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O biodiesel tem-se destacado como uma das op¢des mais vidveis para promover a gradativa redugo
do consumo de combustiveis fosseis. Neste contexto, as microalgas surgem como matéria-prima
promissora, uma vez que apresentam produtividade de lipidios superior a das oleaginosas utilizadas
na producdo deste biocombustivel, além da capacidade de biorremediag&o de aguas residuarias e de
grande absor¢do de CO,. Contudo, o elevado custo dos nutrientes empregados na preparacdo dos
meios de cultivos dificulta a implementacdo em escala real. Este estudo teve como objetivo avaliar
0 crescimento da microalga Scenedesmus acuminatus em trés meios de cultura: dois sintéticos,
Bold’s Basal Medium (BBM) e Wright’s Cryptophyte (WC), e um alternativo, com efluente de
tratamento anaer6bio de esgoto doméstico do reator tipo Upflow Anaerobic Sludge Blanket
(UASB), a fim de minimizar os custos e viabilizar a produgdo de biodiesel. De acordo com 0s
resultados obtidos, o cultivo com efluente de UASB obteve a maior densidade celular e nédo
apresentou diferencas estatisticamente significativas em relagdo aos meios sintéticos, o que revela
uma alternativa viavel de cultivo. Diante disso, concluiu-se que a utilizacdo de residuos liquidos
oriundos do tratamento anaerébio de esgoto doméstico pode aumentar a viabilidade dos cultivos
com vistas a producdo de biodiesel, uma vez que permitem reducdo de custos ao substituir os meios
sintéticos.

ABSTRACT

Key words:
Microalgae
Biofuels
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Biodiesel has stood out as one of the most viable options to promote the gradual reduction of
consumption of fossil fuels. In this context, microalgae appear as promising raw material, since they
have a higher lipid yield than the oleaginous ones used in the production of this biofuel, as well as
the bioremediation of wastewater and high absorption of CO,. However, the high cost of nutrients
used in the preparation of culture mediums makes it difficult to implement on a real scale. The
objective of this study was to evaluate the growth of the microalga Scenedesmus acuminatus in three
culture medium: two synthetic, Bold’s Basal Medium (BBM) and Wright’s Cryptophyte (WC), and
one alternative culture with anaerobic effluent from the domestic sewage of the Upflow Anaerobic
Sludge Blanket (UASB) reactor, in order to minimize costs and to make production viable of
biodiesel. According to the results obtained, the UASB effluent culture obtained the highest cell
density and did not show statistically significant differences in relation to the synthetic media, which
reveals a viable culture alternative. In view of this, it was concluded that the use of liquid waste
from the anaerobic domestic sewage treatment can increase the viability of the crops for the
production of biodiesel, since they allow cost reduction by replacing synthetic media.
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INTRODUGAO

Nos ultimos anos, tem-se intensificado a busca por energias
renovaveis que minimizem os impactos ambientais e a geracéo
de gases poluentes, advindos da queima de combustiveis fosseis.
Neste sentido, pode-se destacar o biodiesel, que é produzido a
partir de recursos renovaveis e vincula seguranca energética a
protecdo ambiental, uma vez que reduz a emissao de gases do
efeito estufa e, assim, combate os efeitos do superaquecimento
global (FERREIRA et al., 2013).

Dentre as matérias-primas que podem ser utilizadas na
geracao deste biocombustivel, uma que tem adquirido relevancia
na comunidade cientifica sdo as microalgas, cujo potencial €
realgado por seu alto rendimento por hectare, baixo custo de
manutencdo e rapido crescimento. Além disso, estes
microrganismos possuem a capacidade de absorver grande
guantidade de diéxido de carbono atmosférico e de fontes
poluentes, e sua biomassa apresenta teor de lipidios superior a
das culturas vegetais comumente utilizadas (FERREIRA et al.,
2013; MENEZES et al., 2013).

Segundo Chisti (2008) as microalgas sdo responsaveis pela
producdo primaria de pelo menos 60% de oxigénio da Terra. O
nimero exato de espécies ainda é desconhecido, contudo,
pesquisas indicam que podem existir cerca de 200.000 até alguns
milhdes. Ao realizarem fotossintese, produzem lipidios de
maneira mais eficiente que as plantas terrestres, transformando
energia solar em matéria organica (SAFI et al., 2014).

A composi¢do quimica dos acidos graxos de algumas
microalgas é similar a dos encontrados nas oleaginosas
usualmente utilizadas na geragdo de biodiesel, como soja e
canola (MENEZES et al., 2013). A escolha adequada da espécie
envolve diversos fatores, como velocidade de crescimento,
produtividade de biomassa e teor lipidico, que sdo diretamente
influenciados pelo meio de cultura, intensidade luminosa,
temperatura, salinidade, pH, fotoperiodo e idade do cultivo
(CAMPOS et al., 2010).

De modo geral, os cultivos de microalgas podem ser de trés
tipos: autotroficos, quando a luz é utilizada como fonte de
energia e 0o CO, como fonte de carbono; heterotréficos,
realizados em auséncia de luz, onde compostos organicos sao
usados como fonte energética e de carbono; e mixotréficos, em
gue a fotossintese é a principal fonte de energia, mas também
ocorre adicdo de compostos organicos e CO, no meio de cultura
(PEREZ-GARCIA et al., 2011). Dentre eles, o -cultivo
mixotréfico apresenta diversas vantagens, incluindo maior
crescimento celular (produtividade de biomassa de 3 a 10 vezes
maior que nos sistemas autotroficos), maior absorcdo de CO; e
auséncia de fotoinibicdo (KIRROLIA et al., 2013; CHANDRA
etal., 2014).

Além do potencial para geracdo de biodiesel, as microalgas
podem ser empregadas no tratamento de efluentes, uma vez que
promovem biorremediagdo de adguas ao absorver contaminantes
e nutrientes sollveis em quantidades maiores do que precisam
para seu desenvolvimento (MULBRY et al., 2009). Este processo
apresenta diversos beneficios em relagdo a outros aplicados no
tratamento de aguas residuérias, como a producdo de biomassa
que pode ser utilizada para producéo de energia. Para demonstrar
a viabilidade desta tecnologia, Novoveskd et al. (2016)

implantaram uma planta piloto em Daphne, Alabama (EUA),
capaz de tratar 189.000 L de efluente por dia, em fotobiorreatores
offshore com 4.046,8 m2 de area. A estacdo recebe CO; e esgoto
domeéstico e os transforma em agua limpa, combustivel liquido e
condicionador de solo.

Dentre os principais desafios dos cultivos de microalgas em
larga escala estdo os custos de producédo, onde aproximadamente
35% sdo para elaborar 0 meio de cultivo (BAUMGARTNER et
al., 2013). Diante disso, o uso de efluentes surge como uma
alternativa de baixo valor econémico capaz de substituir os meios
de cultura sintéticos.

Estudos relatam que as algas verdes ou cloroficeas sdo as
mais promissoras para geracdo de biodiesel, sendo os géneros
Chlorella, Chlamydomonas e Dunaliella os mais utilizados. No
entanto, as espécies de Scenedesmus e Chlorella vém sendo
apontadas nos ultimos anos como as mais eficientes no processo
de fixacdo de CO; acoplado ao tratamento de &guas residudrias e
a sintese lipidica (XIN et al.,, 2010; TANG et al., 2011;
BLERSCH et al., 2013).

A Scenedesmus constitui uma potencial fonte de 6leo para
a producdo de biodiesel devido a sua elevada atividade
metabdlica (producgdo de 10 a 25% de 6leo). Este género pertence
a familia Scenedesmaceae, ordem Chlorococcales, classe
Chlorophyceae e divisdo Chlorophyta (LEE et al., 2009). Possui
clorofila a e b, xantofilas (luteina e prasinoxantina) e os
carotenoides a, B ¢ y. O produto fotossintético de armazenamento
é o amido, que é composto por amilose e amilopectina e, ao
contrério de outras algas, é formado dentro do cloroplasto
(REYNOLDS, 2006). Conforme Baumgartner et al. (2013), a
Scenedesmus é uma microalga de facil obtencdo e tem sido
empregada na producdo de biomassa e no tratamento de 4guas
residudrias.

Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo avaliar
0 desempenho da microalga Scenedesmus acuminatus em trés
meios de cultura diferentes — WC, BBM e efluente de UASB —
visando a producdo de biodiesel, adotando como pardmetros o
namero de células em funcdo do tempo, a velocidade especifica
de crescimento, o tempo de geracdo e a produtividade de
biomassa.

MATERIAL E METODOS

Microalga Scenedesmus acuminatus

O estudo foi realizado no Laboratério de Saneamento
Ambiental, localizado no Centro de Ciéncias e Tecnologia (CCT)
da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), onde foram
utilizadas cepas da microalga Scenedesmus acuminatus (Figura
1), fornecidas pelo Laboratério de Tecnologia de Bioativos
(LABTECBIO) da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE).
Procedimento experimental

Os cultivos foram realizados em triplicata com a utilizacéo
dos meios de cultura BBM, WC e efluente de reator UASB. A
aclimatagdo foi realizada em cepario, a temperatura de 26 + 2 °C,
agitagdo através da injecédo direta de ar comprimido e iluminacao
por meio de lampadas fluorescentes de 40 W, que
proporcionaram uma iluminacdo de 4.000 limens por 12 horas
didrias.
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Figura 1. Fotomicrografia da microalga Scenedesmus
acyminatus em ampliacdo de 400x.
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Fonte: Autor (2020).

Os meios de cultura sintéticos utilizados para o cultivo da
microalga S. acuminatus foram 0 WC, desenvolvido por Guillard
e Lorenzen (1972), e o BBM, recomendado pelo Centro de
Cultura de Algas e Protozoarios de Cambridge, suplementado
com 0,30 g.L* de extrato de levedura. Também foi usado como
meio de cultura o efluente de tratamento anaerdbio de esgoto
sanitario oriundo de reator UASB, fornecido pela Estacdo
Experimental de Tratamento Bioldgico de Esgotos Sanitarios
(EXTRABES). O efluente apresentou Demanda Quimica de
Oxigénio (DQO) de 452 mg.L?, pH 8,0 e foi filtrado, para
retencdo de solidos suspensos que poderiam interferir nos
cultivos, e armazenado sob refrigeracéo.

Parametros avaliados

O crescimento das microalgas foi determinado através da
relacdo entre a concentragdo celular, estimada por meio da
microscopia optica (aumento de 400x) e o tempo de cultivo. A
contagem de células foi realizada em triplicata em uma camara
de Neubauer, onde o nimero de células, em cel.mL? foi
determinado pela média geométrica das trés contagens. O tempo
de cultivo foi expresso pela quantidade de dias decorridos desde
0 inicio da inoculacao (periodo de adaptacdo — fase lag) até o
alcance maximo da concentracdo celular (fase estacionaria).
Cada experimento teve duracdo de 10 dias.

A velocidade de crescimento é diretamente proporcional a
concentracdo de microrganismos em um dado instante. A fragcdo
pela qual a populagdo cresce na unidade de tempo € dada por px,
que representa a velocidade especifica de crescimento e tem
unidade de tempo expressa em h™. Na fase exponencial (ou
logaritmica) a velocidade especifica de crescimento é constante
e maxima, sendo px igual a pmax € pode ser determinada através
da Equacdo 1 (SCHMIDELL et al., 2001).

InX = pnsx(t—t) +InX;  (Eq. 1)

A representacdo de In (x) versus o tempo de cultivo, na fase
exponencial, resulta em uma reta com coeficiente angular igual a
velocidade especifica maxima de crescimento pms. A fase
exponencial também é caracterizada pelo tempo de geragdo (ty),
gue é o tempo necessario para dobrar o valor da concentragao
celular (x = 2x;). O tempo de geracédo foi calculado através da
Equacdo 2 (SCHMIDELL et al., 2001).

In2 _ 0,693

tg =

(Eq. 2)

Hmax Hmax

As anélises de produtividade da biomassa cultivada em
laboratorio foram realizadas em triplicata no inicio e no fim dos
experimentos. Amostras de 50 mL de cultivo eram separadas e
centrifugadas, descartando o sobrenadante, e a biomassa
resultante era transferida para capsulas de evaporacao,
previamente secas (em estufa a 105 °C) e pesadas. Em seguida,
as capsulas contendo biomassa eram postas para secagem em
estufa na temperatura de 60 °C até atingir peso constante, para
posterior pesagem. A produtividade de biomassa foi determinada
pela diferenga entre os pesos da biomassa seca no inicio e no fim
de cada cultivo, dividida pelo tempo total do experimento (10
dias).

Tratamento estatistico dos dados

Os dados foram expressos com média e desvio padrdo. As
comparacBes entre os meios de cultivo foram realizadas por
anélise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, realizados no
software Statistica 7.0 (STATSOFT, 2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da Figura 2, pode-se observar que a S. acuminatus
apresentou rapida adaptacdo em meio BBM, onde partiu de uma
populagdo de 7,28 x 10° cel.mL? para 1,94 x 107 cel.mL?, no
nono dia de cultivo. No meio WC, o nimero de células maximo
obtido foi 1,49 x 107 cel.mL?, no oitavo dia. O cultivo
apresentava, inicialmente, concentracdo de 8,66 x 10° cel.mL™.
Ja o cultivo realizado em efluente de UASB iniciou com uma
densidade celular de 7,97 x 10° cel.mL* e, no décimo dia, chegou
a 2,54 x 107 cel.mL?, apresentando boa adaptacdo e taxa de
crescimento.

De acordo com o experimento conduzido por Baumgartner
et al. (2013), observou-se que 0 género Scenedesmus ndo
desenvolve um estagio estacionario. Portanto, ela passa da fase
de crescimento linear diretamente para a fase de morte celular.
Este acontecimento pode ser observado nos cultivos, ocorrendo
picos de producdo celular seguidas de um decaimento na
concentracdo de células.

Em estudos realizados por Menezes et al. (2013), cultivos
de cepas de S. capitaus foram realizados em diferentes meios de
cultura e atingiram no décimo dia de cultivo densidade maxima
de 6 x 108 cel.mL™%, no meio LC Olico, e 3,8 x 10® cel.mL™, no
meio WC, valores inferiores aos obtidos no atual estudo.

O crescimento microalgal apresentou maiores valores no
cultivo realizado com efluente de reator UASB, contudo, néo
foram observadas diferencas significativas entre os trés meios de
cultura utilizados (p-valor = 0,17 e F (91,2) = 1,76), conforme
Figura 2. Fato semelhante foi observado no estudo de Vieira et
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al. (2014), onde o efluente doméstico se mostrou como excelente
meio alternativo para a Chlorella vulgaris, uma vez que
proporcionou 0 aumento da concentracdo celular quando
comparado ao meio sintético.

Figura 2. Curvas de crescimento da Scenedesmus acuminatus,
em diferentes tempos de cultivo nos meios BBM, WC e efluente
de UASB.
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Conforme Franco et al. (2013), as microalgas sdo
consideradas, em sua diversidade, como organismos flexiveis
guanto ao habitat, sendo encontradas tanto em ambientes imidos
terrestres, quanto em ambientes aquéticos de agua doce, salobra
e salgada. Tal flexibilidade pode ser notada pela adaptacgéo da S.
acuminatus em efluentes de tratamento anaerdébio de esgoto
domestico sem 0 uso de meios sintéticos.

A Tabela 1 apresenta os valores da produtividade de
biomassa, velocidade especifica de crescimento e tempo de
geracdo da S. acuminatus, nos trés meios de cultivo utilizados no
estudo.

Tabela 1. Produtividade de biomassa, velocidade especifica
méxima de crescimento e tempo de geracdo da microalga
Scenedesmus acuminatus nos meios de cultura BBM, WC e
efluente de reator UASB.

. Produtividade Velocrlqade Tempo de
Meio de de bi especifica x
cultura ¢ 'f mfl 8 maxima geragdo

(g.LLdY) (h) (h)
BBM 0,091 0,03 23,10
wcC 0,096 0,036 19,25
Efluente de
UASB 0,084 0,025 27,29

A partir da Tabela 1, observou-se que 0 meio WC promoveu
o melhor crescimento da S. acuminatus em relacdo aos
pardmetros avaliados. No entanto, estatisticamente (Figura 3), foi
possivel constatar que ndo houveram diferencas significativas (p-
valor = 0,67 e F(9,2) = 0,42) entre os resultados obtidos nos
diferentes meios utilizados. Isso ressalta o potencial do efluente
de UASB como meio de cultura para a S. acuminatus, uma vez
que 0 mesmo proporcionou um desenvolvimento microalgal

similar aos alcangados com os meios sintéticos, especificos para
o cultivo de microalgas.

Figura 3. Variacdo da produtividade de biomassa da
Scenedesmus acuminatus nos trés meios de cultura.
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Baumgartner et al. (2013) cultivaram a microalga S.
acuminatus em trés meios de cultivo — MC (Medium for
Chlorella ellipsoidea), DM (Detmer’s Medium) e NPK
(Nitrogen:Phosphorus:Potassium) — e obtiveram maior
produtividade de biomassa no meio MC (0,081 g.L*.d?). Ja
Oliveira (2013) estudou a produtividade de biomassa da
Scenedesmus sp., cultivada em meio Chu, e atingiu valores de
0,062 g.L1.dt. Em comparagdo com este estudo, os valores da
produtividade de biomassa nos meios BBM, WC e efluente de
UASB foram superiores aos das referéncias supracitadas. 1sso
ressalta a potencialidade do efluente de UASB como meio de
cultura alternativo para reducdo dos custos dos cultivos de S.
acuminatus, visando a producéo de biodiesel.

Uma das caracteristicas do efluente de UASB que
possibilita seu uso como meio de cultura da S. acuminatus é seu
pH alcalino (8,0), que se aproxima do pH dos meios sintéticos
(7,5-9,0). O pH do meio de cultura é conhecido por ter grande
influéncia no crescimento e na producdo da biomassa de
microalgas, uma vez que seu pH citosélico é neutro, ou
ligeiramente alcalino, e suas enzimas celulares sdo sensiveis ao
pH e podem se tornar inativas em condicGes acidas (TRIPATHI
et al., 2015). O pH estd diretamente ligado com o bom
funcionamento celular das microalgas e por isso o seu controle é
de vital importancia para o melhor desenvolvimento dos cultivos.

Tripathi et al. (2015) cultivaram Scenedesmus sp. em meio
de cultura BG-11 e analisou a influéncia do pH alterando-o numa
faixa entre 7,0 e 10,0, onde a microalga obteve maior
produtividade em pH 8,0, mostrando que seu meio de cultivo
deve ser alcalino. Chiranjeevi e Mohan (2016) também
verificaram maior producdo de biomassa em pH alcalino (8,5),
que em pH &acido (6,0). Tais estudos reforcam a compatibilidade
do efluente de UASB como meio de cultura para microalgas, com
relagdo ao pardmetro pH.

Além disso, o efluente de UASB apresenta boa
disponibilidade de nutrientes (nitrogénio e fosforo) para o
desenvolvimento microalgal, visto que o tratamento anaerébio
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ndo os remove de forma satisfatoria do esgoto doméstico
(CHERNICHARO, 2007). Por fim, o uso de efluentes para o
cultivo de microalgas pode ser considerado como uma alternativa
de destinacdo mais adequada destes residuos do ponto de vista
ambiental, visto que os mesmaos, se langados em corpos hidricos,
podem comprometer a qualidade da &gua, prejudicar os
ecossistemas e ocasionar problemas de salde publica.

CONCLUSAO

A microalga Scenedesmus acuminatus se desenvolve de
forma equiparada nos trés meios, BBM, WC e efluente de UASB,
conforme parametros cinéticos e produtividade de biomassa.

O efluente de UASB possui potencial para ser utilizado
como meio de cultura da referida espécie microalgal, visando a
producdo de biodiesel, 0 que promove a reducdo de custos dos
cultivos, além da destinagcdo ambientalmente adequada do
efluente, que servira para a geragdo de um produto com valor
agregado.
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