga Chlorella vulgaris em meio suplementado
com soro de queijo coagulado.

1% desoro  10% desoro  25%desoro  50% de soro  Soro puro
Dia 0 - - 0,29 0,76 0,22
Dia 6 - - 1,62 1,21 0,23

Observou-se remogao de carbono total e carbono organico total em todas as condi¢des
de cultivo da C. vulgaris em soro de queijo coagulado (Figura 12 e 13). As maiores reducdes
de CT, 42 e 20%, ocorreram nas condigdes com 1 ¢ 10% de soro. Quando o efluente bruto foi
utilizado, a remog¢ao de carbono foi superior, chegando a 50%. Isso pode ter ocorrido devido a
maior quantidade desse elemento no meio de cultivo. As maiores remog¢des de COT foram de

64 e 19%, para essas mesmas condicoes.
9
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Figura 12. Variagao da concentracao de carbono total ao longo do cultivo da Chlorella
vulgaris mantida em meio contendo soro de queijo coagulado.
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Figura 13. Variagdo da concentracao de carbono organico total ao longo do cultivo da Chlorella
vulgaris mantida em meio contendo soro de queijo coagulado.
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Em todas as condig¢des houve, também, redu¢do do teor de nitrogénio ao longo dos dias
de cultivo (Figura 14), exceto para o ensaio com 100% de soro. A maior reduc¢do foi de 36% no
ensaio com 10% desse subproduto. Tal resultado pode justificar a presenga do alto teor de
proteina nessa condicao, pois as microalgas utilizam o nitrogénio do meio para producao deste

bioproduto.
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Figura 14. Variagdo da concentracdo de nitrogénio total ao longo do cultivo da Chlorella
vulgaris mantida em meio contendo soro de queijo coagulado.
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A variacdo da DQO pode ser observada na Tabela 19. Tem-se uma redugido em todos os

ensaios, sendo a maior (78%) obtida no cultivo com 1% de soro.

Tabela 19. Variagdo da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) longo dos dias de cultivo da
Chlorella vulgaris mantida em meio contendo soro de queijo coagulado.

BBM 1% 10% 25% 50% Soro

Dia0 048 + 0,01 0,58 + 0,01 3,83 + 0,03 8,65 + 1,25 23,32 + 1,43 39,6 =+ 0,78
Dia3 0,07 £+ 0,02 0,17 £ 0,03 3,17 = 0,28 6,94 £ 0,2 18,59 + 3,62 32,57 = 0,26
Dia6 0,07 £+ 0,03 0,13 £ 0,09 29 + 0,13 6,86 £ 0,25 14,79 + 1,25 24,75 £ 1,3

Reducao 85% 78% 24% 21% 37% 38%

A remocgao de fosforo também pode ser verificada (Figura 15), variando de 6 a 25%
para os cultivos em meio BBM e com 50% de soro, respectivamente. Portanto, nos cultivos
contendo soro de queijo bruto as remogdes de nitrogénio, que chegaram a 55%, e fosforo, 53%,

foram superiores aos dos ensaios com soro coagulado.
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Figura 15. Variagdo da concentracdo de Fosforo ao longo do cultivo da Chlorella vulgaris
mantida em meio contendo soro de queijo coagulado.
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Com relagao ao teor de lactose, uma redugdo em todos os ensaios, conforme observado
na Tabela 20 foi verificada. Assim como os teores de carbono, as maiores remogdes de lactose,

100 e 97%, se deram nos cultivos com 1 e 10% de soro.

Tabela 20. Variagdo do teor de lactose (g/L) no meio de cultivo contendo soro de queijo
coagulado utilizando a microalga Chlorella vulgaris.

1% desoro  10%desoro  25%desoro  50% de soro  Soro puro

Dia 0 0,15 1,12 2,82 8,22 10,83
Dia 6 0 0,03 1,62 3,58 10,79
Reducdo 100% 97% 43% 56% -

Em todos os ensaios com soro bruto e coagulado avaliou-se a capacidade da remocao
Na, Ca, K, Fe e Mg do meio pela Chlorella vulgaris. No entanto, nao foi possivel a remocao

desses metais pela microalga.

A partir dos resultados apresentados e conforme as Figuras 16, 17, 18, 19, 20 e 21, ao
utilizar o soro de queijo bruto houve, em geral, maior remog¢ao de carbono, nitrogénio, fosforo

e DQO. Porém, com o soro coagulado houve, maior acimulo de clorofila proteina e etanol.
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Figura 16. Aumento do teor de clorofila na microalga Chlorella vulgar

diferentes dilui¢des de soro bruto e soro coagulado.

€nsaio com

P T T T A R R R T
Prdiln s
B

e e e S e e e e e
P e
B e i e ot e o e e et
ebdbididdaiaindtatatadah i iddadanaiataat i

140%

120%
100%
80%
60%
40%
20%
0%

10% 25% 50% Soro

1%

BSoro bruto B Soro coagulado

Figura 17. Aumento do teor de proteina na microalga Chlorella vulgaris em seis dias de

€nsaio com

diferentes dilui¢des de soro bruto e soro coagulado.

P o P L o T o T o T S o T

i e

B B
B

R
[ttt
e et

4Ty TP ry s e e (e e e e e e e s e e ey
fddaaddadanddotaaddot ottt gl

[ R R R R

f A
e e L

[ e e e e e b e e
L

B et e e e
P e

e e T a ot e e e B R
kehiiisasaiiaianiaanitiaian

140%

120%

100%

10% 25% 50% Soro

1%

B Soro bruto B Soro coagulado



67

Figura 18. Redugdo do teor de carbono pela microalga Chlorella vulgaris em seis dias de

ensaio em meios com diferentes dilui¢des de soro bruto e soro coagulado.
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Figura 20. Redugdo do teor de fosforo pela microalga Chlorella vulgaris em seis dias de
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5.5 Ensaio com aumento de
aumento da concentragdo de indculo. A alta concentragdo inicial de indculo € benéfica para a

pode ocorrer ao utilizar efluentes como meio de cultivo (BOHUTSKYT et al., 2016). O tamanho

sobrevivéncia das células algais na presenga de compostos toxicos e severas condigdes, que
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do in6culo afeta significativamente a fase lag, a taxa maxima de crescimento especifico, o

acumulo final de biomassa e a producao de metabdlitos (RICHMOND, 2004).

Optou-se por usar o meio com uma concentragdo com 10% de soro coagulado, pois
nessa condicao os valores de carga organica (DQO em torno de 3,0 g/L) se assemelham ao do
efluente final da induastria de laticinios (COSTA et al., 2016). Além disso, conforme os
resultados obtidos anteriormente, nessa dilui¢ao a microalga foi capaz de remover quantidades

significativas de carbono, nitrogénio, fésforo e DQO.

Ao longo dos dias a concentra¢dao celular foi medida para obtengdo das curvas de
crescimento (Figura 22). Em todas as condi¢des houve aumento do niimero de células, sendo
que, 0s maiores aumentos ocorreram com o inoculo de 1,0 g/L. Em geral, o tamanho do in6culo
esta relacionado com o numero de células que participardo da reproducao, resultando em uma

maior producdo de biomassa (RICHMOND, 2004).

Figura 22. Curva de Crescimento Celular da Chlorella vulgaris em meio BBM e em meio
contendo 10% de soro de queijo em diferentes concentracdes de inoculo.

1000
%: 900 Y
= 800 (] @ Inoculo 0,2 g/L -
2 700 Meio BBM
g 600 M Inodculo 0,2 g/L -
8 o o 10% de soro
2 500 o X AlInéculo 0,4 g/L -
[} X .
S ¢ X ) { Meio BBM
g 400 I R u - A Indculo 0,4 g/L -
g 300 _ 10% de soro
I | ! = | ' X Indculo 1,0 g/L -
e 200 ¢ Y V'S Meio BBM
S 100 ®Inéculo 1,0 g/L -
10% de soro
0
0 1 2 3 4 5 6 7

Tempo (dia)

Observou-se o acimulo de clorofila e proteina em todos os ensaios (Tabelas 21 e 22),
sendo que os maiores aumentos se deram nos cultivos com 0,2 e 0,4 g/L de indculo em meio
contendo 10% de soro. Isso pode ser reflexo da maior quantidade de nutrientes, devido a
presenca de soro, em relacdo a quantidade de microalgas no cultivo. Por isso, também, no

cultivo com indculo de 1,0 g/L. a quantidade de bioprodutos acumulados foi inferior.
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Lekshmi et al. (2015) observaram que o aumento do inoculo leva a diminuicdo da
clorofila, o que pode ser devido ao fato da menor disponibilidade de relagdo C:N, ja que o

nitrogénio ¢ uma fonte importante para o acaimulo de clorofila.

Tabela 21. Concentragio de clorofila (mg/m?) no primeiro e ultimo dia do ensaio de Chlorella
vulgaris em soro de queijo em diferentes concentragdes de indculo.

0,2 g/L 0,4 g/L 1,0 g/L
BBM 10% BBM 10% BBM 10%
0 6,01 £ 1,48 6,26+0,05 13,56+0,67 11,79+1,82 3741+0,70 33,66+ 0,23
6 8,40+0,16 10,56+1,19 20,71+0,70 22,66+0,62 38,01 +0,62 35,51 +1,46
Actimulo 409, 69% 53% 92% - -

Dia

Tabela 22. Concentragdo de proteina (mg/L) ao longo do cultivo de Chlorella vulgaris em
soro de queijo em diferentes concentracdes de indculo.

0,2 g/L 0,4 g/L 1 g/L
Dia BBM 10% BBM 10% BBM 10%
0 85,00£10,00 245836236 106,67+825 406,25+ 18,75 165,00 10,00 527,50 + 10,21
3 96,67+ 1,18  533,33+25.69 169,17+1125 778,13 +89.43 233,75+ 1431 562,50 3,95
6 97,50+ 14,72 454,17 £6236 173,75+ 125 875,00 + 182,22 242,50 21,21 645,63 + 19,64
Actmulo 15% 85% 63% 115% 47% 22%

Nao foi observado o aumento da concentracdo de etanol nos cultivos com
aumento de inoculo. Em estudos realizados por Costa et al. (2015), a produgdo de etanol nao
mostrou relacdao direta com a variagdao da concentracao celular. O maior teor de etanol obtido
por eles foi utilizando inoculo de 0,05 g/L, em comparagdo aos ensaios com indculo de 0,1 e
0,2 g/L. Os resultados indicaram que sob baixa densidade de inoculo de células a C. reinhardtii
utilizou os nutrientes disponiveis, sob condi¢des operacionais especificas de cultura, para a
producao de etanol em vez de crescimento celular. Por outro lado, quando se utilizou maior

densidade, as rotas metabolicas favoraveis ao crescimento foram preferenciais.

Conforme mostrado nas Figuras 23 e 24, o aumento da concentracdo de indculo
propiciou uma alta remog¢ao de carbono total e carbono organico total. Para o inéculo de 0,2
g/L, teve-se uma maior remog¢do em meio contendo 10% de soro em comparagdo com o0 ensaio
com apenas meio BBM. Em contrapartida, para os inoculos de 0,4 e 1,0 g/L as remog¢des de CT
e COT foram maiores no meio de cultivo sem adi¢ao de soro. Sendo que os maiores percentuais
de reducao (89% para o CT e 93% para o COT) ocorreram no cultivo com indculo de 1,0 g/L

em meio BBM.
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Figura 23. Variagdo da concentracdo de carbono total ao longo do cultivo da Chlorella
vulgaris em meio contendo 10% soro de queijo coagulado e em diferentes concentragdes de
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Figura 24. Variagdo da concentracdo de carbono organico total ao longo do cultivo da
Chlorella vulgaris em meio contendo 10% soro de queijo coagulado e em diferentes

concentragoes de inoculo.
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Em estudos realizados por Li et al. (2017) a concentracdo de indculo da Chlorella

vulgaris afetou a taxa de remogao de nutrientes do meio de cultivo. Eles conseguiram reduzir
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as concentragdes de COT em 58,7% e 57, 23% para os inoculos de 0,103 e 0,135 g/L. Tal
resultado foi maior que nas concentracdes de in6culo mais baixas utilizadas por eles. Esses
valores sdo menores do que aqueles encontrado neste trabalho (93% de remog¢do) , em que a
concentracao de indculo foi maior (1,0 g/L). Abinandan e Shanthakumar (2016) observaram
que o aumento do indculo levou a diminuigdo da concentragdo de bicarbonato de sédio no meio,
ajudando a aumentar a absor¢do de CO> pela microalga. Eles conseguiram a maxima absor¢ao

de CO2 no cultivo com maior concentragao de indculo (30% v/v)

A remocdo de nitrogénio (Figura 25) foi bastante significativa nos ensaios com alta
concentracao de indculo. As redugdes mais expressivas (71 e 78%) ocorreram com 0,2 g/L de
indculo em meio com 10% de soro e com indculo de 1,0 g/l em meio BBM. Nos cultivos com

indculo de 0,4 g/L ocorreu o menor consumo de nitrogénio pela microalga.

Figura 25. Variacdo da concentragao de nitrogénio total ao longo do cultivo da Chlorella
vulgaris em meio contendo 10% soro de queijo coagulado e diferentes concentragdes de
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A Tabela 23 mostra os valores da DQO ao longo dos dias de cultivo. Temos que, em
todos os casos obteve-se alta redugdo desse parametro, sendo que os resultados mais

promissores ocorreram para o inoculo de 0,4 g/L, seguido pelo 0,2 e 1,0 g/L.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abinandan%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28330079
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shanthakumar%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28330079
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Tabela 23. Variacao da Demanda Quimica de Oxigénio do meio ao longo dos dias de cultivo
da Chlorella vulgaris em meio contendo 10% soro de queijo coagulado e em diferentes

concentracgdes de indculo.

Indculo 0,2 g/L

Inéculo 0,4 g/L

Inéculo 1,0 g/

BBM

10%

BBM 10%

Dia 0 0,07 £ 0,00 3,56 + 0,01 0,09 = 0,01
Dia 3 0,03 £ 0,01 1,85 + 0,42 0,05 + 0,03
Dia 6 0,03 £ 0,01 1,52 £ 0,08 0,02 + 0,01

2,68 £ 0,00 0,11 £ 0,00 3,28 + 0,05
1,74 £ 0,18 0,07 £ 0,03 2,76 + 0,07
0,66 + 0,13 0,05 £ 0,02 1,84 £ 0,07

Reducao

81%

75%

56% 44%

Em relacdo a remocdo de fosforo (Figura 26), as altas concentragdes de indculo

proporcionaram uma maior remocao desse elemento. Nos ensaios realizados, observou-se que

a medida que a concentragdao de indculo aumentou a capacidade de remocao do fosforo pela

microalga também aumentou. Dessa forma, os maiores percentuais de redugdo, 35 ¢ 46%,

ocorreram nos ensaios com 1,0 g/l de indculo em meio BBM e com 10% de soro,

respectivamente.

Figura 26. Variacdo da Concentrac¢ao de Fosforo ao longo do cultivo da Chlorella vulgaris em
meio contendo 10% soro de queijo coagulado e em diferentes concentra¢des de inoculo.
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Além da capacidade de remogao de carga organica, ensaios para a verificagdo do efeito

da densidade de inoculo da alga na remog¢do de metais também foram avaliados. Foi possivel

observar a reducdo das concentragdes de metais (Tabela 24) do meio de cultivo, o que nao

ocorreu nos ensaios anteriores com indculo de 0,1 g/L.
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Tabela 24. Remocao de metais, em seis dias de cultivo, em ensaios com diferentes
concentragdes de indculo da microalga Chlorella vulgaris em meio contendo 10% de soro de
queijo coagulado.

0,2 g/L 0,4 g/L 1,0 g/L
BBM 10% BBM 10% BBM 10%
Célcio 9% 34% 13% 28% 65% 34%

Ferro - 28% - 25% 13% 22%

Magnésio  11% 58% 50% 56% 61% 37%

Potassio - 4% 15% 1% 35% 8%
Sédio - 1% 3% - 81% -

Conforme mostrado na Tabela 24, foi possivel remover calcio e magnésio em todos os
ensaios, sendo que as maiores remogoes desses dois elementos (65 e 61%, respectivamente)
ocorreram com o indculo de 1,0 g/l em meio BBM. Por outro lado, nos ensaios com indculo

de 0,2 ¢ 0,4 g/LL as maiores remogdes se deram nos meios contendo 10% de soro.

Para os ensaios com 0,2 e 0,4 g/L de in6culo a remog¢do do ferro ocorreu apenas nos
meios contendo 10% de soro. Com a utilizagdao de 1,0 g/L a remocgdo foi verificada tanto no

meio com apenas BBM quanto no meio contendo 10% de soro.

A remocgao de potassio (15 e 35%) ocorreu mais significativamente nos ensaios com
in6culo de 0,4 e 1,0 g/L em meio BBM. A redugao de sédio foi verificada com mais intensidade

apenas no cultivo com in6culo de 1,0 g/LL em meio BBM, sendo 81%.

Segundo Mehta e Gaur (2005), o aumento na concentragdo de biomassa causa uma
maior remog¢dao de metais do meio. Mehta e Gaur (2001) mostraram que o aumento da
concentracdo de biomassa aumentou a remog¢do de Ni e Cu de 13 para 65% e 10 a 85%,
respectivamente, a partir de solugdes contendo 5 mg.L! de Ni ou Cu. O aumento da remogio
de metal em maior concentracdo de biomassa ¢ devido a maior disponibilidade de locais de

ligacdo de metal (METHA; GAUR, 2001).

A acumulacdo de metais por microrganismos, incluindo algas, ¢ conhecida ha algumas
décadas, mas tem recebido maior atengdo apenas nos ultimos anos devido ao seu potencial para
aplicacdo na protecao ambiental ou recuperagao de metais preciosos ou estratégicos (TSEZOS,
1986; VOLESKY, 1987, MALIK, 2004). As algas acumulam altas concentracdes de metais

dependendo de sua concentragdo no meio. A capacidade inerente de acumulagao de algas pode
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ser usada para aliviar o peso da carga de metal toxica e para recuperar metais preciosos (por

exemplo, ouro e prata) das aguas residuais (METHA; GAUR, 2005).

Outro fator que interfere na remog¢ao de metais pelas microalgas ¢ o pH do meio. Talvez

0 parametro mais importante que influencia no processo de biossor¢cao (WILDE; BENEMANN,
1993). De acordo com Pino e Torem (2011),

“A influéncia do mesmo na biossor¢do de ions metalicos se da pela

competi¢do entre os ions do metal e os ions H" presentes em solugdo pelos

sitios ativos da superficie da biomassa. A dependéncia da captura de ions pela

biomassa em fung¢do do pH pode justificar-se pela associacgdo e dissociagdo de

alguns grupos funcionais presentes. E conhecido que em baixos valores de pH,

a maioria dos grupos carboxila ndo se encontram dissociados, ndo podendo

unir-se aos ions dos metais em solu¢do, embora possam participar de reagdes

de complexacdo. Quando o valor do pH aumenta uma maior quantidade de

grupos funcionais (carboxilas) encontra-se com cargas negativas e podem
atrair os ions de carga positiva.”

Cada metal possui um pH de remogao 6timo devido a natureza variavel de sua interagdo
quimica com a célula de algas (METHA; GAUR, 2005). Segundo Jayakumar, Rajasimman,
Karthikeyan (2014), em pH’s mais elevados pode ocorrer a precipitacdo do metal, devido a
redugdo da sua solubilidade. Dessa forma, o valor de pH ideal para a adsor¢do dos metais

depende do tipo de alga estudada e do ion metalico em questdao (TRAN et al., 2016).

A Figura 27 mostra a variagdo do pH do meio durante o cultivo. Em todos os casos
houve um aumento desse pardmetro ao longo do processo, sendo que, para o meio suplementado
com soro, o aumento (30%, em meédia) foi maior em comparacdo ao meio BBM (9%, em
média). O aumento do pH pode ocorrer devido a fixagao do didxido de carbono (COz) que esta
presente no efluente, por meio da respiracdo das microalgas que proporcionam uma maior
dissociagdo de carbonato e bicarbonato. A dissociagdo faz com que a acidez carbodnica seja
removida do meio, ocorrendo, assim, a liberagdo de ions hidroxila (OH") no meio, acarretando

um aumento do pH (MOTA; VON SPERLING, 2009; LI et al., 2011).
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Figura 27. Variagao do pH dos meios de cultivo da microalga Chlorella vulgaris com
aumento de indculo e contendo 10% de soro de queijo.
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A Tabela 25 mostra a variacao do teor de lactose do meio ao longo dos dias de cultivo.
Nos ensaios com inoculo de 0,2, 0,4 g/L. e 1,0 g/L observou-se 35, 66 e 40% de remogao
desse componente do meio.

Tabela 25. Variacdo do teor de lactose em g/L nos cultivos da microalga Chlorella vulgaris
em meio com 10% de soro.

Indculo 0,2 g/l Indculo 0,4 g/ Indculo 1,0 g/

Dia 0 1,43 1,03 1,54
Dia 3 1,19 1,05 1,53
Dia 6 0,94 0,35 0,93
Redugdo 34% 66% 40%

Conforme os resultados apresentados neste trabalho, os ensaios com aumento de indculo
demostraram maior capacidade na remog¢do de elementos que causam polui¢do ambiental.

Sendo as melhores condigdes para tratar efluentes os ensaios com indculo de 0,4 e 1,0 g/L.

Para outras aplicagdes, como aproveitamento de bioprodutos gerados pelas C. vulgaris,
a utilizagdo da concentracdo de 0,1 g/L de indculo e meio contendo soro de queijo coagulado €
mais interessante. Para acimulo de clorofila, proteina e etanol as melhores condi¢gdes foram
para os meios contendo 1, 10 e 25% de soro de queijo coagulado, respectivamente, e indculo

de 0,1 g/L.
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6 CONCLUSAO

A partir desse estudo foi possivel concluir que as microalgas Spirulina platensis e
Chlorella vulgaris tém potencial para aplicagdo no tratamento de efluentes de laticinios. Ambas
foram capazes de remover carbono, nitrogénio e fosforo de forma geral. Além disso, estas
microalgas mostraram-se capazes de acumular clorofila e proteina, o que faz com essas espécies

possam ser aplicadas para elaboracdo de diversos produtos, como corantes e racao.

Quando cultivadas em meio contendo soro de queijo bruto ou coagulado, a C. vulgaris
foi capaz de acumular biomassa e aumentar os teores de clorofila para os ensaios com até 10%
de soro. A partir dessa diluicdo, os altos niveis de compostos organicos prejudicaram o
crescimento da microalga. Nos ensaios com soro de queijo bruto, a microalga acumulou
proteina até a dilui¢dao de 10%. Por outro lado, houve acumulo proteico em todas as condig¢des
de cultivo com soro de queijo coagulado. Além disso, a C. vulgaris foi capaz de produzir etanol
nos ensaios contendo 25, 50 e 100% de soro, chegando a produzir 1,33 g/L em seis dias de

cultivo.

A remogao de Carbono Total, Carbono Organico Total, Nitrogénio total, DQO, Fosforo
e lactose pela C. vulgaris foi observada em praticamente todos os ensaios. Observou-se que a
remo¢ao de nitrogénio esteve diretamente associada ao acimulo de proteina, demonstrando a

importancia desse elemento para a sintese proteica pela microalga.

A utilizagao do pré-tratamento do soro de queijo ndo proporcionou melhora na atividade
de remocao de carga organica pela C. vulgaris. Houve, porém, uma maior produgao de clorofila,

proteina e etanol.

O aumento da concentracao de indculo da Chlorella vulgaris fez aumentar as remogoes
de Carbono Total, Carbono Organico Total, Nitrogénio Total, DQO e Fésforo. A maior
quantidade de microrganismos no meio fez com que o consumo da carga organica e nutrientes
fossem maiores. Além disso, com o aumento do in6culo foi possivel remover metais do meio
como calcio, magnésio, sddio, ferro e potassio. Porém, devido a baixa disponibilidade de

nutrientes em relacdo a biomassa, o acimulo de clorofila e proteina diminui.

Sendo assim, a Chlorella vulgaris apresentou capacidade de remog¢ao de carga organica
e metais, mostrando que essa microalga possui alto potencial para ser utilizada no tratamento
de efluentes de laticinio. Através dos resultados obtidos, as melhores condigdes para este fim

sdo utilizando concentracdes de inoculo de 0,4 e 1,0 g/L.
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7 ETAPAS FUTURAS

Apesar da Chlorella vulgaris ter se mostrado capaz de remover carga organica € metais
do meio ¢ interessante realizar estudos para aumentar a eficiéncia dessa microalga para altas

concentragdes de soro de queijo. Nesse sentido sugere-se:

e Avaliar a aclimatacdo da microalga no efluente antes da sua utilizacdo no ensaio;

e Verificar ensaios com agitacdo do meio de cultivo;

e Aumentar o tempo de cultivo;

e Testar diluicdes em agua ao invés de utilizar meio BBM a fim de diminuir os custos do
processo;

e Verificar a acumulagdo de outros componentes como amido e lipidios para

aproveitamento da biomassa, tornando o processo ainda mais vantajoso.
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APENDICE 1

Curvas de calibracio

Apéndice 1.1 Curva de calibracdo da microalga Spirulina platensis

Biomassa (g/L)

Figura 28. Curva de Calibra¢do da microalga Spirulina platensis.
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Apéndice 1.2 Curva de calibraciao da microalga C. vulgaris

Figura 29. Curva de Calibragao da microalga Chlorella vulgaris.
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Apéndice 1.3 Curvas de calibra¢ido para analise de proteina

Figura 30. Curva de calibragdo para baixas concentracdes de proteina.
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Figura 31. Curva de calibracdo para altas concentragdes de proteina.
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Apéndice 1.4 Curva de calibragao para anilise de Demanda Quimica de Oxigénio

Figura 32. Curva de calibragcdo da Demanda Quimica de Oxigénio.
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Apéndice 1.5 Curva de calibracio para analise de fésforo

Figura 33. Curva de Calibragdo da concentragao de Fosforo.
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