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RESUMO

A versatilidade de processos biotecnoldgicos empregando microalgas viabiliza a sua aplicagcdo no tratamento
de diferentes tipos de aguas residuarias e de efluentes gasosos, além de permitir a integracdo da
biorremediacdo com a producdo de biomassa para a conversdao em biocombustiveis. A previsdo até 2020 de
geracdo de glicerina, um sub-produto derivado da producdo de biodiesel, € de 2,7 milhdes de toneladas em
todo o mundo. Esse residuo deve ser eficientemente transformado, a fim de alcancar a sustentabilidade do
segmento produtor de biodiesesl. Mesmo as microalgas necessitando essencialmente de macronutrientes como
0 nitrogénio, o fosforo e o potassio (NPK), através de processos heterotroficos de fermentacdo, elas sdo
capazes de converter a glicerina e produzir diversos bioprodutos, tais como 1,3 propanodiol, lipidios e
pigmentos, oferecendo uma alternativa para o gerenciamento desse residuo. A abundancia e o custo
relativamente baixo da glicerina sdo alguns dos principais atrativos para seu uso como fonte de carbono
suplementar alternativo para microalgas. Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo o
aproveitamento da glicerina no cultivo mixotréfico da microalga da espécie Scenedesmus sp. em comparagédo
com o cultivo com NPK. Os resultados obtidos mostraram a possibilidade de utilizacdo da glicerina como
fonte alternativa de carbono, no cultivo da microalga. Esse fato, aliado a promogdo da biorremediacdo dos
efluentes, e posterior producdo de biocombustiveis, torna o emprego desse residuo uma forma sustentavel na
obtencdo de produtos com alto valor agregado. Os cultivos com NPK apresentaram valores de densidade
celular maiores, como esperado. Os efeitos da utilizagdo de glicerina e NPK, de forma conjunta, devem ser
ainda analisados como um sistema promissor para aumento de rendimento da biomassa com potencial para
obtencdo de biocombustiveis.

PALAVRAS-CHAVE: Scenedesmus sp., glicerina, biomassa, densidade, rendimento.

INTRODUCAO

A utilizagdo de combustiveis fosseis causa impactos ambientais, colaborando para emissdo de gases
responsaveis pelo efeito estufa, sendo assim percebe-se a importancia dos estudos em busca de fontes
alternativas para producéo de energia. *

O cultivo de microalgas é considerado uma alternativa como fonte energética, através da produgdo de
biocombustiveis, uma vez que a biomassa proveniente deste meio é rica em lipideos, carboidratos e acidos
graxos, que sdo fundamentais na producdo de biodiesel, por exemplo. Os lipideos produzidos pelas microalgas
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e encontrados em sua biomassa sdo classificados de acordo com o nimero de carbono, sendo o0s &cidos graxos
com cadeia de 14-20 carbonos utilizados na producao do biodiesel. 2

Esses microrganismos podem ser empregados também no tratamento de efluentes ricos em componentes que
contenham fosforo e nitrogénio. Ao consumirem esses nutrientes as microalgas consequentemente promovem o
tratamento desse efluente, promovendo seu descarte adequado. * O uso de microalgas para biorremediagdo
apresenta diversas vantagens, tais como: utilizacdo de energia barata (luz solar); producdo de biomassa para
alimentacdo animal; obtengdo de produtos de alto valor agregados e de quimica fina.

O metabolismo da microalga pode ser autotrofico, heterotréfico ou mixotréfico. No cultivo mixotréfico ocorre
o metabolismo autotréfico e o heterotrofico juntos, ou seja, o crescimento da microalga se da pela presenca de
luz e realizacdo de fotossintese, juntamente com a disponibilidade dos nutrientes. ® Para o processo de
fotossintese, as microalgas necessitam também de quantidades especificas de nutrientes essenciais, o que inclui
macroelementos como carbono, nitrogénio, foésforo, enxofre, potassio, ferro; oligoelementos como cobalto,
molibdénio e manganés, e vitaminas, como a cianocobalamina e tiamina, a fim de produzirem biomassa e
multiplicarem-se.® Entretanto, em situacdes de escassez de nutrientes, sdo capazes de adaptarem-se as
condicBes nutricionais do meio, armazenando quantidades em excesso de determinados elementos para uso
posterior, ou ainda, ajustando a composicao de sua biomassa.’

O glicerol, também conhecido como glicerina ou propano-1,2,3-triol, é um produto quimico que tem uma
multiplicidade de aplicacdes industriais. ® Sendo um sub-produto derivado da producéo de biodiesel, a
previsdo é de que até 2020, 2,7 milhGes de toneladas de glicerina serdo geradas em todo o mundo, as quais
devem seg eficientemente transformadas, a fim de alcancar a sustentabilidade do segmento produtor de
biodiesel.

Através de processos heterotroficos de fermentagdo, microalgas sdo capazes de converter glicerol e produzir
diversos bioprodutos, tais como 1,3 propanodiol, lipidios e pigmentos, oferecendo uma alternativa para o
gerenciamento da glicerina enquanto residuo. ° A abundancia e o custo relativamente baixo desse residuo sdo
alguns dos principais atrativos para seu uso como fonte de carbono suplementar alternativo para microalgas. **

A fim de aumentar a concentracao lipidica na biomassa para se obter um maior rendimento na produgdo de
biocombustiveis e incrementar a densidade celular para maior eficiéncia na biorremediacdo do efluente, este
trabalho teve como objetivo o aproveitamento da glicerina oriunda da produgdo de biodiesel comparada ao uso
de NPK, no cultivo mixotréfico da microalga da espécie Scenedesmus sp. Assim como, proporcionar uma
alternativa para o tratamento do efluente produzido na Estacdo de Tratamento de Efluente (ETE/UNISC) na
Universidade de Santa Cruz do Sul e posterior utilizago da biomassa remanescente do processo na producéo
de biocombustiveis, como biodiesel e bioetanol.

MATERIAIS E METODOS

A microalga testada nos experimentos foi cultivada a partir do efluente da ETE/UNISC. O cultivo foi realizado
primeiramente em cerca de 2 L de efluente para obtencdo do indculo.

Para realizacdo dos experimentos foram montados dois sistemas com variacGes de fontes nutritivas para o
cultivo da microalga da espécie Scenedesmus sp.. Os nutrientes utilizados para os ensaios foram: glicerol
oriundo da producdo de biodiesel e para comparagdo, um fertilizante a base dos macronutrientes nitrogénio,
fésforo e potassio (NPK).

A partir de um inéculo de 4,75 x 10° cel/mL, padronizado a partir de uma curva de calibracdo, os experimentos
formam iniciados em erlenmeyers de 400 mL, em triplicatas. Apds 48 h de cultivo iniciais, foi adicionada a um
dos sistemas as concentracdes de 1%, 3% e 5% de NPK e ao outro sistema 1, 3 e 5 g/L de glicerol, ambos os
sistemas formam monitorados a partir de um controle onde o cultivo foi feito somente com o efluente.

Além dos suplementos nutricionais o sistema teve condi¢Bes de temperatura controlada em torno de 25 °C e
recebeu iluminacdo artificial constante. O incremento da densidade celular foi acompanhado diariamente
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através de leituras no espectrofotdometro (682 nm). As medidas foram interrompidas ao se observar o
decréscimo da densidade celular.

A densidade celular foi padronizada para ser utilizada como medida de crescimento de microalgas podendo ser
interpretada como sendo o incremento celular diario dos cultivos. A relagdo entre a densidade celular e a DOgg,
foi pré-determinada através da regressdo linear dos valores de absorbancia correspondente a dez dilui¢Ges
partindo de uma concentracao inicial de referéncia obtido por contagem em cdmara de Neubauer. A densidade
celular maxima (DCM) foi definida como sendo a maxima concentragdo celular em células por mililitro de
cultivo quando a cultura atinge a fase estacionaria de crescimento.

A recuperagdo de biomassa de microalgas para os célculos de rendimento dos cultivos foi feita por
centrifugacdo a 3.500 rpm por 15 minutos, as amostras recuperadas de biomassa foram secas até peso
constante em estufa a 60°C por 24 horas para remocdo do excesso de agua e subsequente avaliacdo do
rendimento em peso seco por gravimetria em balanca de precisédo analitica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas primeiras 24 h de crescimento da microalga com suplementacdo da glicerina, pode-se observar, em todos
os cultivos, a influéncia da grande disponibilidade de nutrientes e compostos organicos oferecidos pelo
efluente, uma vez que o crescimento se deu de forma rapida.

A Figura 1 apresenta os perfis de crescimento da microalga Scenedesmus sp. no efluente urbano secundario
coletado da ETE-UNISC com as diferentes concentragdes de glicerol testadas.
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Figura 1: Densidades celulares dos cultivos submetidos a diferentes concentracdes de glicerol (0
(controle), 1, 3 e 5 g/L). Os dados sdo expressos como média, n=3.

Ao final do segundo dia de crescimento, foram adicionadas ao meio de cultivo as solucfes de glicerina nas
concentracdes de 0, 1, 3 e 5 g/L, ocasionando uma reducdo na densidade celular da microalga, pelo efeito da
diluicdo. A partir de entdo, a densidade celular dos cultivos passou a exibir um comportamento crescente ao
longo do tempo, até o sétimo dia de cultivo, com taxas de crescimento variando em média entre 0,088 cel/dia
para o controle e 0,113 cel/dia para a condicdo 3 g/L de glicerina.

As densidades celulares médias foram obtidas ao final do periodo de cultivo como resultado de taxas
crescentes de incremento celular diario. As taxas de incremento celular diério entre o 7° e 0 11° dia, foram
baixas se comparadas ao periodo anterior. Em uma possivel exploracédo comercial em que tempo e recursos séo
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fatores determinantes de viabilidade, prolongar o tempo de cultivo com taxas de crescimento lentas para
obtencdo de um rendimento apenas residual, em termos de biomassa, pode significar aumento dos custos e
inviabilizagdo econdmica da exploracéo.

Embora as diferencas de densidade celular ndo tenham sido significativas (p > 0,05), os cultivos demonstraram
ser capazes de tolerar diferentes concentragdes de glicerina e crescer, em média, mais do que o controle (0
g/L), provavelmente fazendo uso da glicerina como fonte de carbono orgéanico suplementar.

A viscosidade e a turbidez conferida ao meio pela presenca de glicerina em concentracfes elevadas pode ter
influenciado negativamente o crescimento das microalgas por dificultar a penetracdo da luz e assim limitar a
atividade fotossintética, e ainda, o acesso (assimilagcdo) de nutrientes e outros compostos pelas mesmas
limitando o desenvolvimento de perfis heterotréficos de crescimento que sdo efetivamente responséveis pela
remog¢do de carga do meio. Ainda assim foi possivel obter um crescimento melhor em relacdo ao controle,
destacando-se as condicOes de 5 e 3 g/L de glicerina ambas atingindo densidades celulares médias finais de
1,345 x 107 cel/mL.

Varios microrganismos podem utilizar naturalmente o glicerol como fonte de carbono e também em
substituicdo a alguns carboidratos, como glicose, sacarose e amido. A utilizacdo da glicerina por
microrganismos na produgdo de biomassa além de ser um suplemento em fontes de nutrientes, também pode
aumentar a viabilidade para producéo de biodiesel, agregando valor econémico a este subproduto.*?

Os rendimentos de biomassa de Scenedesmus sp. obtidos dos cultivos em meios contendo diferentes
concentracdes de glicerol (0, 1, 3e 5 g L™) séo mostrados na Figura 2.
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Figura 2: Rendimentos de biomassa obtidos de cultivos de Scenedesmus sp. em meios contendo
diferentes concentragdes de glicerol. Dados expressos como média + desvio-padrao, n = 3.

Dentre as condic@es testadas, a que apresentou maior rendimento de biomassa com 0,974 g/L foi aquela em
que foi utilizada uma concentracdo de 3 g/L de glicerina, sequida das condi¢des de 5 e 1 g/L, com rendimentos
de 0,908 e 0,894 g/L de biomassa, respectivamente. Os rendimentos de biomassa obtidos nas diferentes
concentragdes de glicerina sdo condizentes com o0s resultados de crescimento observados para cada condig&o.
Embora as diferencas ndo sejam significativas em termos de biomassa (p > 0,05), pode-se afirmar que a
glicerina ndo exerce efeito inibitdrio no crescimento de microalgas.

De acordo com Park et al. **, a espécie Scenedesmus sp. é a mais produtiva em condig8es mixotréficas com
rendimentos diarios em termos de biomassa de 80 g/L. No entanto, os testes que envolveram a adigdo de
glicerina ao efluente urbano resultaram nos menores indices de crescimento para essa mesma espécie.
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Em todas as concentragBes testadas foram obtidos resultados positivos no incremento da biomassa, sendo
verificado um aumento da densidade celular mais homogéneo quando comparado a adi¢do de NPK.

A Figura 3 apresenta os perfis de crescimento da microalga Scenedesmus sp. no efluente urbano secundario
coletado da ETE-UNISC com as diferentes concentragdes de NPK testadas.
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Figura 3: Densidades celulares dos cultivos submetidos a diferentes concentracdes de nitrogénio, fésforo
e potassio (0, 1, 3 e 5%, respectivamente). Os dados sdo expressos como média, n=2.

Como esperado, o incremento da densidade celular nos experimentos com suplementacdo de NPK foram
maiores quando comparados a adicdo de glicerina, sendo 5% de NPK a condi¢do que apresentou o maior
incremento final, de 5,3 x 10" cel/mL. Embora esses os experimentos ndo tenham sido concluidos, fica
evidente a contribuicdo de NPK para o desenvolvimento das células da microalga Scenedesmus sp.

Os dados obtidos contribuem para a sequéncia dessa pesquisa com o objetivo de avaliar em um Unico sistema o
efeito das melhores concentragdes dos nutrientes NPK e glicerina sobre o rendimento e o teor de lipideos da
biomassa de Scenedesmus sp., para a biorremediacdo de efluentes e sua posterior transformacdo em
biocombustivel.

CONCLUSOES

E possivel concluir que diferentes nutrientes com distintas concentragdes adicionados ao cultivo de
Scenedesmus sp. influenciaram de forma positiva o incremento da densidade celular.

Com base nos resultados obtidos constatou-se que o emprego da glicerina nas concentracdes de 3 e 5 g/L se
mostrou uma alternativa vidvel a producdo da microalga nas condi¢des estudadas, desta forma a utilizacdo do
glicerol oriundo da fabricagdo de biodiesel se mostra aplicavel na incrementacdo da densidade celular no
cultivo, para um maior rendimento lipidico. O aumento na densidade celular no cultivo com suplementacéo de
NPK foi maior na concentracdo de 5%.
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