UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
ESCOLA DE ENGENHARIA DE LORENA

ALEXANDRE DE MORAES RICARDI

Anadlise dos efeitos das varidveis de processo na producdo de biomassa e nos
parametros reoldgicos da microalga Chlorella minutissima cultivada em reator Raceway

para producdo de biocombustiveis

Lorena
2020






ALEXANDRE DE MORAES RICARDI

Anadlise dos efeitos das varidveis de processo na producdo de biomassa e nos
parametros reolégicos da microalga Chlorella minutissima cultivada em reator Raceway

para producdo de biocombustiveis

Dissertacdo apresentada a Escola de
Engenharia de Lorena da Universidade
de Sdo Paulo para obtencéo do titulo de
Mestre em Ciéncias do Programa de
Po6s-graduacdo em Engenharia Quimica
na Area de Concentracio de
Desenvolvimento de Produtos e
Processos

Orientador: Prof. Dr. Messias Borges

Silva

Verséo Original

Lorena
2020



AUTORIZO A REPRODUQAOAE DIVULGACAO TOTAL OU PARCIAL DESTE TRABALHO, POR QUALQUER MEIO
CONVENCIONAL OU ELETRONICO, PARA FINS DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE

Ficha catalografica elaborada pelo Sistema Automatizado
da Escola de Engenharia de Lorena,
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Ri cardi, Al exandre de Moraes

Anal i se dos efeitos das vari aveis de processo na
producdo de biomassa e nos paranetros reol 6gi cos da
m croalga Chlorella minutissima cultivada emreator
Raceway para producdo de bi oconbustiveis / Al exandre
de Moraes Ricardi; orientador Messias Borges Silva -
Versdo Original. - Lorena, 2020.
138 p.

Di ssertacéo (Mestrado em Ciéncias - Programa de Pos
Graduacdo em Engenharia Quinmica na Area de
Desenvol vinento de Produtos e Processos) - Escol a de
Engenharia de Lorena da Universi dade de Sao Paul o.
2020

1. Mcroalgas. 2. Reologia. 3. Chorune. 4.
Raceway. 5. Biodiesel. |I. Titulo. Il. Silva, Messias
Borges, orient.




Agradecimentos

Agradeco, primeiramente, a Deus, pois sem Ele nada seria possivel.

Aos meus pais, Ofélia e Hélcio, que sempre me deram forca e suporte para seguir meus

ideais.

A minha namorada Gabrielle, que me incentivou o tempo todo e me acompanhou de

perto nessa fase da vida, sendo muito importante e fazendo tudo ficar mais facil.

Ao meu filho Theodoro, que estd vindo ai e foi fundamental nessa fase final de

conclusdo, me dando todo estimulo necessario pra ndo deixar a peteca cair.

Ao professor Dr. Messias, que foi mais que um orientador, sendo uma inspiracédo pra

mim e pra muitos da area académica.

A professora Dr? Daniela, que foi a principal responséavel pelo inicio de tudo, além de

todo suporte e confianca.

Ao professor Dr. Carlos Shigue, que me permitiu aprender ensinando com 0s projetos

aplicados nas escolas publicas de Lorena, além do apoio e incentivo.

Aos meus irmados, Amanda e Henrique, pela parceria e companheirismo.

Ao meu avo, Ademar, por todo apoio e carinho.

Aos meus amigos de Lorena: André, Augusto, Diogo, Matheus, Michel, Ph, Raquel,

Simone, Tati, Thais, Thales e Ygormon pela amizade, pelas risadas e pelos bons momentos.

Aos meus amigos de Rep, Marcos e Trans, pela paciéncia e pela boa convivéncia.



Aos amigos do Lab de Microalgas: Carolzinha, Du, Gilberto, Guilherme,Wallyson e

Junia, pelo suporte e troca de experiéncia.

A Ana Beatriz, pela paciéncia, tranquilidade e disposicdo em me ajudar, pelas

conversas e preocupacgdo com todos os alunos do programa.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela

concessao da bolsa de estudos, que me possibilitou realizar esse trabalho.

A todos que, direta ou indiretamente, participaram e tornaram possivel a conclusio

desse trabalho.



“Vocé pode sonhar, criar, desenhar e construir
0 lugar mais maravilhoso do mundo, mas é
necessario ter pessoas para transformar seu
sonho em realidade ”

Walt Disney






RESUMO

RICARDI, A. M. Analise dos efeitos das variaveis de processo na producado de biomassa
e nos parametros reoldgicos da microalga Chlorella minutissima cultivada em reator
Raceway para producdo de biocombustiveis. 2020. 138p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) - Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena, 2020.

Ha algum tempo, as microalgas vém despertando interesse nos cenarios energético e
ambiental. Sua elevada taxa de proliferacdo, a ndo necessidade de terras e de agua
previamente tratada para cultivo, além do amplo potencial de aproveitamento como fonte de
biocombustiveis, no conceito das biorrefinarias, sdo vantagens que apontam para 0 SuUcesso
desta pesquisa. O presente trabalho teve por objetivo analisar o comportamento reoldgico de
suspensdes da microalga Chlorella minutissima cultivada em chorume (lixiviado de aterro
sanitario), em reator Raceway, onde foram avaliados os efeitos dos fatores: concentragdo do
chorume, concentracao da fonte de carbono (acetato de sddio), vazdo de aeracdo no reator e
frequéncia de rotacdo do motor no agitador, utilizando planejamento de experimentos com
0 arranjo ortogonal de Taguchi Lg para avaliar os efeitos desses quatro fatores nas seguintes
variaveis de resposta: parametros reoldgicos; concentragdo, producdo e produtividade de
biomassa; teor e produtividade de lipideos e reducdo da demanda quimica de oxigénio. Os
resultados mostraram que o teor de acetato de sodio foi o fator que influenciou na maior
quantidade de respostas analisadas no cultivo da microalga Chlorella minutissima, nas
condigdes apresentadas. P6de-se constatar a viabilidade de se utilizar o chorume no cultivo,
exceto em altas concentracOes, aliado ao baixo teor ou auséncia da fonte de carbono. Com
relacdo aos parametros reoldgicos, pdde ser observado comportamento de fluido dilatante,
em todas as condi¢des de cultivo e a vazdo de aeracdo foi o fator que mais impactou nos

resultados desta resposta.

Palavras-chave: Reologia. Chlorella. Chorume. Raceway. Biocombustiveis.



ABSTRACT

RICARDI, A. M. Analysis of the effects of process variables on the biomass production
and rheological parameters of the microalgae Chlorella minutissima grown in Raceway
reactor for biofuels production. 2020. 138p. Dissertation (Master of Science) - Escola de
Engenharia de Lorena, Universidade de So Paulo, Lorena, 2020.

For a while microalgae have been raising interest in energy and environmental scenarios. Its
high proliferation rate, the no need for land and water previously treated for cultivation and
the wide potential of use as a source of biofuels, in the concept of biorefinery, are advantages
that point to the success of this research. This study had the objective of analyzing the
rheological behavior of suspensions of the microalgae Chlorella minutissima cultivated in
leachate (landfill leachate), in Raceway reactor, where the effects of the factors were
evaluated: slurry concentration, carbon source concentration (sodium acetate), aeration in
the reactor and frequency of motor rotation on the agitator using the design of experiments
with orthogonal arrangement of Taguchi Lo to evaluate the effects of these four factors on
the following response variables: rheological parameters; biomass concentration, production
and productivity; percentage and productivity of lipids and chemical oxygen demand
reduction. The results showed that the sodium acetate content was the factor that influenced
the greatest amount of responses analyzed in the cultivation of microalgae Chlorella
minutissima, under the conditions presented. It was possible to verify the viability of using
slurry in cultivation, except in high concentrations, combined with the low content or
absence of the carbon source. Regarding the rheological parameters, dilating fluid behavior
could be observed in all cultivation conditions and the aeration flow was the most impacting

factor on the results of this response.

Keywords: Rheology. Chlorella. Slurry. Raceway. Biofuels.
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1 INTRODUCAO

Ao longo de todo o século XX, os produtos do refino de petréleo tornaram-se a
principal forma de geracdo de energia e a principal base para o desenvolvimento da inddstria
quimica, gerando uma dependéncia global deste combustivel fossil. Contudo, a crise
suscitada pelo aumento do preco do barril petrolifero, na década de 1970, direcionou ao
desenvolvimento de tecnologias para a obtencao de fontes alternativas de energia (MARTIN;
GROSSMANN, 2012).

Concomitantemente, a crescente preocupacdo com questdes ambientais tem se
evidenciado nos ultimos anos, passando a influenciar nas decisGes dos dirigentes de
empresas quanto as fontes energéticas. Dentro deste aspecto, os combustiveis fosseis sdo 0s
mais criticados, devido a producdo de CO, em quantidade que o planeta ndo tem condices
de assimilar a longo prazo (causando o efeito estufa) e, também, pela possibilidade de
emissdo de dxidos de enxofre. Tais combustiveis pertencem a categoria ndo biodegradavel
e que, ao utiliza-los, emitem compostos poluentes a atmosfera (SCHMITZ; MAGRO;
COLLA, 2012).

Nesse contexto, a bioenergia emerge como uma opgao renovavel com grande potencial
de satisfazer as necessidades da sociedade moderna. Em outras palavras, as questdes
econdmicas, geopoliticas e ambientais tém chamado a atencdo do mundo para fontes
alternativas de energia, em especial para 0s biocombustiveis onde os mais representativos
desta classe - o biodiesel, resultado do processamento de lipideos, e o bioetanol, originario
da fermentacéo de carboidratos - apresentam processos produtivos estabelecidos. No Brasil,
a producdo desses biocombustiveis esta perfeitamente consolidada sendo, basicamente, o
biodiesel obtido a partir do 6éleo de soja e o bioetanol oriundo da cana-de-agUcar
(DEMIRBRAS; BALAT, M.; BALAT, H., 2009).

Entretanto, a viabilidade no uso de um biocombustivel estd associada & economia de
energia gerada por ele, destacando a importancia em se fazer um balango energético da sua
cadeia produtiva, assim como da quantidade de gases de efeito estufa emitidos, incluindo as
fases agricola e industrial. Nesse aspecto, a producdo do biodiesel proveniente da soja tem
se mostrado uma boa opc¢éo apenas sob o ponto de vista econdmico, mas ruim no que diz
respeito ao balango energético, a ocupacao de terras e a incluséo social (a qual constitui um
sério problema no Brasil). Além disso, dada a dimensdo do territorio brasileiro, a exploragdo
de outras fontes de matéria-prima para obtencdo de biocombustiveis se faz necesséria, onde

a diversificagdo da matriz bioenergética caracteriza-se como uma nova oportunidade de
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emprego e geracdo de renda. Diante disto, projetos experimentais realizados em todo o
mundo tém destacado as microalgas como a uUnica fonte de biocombustiveis, capaz de
substituir a dependéncia do petroleo no futuro de forma econémica e socialmente viavel
(DEMIRBRAS, A.; DEMIRBRAS, M. F., 2011; SILVA; GOUVEIA; REIS, 2014).

Nos Ultimos anos, a obtencdo de energia a partir das microalgas ganhou adeptos em
muitas partes do mundo, como nos Estados Unidos e em diversos paises europeus. O
incentivo a utilizacdo de microalgas como matéria-prima para producéo de biocombustiveis
é decorrente dos grandes avancos da engenharia de biossistemas, mas que ainda apresenta
grandes lacunas a serem otimizadas (MATHIMANI; UMA; PRABAHARAN, 2015; TIAN
et al., 2016). Nesse cenario, a construcao de reatores que viabilize o cultivo das microalgas
em grande escala e que permita maior controle sobre as condigdes operacionais destaca-se
como um dos principais desafios, uma vez que os elevados custos de construcdo e
operacionalidade dos fotobiorreatores séo fatores limitantes para a sua utilizagdo comercial,
ndo apresentando condicdes para suportar de forma economicamente viavel o cultivo em
grande escala (HE; WANG; SONG, 2016; MAGRO et al., 2016).

Ainda, segundo He, Wang e Song (2016), apesar do fato das microalgas possuirem
elevada produtividade lipidica, o seu cultivo energético em larga escala demanda elevado
contetido de nutrientes. Nesse sentido, diferentes tipos de efluentes tém sido testados como
fontes de agua e nutrientes para a producdo de microalgas, o que pode reduzir visivelmente
0s custos de producdo. A utilizacdo de efluentes como meio de cultivo pode também
melhorar o balanco energético e reduzir impactos ambientais associados a sua disposi¢do em
corpos d“agua sem o tratamento prévio (NECKEL; GOELLNER; BERTOLDI, 2016). No
presente trabalho, o efluente utilizado no meio de cultivo como fonte de nutrientes foi o
chorume (lixiviado de aterro sanitario), proveniente do aterro sanitario do municipio de
Cachoeira Paulista. O aterro sanitario de Cachoeira Paulista-SP esta localizado na Estrada
Municipal Fiuta, Sitio Pai Joaquim, km 4, Bairro do Jardim. Suas ativdades foram iniciadas
em 16 de junho de 2006. A empresa responsavel pelo aterro é a Vale Solu¢6es Ambientais
(VSA), que garante que o terreno disponibilizado para a atividade possui condicdes ideias
de relevo e planialtimetria, perfazendo um total de 500 mil m?. Segundo André Luiz Galvio
Rodrigues, gerente da unidade, o aterro de Cachoeira Paulista possui capacidade para receber
350 toneladas de residuo por dia, sendo esses residuos gerados pelas cidades de Lorena,

Queluz, Canas, Guaratingueta, Cachoeira Paulista, Aparecida, Lavrinhas, Potim, Cunha,
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Caraguatatuba e Sdo Sebastido. O chorume é coletado diariamente de uma lagoa com
capacidade maxima de 210m?® em caminhdes com capacidade de armazenamento de 30m*

O Departamento de Engenharia Quimica (DEQUI) da Escola de Engenharia de
Lorena/Universidade de Séo Paulo (EEL/USP) tem desenvolvido, ao longo dos anos, uma
série de trabalhos cientifica e tecnologicamente relevantes. Com relacdo aos projetos
envolvendo a producéo de biocombustiveis a partir de microalgas, os estudos tém englobado
principalmente a “Otimizagdo no cultivo de microalgas como fonte de matéria-prima para a
producao do biodiesel”, onde esta previsto a constru¢do de um biorreator de alimentacao
continua, sendo selecionado o sistema de alimentacéo mais conveniente, apos analises fisicas
e quimicas das correntes de alimentacdo. Numa linha de pesquisa desse tipo, o
comportamento reoldgico ocupa posicao de destaque, pois todos os materiais envolvidos no
processo tém comportamento ndo-newtoniano e devem ser submetidos aos diversos tipos de
operacOes unitarias como agitagdo, mistura, trocas de calor, movimentacdo por bombas
especiais, separacoes e outras que podem advir da concepgéo e desenvolvimento de todo o
processo.

Nesse contexto, foi proposto um terceiro projeto, com o objetivo de analisar o
comportamento reologico de suspensdes da microalga Chlorella minutissima em diferentes
tempos de cultivo em reatores do tipo coluna de bolhas, submetido e aprovado pela Fapesp
(Processo N. 2014/03244-0, concluido em outubro de 2016), sob o titulo de “Analise do
comportamento reoldgico de suspensdes de Chlorella minutissima ao longo das diversas
etapas para a producao do biodiesel”.

De acordo com os resultados obtidos nos trabalhos mencionados nos paragrafos
anteriores, o cultivo em chorume intensificou a taxa do crescimento microalgal, sem a
necessidade de adicdo de sais, conferindo baixo custo ao processo. Paralelamente, a
biomassa microalgal cultivada no meio Guillard apresentou comportamento ndo-newtoniano
e tal comportamento, aliado ao fato dessas suspensdes apresentarem estruturas complexas,
demanda que, paralelamente as medidas reoldgicas, a biomassa seja caracterizada com
relacdo a configuracdo, quantidade, tamanho e distribuicéo das particulas dispersas, por meio
de um microscopio bioldgico.

Considerando a escassez de informacdes a respeito de dados reologicos de
comportamento de suspensdo de microalgas na literatura cientifica e sabendo que esta
informagdo é um conhecimento chave de suma importancia para se projetar um reator que
atenda as condicGes necessarias para 0 aumento de escala e, ainda, que os fotobiorreatores

ndo demonstram ser capazes de suprir tal necessidade, o presente trabalho tem como objetivo
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analisar o comportamento reoldgico de suspenses da microalga Chlorella minutissima,
cultivada em chorume, em reator Raceway, para diferentes tempos e condigfes de processo,
assim como a configuracédo, quantidade, tamanho e distribuicdo das particulas dispersas na
biomassa. Pata tal, foram avaliados os efeitos da concentracdo do chorume (2,5%; 5,0% e
7,5%), da concentracéo de fonte de carbono (acetato de sodio) (0g.L™t; 1g.Lt e 2g.L1), vazéo
da aeracdo no reator (0,05vvm; 0,10vvm e 0,15vvm) e da frequéncia de rotacdo do agitador
(4rpm, 6rpm e 8rpm).

O comportamento reoldgico da suspensdo da microalga Chlorella minutissima foi
analisado diariamente durante os periodos de cultivo, por meio do rebmetro giratério
Brookfield (LVDV-3T). As particulas suspensas foram caracterizadas com relagdo a
configuracdo, quantidade, tamanho e distribui¢do, por meio de um microscépio bioldgico

trinocular acoplado com camera digital.

1.1 JUSTIFICATIVA

O uso do chorume como fonte de nutrientes e minerais no cultivo de microalgas torna
0 processo mais barato, j& que o uso de vitaminas e demais nutrientes de forma pura encarece
0 processo, tornando-o assim, invidvel em escalas maiores, como na Raceway. Deste modo,
propde-se 0 uso do chorume, que contém grande parte do que é necessario ao cultivo, e ,se
necessario, suplementado com nutrientes que estejam em falta na sua composicdo. A
realizacdo de experimentos, no qual sdo avaliadas 0 comportamento das respostas ao variar
as condicdes de entrada (fatores controlados) é de extrema importancia para o entendimento
do processo e no auxilio de tomada de decisdo de maineira eficaz. A utilizacdo do
planejamento de experimentos, a partir do arranjo ortogonal de Taguchi, visa colaborar para
a viabilidade da pesquisa, reduzindo de forma consideravel a quantidade de tempo e recursos
gastos. Com os resultados obtidos, através deste estudo, o aumento de escala torna-se
possivel, visto que a maior limitacdo para o procedimento é a falta de conhecimento do
comportamento do processo e de como controlar as variaveis inerentes a ele. Ainda, em
relacdo aos resultados, existem poucos estudos abordando reologia de suspensdo de
microalgas, principalmente se restringirmos o assunto a grandes reatores de cultivo, como é

0 caso da Raceway.



25

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Analisar o comportamento reoldgico de suspensdes da microalga Chlorella
minutissima, cultivada em chorume, em reator Raceway, para diferentes condigdes de
processo, assim como a configuracdo, quantidade, tamanho e distribuicdo das particulas
dispersas na biomassa e encontrar a melhor condicdo de cultivo para cada parametro de

resposta analisado, atraves da matriz experimental do arranjo ortogonal de Taguchi La.

1.2.2 Objetivos especificos

Derivados do objetivo geral, o presente trabalho teve outras metas a serem alcancadas:

e Realizar analises como: acompanhamento diério do crescimento do cultivo,
analises reoldgicas, analise de demanda quimica de oxigénio, obtencdo da
biomassa e extracdo de lipideos;

e Utilizar o chorume como fonte de nutrientes e minerais ao cultivo, visando
diminuir os custos de producdo e perimitir o aumento da escala produtiva;

e Avaliar a eficacia do tratamento de efluentes promovido pelo cultivo de
microalgas, atraves dos valores de reducao de DQO;

e Testar a consisténcia do arranjo ortogonal de Taguchi.
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2 PESQUISA BIBLIOGRAFICA

2.1 MICROALGAS COMO MATERIA-PRIMA PARA BIOCOMBUSTIVEIS

As microalgas sdo pequenos organismos fotossintéticos encontrados em ambientes
aquéticos (dgua salgada ou doce). A auséncia de estruturas (caule e folhas), aliada ao fato de
encontrarem-se submersas em agua, tornam as microalgas mais eficientes na conversao de
energia solar em biomassa, quando comparadas as plantas superiores (SCHENK et al.,
2014).

Por volta de 1919 iniciou-se culturas propriamente ditas com algas, sendo a espécie
Chlorella sp. a pioneira nesse sentido, verificando-se que certas algas podiam duplicar-se
com muita velocidade e que sua matéria seca podia conter 50% de proteina crua (BORZANI
et al., 2001). As células de Chlorella podem ter de 2 a 12 um de didmetro, sdo unicelulares,
microscopicas, esféricas, ovoides ou elipsoidais, podendo ocorrer em &gua doce, salgada e
solos. O cloroplasto é parietal, em forma de “taca”, podendo apresentar ou ndo um pirenoide
(GRAHAM; WILCOX, 2002; SHUBERT, 2003), encontrada comumente em lagos, com
grande habilidade de realizar fotossintese (VONSHAK, 1997). Sua composi¢do média é de
aproximadamente 20% de gordura, 45% de proteina, 20% de carboidrato e 10% de minerais
e vitaminas (PHUKAN et al., 2011). A reproducdo € principalmente assexuada sendo
realizada pela formacdo de quatro autoesporos. A reproducdo sexuada é desconhecida
(GRAHAM; WILCOX, 2002).

Microrganismos como a Chlorella sp. (familia Oocystaceae), sdo unicelulares, de
aguas continentais, com ampla distribui¢do geografica e capazes de gerar elevada quantidade
de biomassa sob determinadas condic@es de cultivo (SIPAUBA-TAVARES; PELICONE;
OLIVEIRA, 2009; MOHAN et al., 2009).

Ainda, segundo Sipauba-Tavares, Pelicone e Oliveira (2009) e Mohan et al. (2009),
dentre as microalgas mais utilizadas para producdo de biomassa destacam-se 0s organismos
da Classe Chlorophyceae, os quais apresentam diversos membros com altas taxas de divisdo
celular (tempo de geracdo curto). Alguns representantes das familias Oocystaceae (Chlorella
minutissima. (Figura 1) e Selenastraceae (Ankistrodesmus sp.)) sdo exemplos tipicos de
microalgas, unicelulares, com ampla distribuicdo geografica e que geram elevadas

quantidades de biomassa em curtos intervalos de tempo.
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Figura 1 - Celulas da microalga Chlorella minutissima vista em microscopio biolégico com
aumento de 600 vezes.
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Fonte: (TAGLIAFERRO, 2017).

O crescente interesse no estudo de microrganismos como microalgas deve-se a sua
aplicacdo comercial em diferentes campos tecnoldgicos, como na nutri¢do, na saide humana
e animal, no tratamento de &guas residuais e na obtencdo de compostos de interesse das
indUstrias alimenticia, quimica e farmacéutica, dentre outras (AMIN, 2009; XIA; ZHANG,
HU, 2011). Além destas, as microalgas estdo despertando interesse no cenario energético e
ambiental por apresentarem amplo potencial de aproveitamento, devido ao répido
crescimento, a elevada eficiéncia de conversédo fotossintética, ao elevado teor e capacidade
de acumulo de lipideos e carboidratos, a producdo ndo sazonal e a possibilidade de cultivo
em terrenos improprios para culturas alimentares. Tais vantagens tornaram esses
microrganismos promissores substratos para a producdo de combustiveis, sendo o biodiesel
0 mais explorado, visto que algumas espécies de microalgas tém elevado teor lipidico,
podendo produzir até 137000 litros de 6leo por hectare, ao ano, em condi¢des 6timas
(POHNDOREF et al., 2016).

O aspecto econdmico de producdo de microalgas vem mudando com o passar do
tempo. Primeiramente, seu uso era focado para a area alimentar, logo ap6s surgiram estudos
para obtencdo de compostos para serem utilizados na quimica fina, na fabricacdo de
biomateriais, aplicacdes na agricultura, medicina, tratamento de 4gua e esgoto, bioabsorcao
de metais pesados, biofertilizacdo e acondicionador de solos para o setor agrario. Porém,
recentemente, seu maior foco de utilizagdo esta voltado para o setor energético, na obtencao
de biocombustiveis (REIS; GOUVEIA, 2013).
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Atualmente, as microalgas séo consideradas a fonte de matéria-prima que tem o maior
potencial para substituir os combustiveis fosseis. A producéo de 6leo de microalgas é muitas
vezes superior a de plantas oleaginosas, como a palma, o amendoim e a mamona. Para se
cultivar essa biomassa ndo sdo usados solos agricolas, elas auxiliam na absorcéo do diéxido
de carbono e, também, podem ser utilizadas no tratamento de efluentes (FRANCO, 2011).

A composi¢do quimica das microalgas contém trés componentes principais:
carboidratos, proteinas e lipideos. A concentracdo dos componentes € variavel de espécie
para espécie. Na fabricacdo do biodiesel, a matéria prima necessaria é o lipideo, que se
encontra na forma de triglicerideo, sendo que os &cidos graxos presentes nas microalgas
podem estar dispostos em cadeias curtas e longas e os de cadeia curta sdo os ideais para a
producdo deste biocombustivel (CHISTI, 2007).

Nesse contexto, 0s biocombustiveis a partir de microalgas sdo uma alternativa atrativa
(ZHANG et al., 2010) devido a sua rapida razdo de crescimento, alta concentracdo de
lipideos, pouca ocupacdo territorial - em comparacdo com as demais fontes de
biocombustiveis - e elevada absorcdo de CO, (JORQUERA et al., 2010; SINGH; OLSEN,
2011). A Tabela 1 apresenta dados que diferenciam as diversas matérias-primas utilizadas

para a producéo de biodiesel.

Tabela 1 - Produtividade de biodiesel com diferentes matérias-primas (os valores para as
microalgas séo calculados a partir do teor em 6leo).

Teor de Produtividade Produtividade

Area Necessaria

Matéria-Prima Oleo em Oleo o . em Biodiesel
@omm?Y)  (Lhatat)  (M-AN0TKGhiee) 10q hai 50y
Milho 44 172 66 152
Soja 18 636 18 562
Jatropha 28 741 15 656
Camelina 42 915 12 809
Girassol 40 1070 11 946
Palma 36 5366 2 4747
Microalga (teor 30 58700 0.2 51927
reduzido de 6leo)
Microalga (teor 50 97800 0.1 86515
meédio de 6leo)
Microalga (teor 70 136900 0.1 121104

elevado de 6leo)
Fonte: (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).

De acordo com Monteiro e Mota (2013), os biocombustiveis podem ser classificados

de acordo com a materia prima utilizada na sua producdo, sendo:
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e Os biocombustiveis de primeira geracdo, aqueles cujo processo produtivo encontra-se
bem desenvolvido e sdo produzidos a partir de matérias-primas de origem alimenticia,
como o milho e a soja. A grande desvantagem de sua producéo seria a competicdo entre
0 uso do alimento para fonte de combustivel, aumentando o prego do alimento e seus
derivados.

e Os biocombustiveis de segunda geracdo, aqueles que utilizam como matéria-prima a
biomassa lignocelulosica, podendo esta se originar a partir dos residuos agricolas e do
processamento da madeira, utilizando 6leos de vegetais que ndo sdo comestiveis, como
0 6leo da semente de tabaco e tem como principal problema a sazonalidade da colheita
da matéria prima e a falta de abundéncia da matéria prima.

e Os biocombustiveis de terceira geracao, aqueles originados de biomassa cultivada para
este proposito e que nao tenha nenhuma competicdo com a producéo de alimentos, como
as algas. Como mostrado na Tabela 1, as microalgas tem maior produtividade de éleo se
comparada a outras matérias-primas, além de outras vantagens, como: necessitar de uma
area menor para ser produzida e de ndo ser um alimento.

Segundo Huntley e Redalje (2007), o género Chlorella é considerada uma candidata
promissora para a producdo comercial de lipideos devido ao seu rapido crescimento e facil
cultivo, destacando a Chlorella sp. como uma das espécies mais robustas para o cultivo em
tanques abertos devido ao seu potencial de resistir a contaminac@es, visto que ha uma
contaminacdo considerdvel nesses tipos de tanque, pelo fato de ficarem expostos a
atmosfera.

Além do biodiesel, aplicagfes potenciais na utilizacdo dos residuos provenientes da
extracdo dos lipideos podem ser citadas, ja que tais residuos sdo geralmente ricos em
carboidratos, proteinas e pigmentos, podendo ser convertidos em uma variedade de
biocombustiveis como o biogas, bioetanol, biometado, biohidrogénio, dentre outros
(PRAGYA; PANDEY; SAHOOQ, 2013; NEOFOTIS et al., 2016). De acordo com Zhu et al.
(2014), a producdo de etanol e biogas a partir dos residuos de biomassa gerados em processos
como a extracdo lipidica, pode aumentar a produtividade energética total e representa uma
medida fundamental para ambos 0s aspectos, econdémico e energético, em equilibrio.

Pereira et al., (2012), afirma que a producdo destes organismos autotréficos é realizada
em sistemas iluminados, tais como os fotobiorreatores (sistemas fechados) ou as lagoas
fotossintéticas (sistemas abertos) e, para que a taxa de crescimento e a produtividade sejam
mais elevadas, as microalgas necessitam de condicdes de cultivo adequadas Ainda, segundo

0S autores, 0s principais arranjos dos reatores abertos séo o0s tanques retangulares e circulares
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do tipo Raceway; nos sistemas fechados normalmente empregam-se reatores do tipo coluna
de bolhas, Air Lift e arranjos tubulares espirais (Figura 2) .

Figura 2 - Exemplo de reatores para cultivo de microalgas: (a)Reator tubular espiral, (b)Air
Lift e (c)Raceway.

AL .

Fonte: (a)(KOLLER, 2015), (b) O autor, (c)(HATTAB; GHALY, 2015).

De acordo com Singh e Dhar (2011), os principais parametros que influenciam na
producdo da biomassa microalgal incluem a intensidade de luz, a concentracdo do CO, a
quantidade de nutrientes e as condi¢Bes de mistura. No que diz respeito as condicBes de
mistura, para que a taxa de crescimento e a produtividade da biomassa sejam elevadas, um
sistema de agitacdo adequado é imprescindivel, de modo a manter as células em suspenséo,
proporcionar uma exposicdo uniforme de luz em todas as células, aumentar a transferéncia
de massa para reduzir o gradiente de nutriente na cultura e para evitar sedimentagéo das
células. No entanto, o aumento do cisalhamento pelo fornecimento excessivo de energia
pode produzir danos celulares, afetando o desempenho da cultura (BENNEMANN;
OSWALD, 1996; MAGRO et al., 2016).

No desenvolvimento de novos projetos industriais, como é o caso do cultivo de
microalgas em larga escala para geracdo de biocombustiveis, a analise do comportamento
reoldgico do material é de fundamental importancia nos calculos de engenharia de processos,
envolvendo grande variedade de equipamentos tais como bombas, tubulag¢6es, misturadores,
aeradores, trocadores de calor, dentre outros (PELEGRINE;SILVA; GASPARETTO, 2002;
SILVA; PELEGRINE; GASPARETTO, 2005).



31

De acordo com os resultados obtidos por Lira (2011) e Pelegrine, Silva e Loures
(2016), os cultivos microalgais ndo apresentam valores constantes de viscosidade ao longo
das diferentes etapas do processo e, para otimiza-las, torna-se necessario cautelosa analise

do comportamento reoldgico dos cultivos em cada uma destas etapas.

2.2 METABOLISMO DAS MICROALGAS

O metabolismo da microalga pode ser autotréfico, heterotréfico ou mixotrofico. No
autotrofico, a geracdo de energia necessaria para a sobrevivéncia da célula é regida pela
fotossintese. No heterotréfico sdo adicionados nutrientes e outros compostos organicos
como fonte de carbono (por exemplo: glicose e/ou acetato), que sao dissolvidos no meio de
cultivo, para que o metabolismo ocorra na auséncia de luz. E por ultimo, no cultivo
mixotrofico ocorre a atuacdo de ambos os metabolismos citados anteriormente (MORALIS,
2011; KAEWPINTONG et al., 2007; TERRY; RAYMOND, 1985; BOROWITZKA, 1999;
KIM; HUR, 2013). A Chlorella minutissima é um exemplo de microalga que possui a
capacidade de se adaptar aos trés tipos de metabolismo (CHEN et al., 2011;TERRY;
RAYMOND, 1985). Os tipos de metabolismo estdo representados esquematicamente na
Figura 3.

Figura 3 - Diagrama simplificado do metabolismo das microalgas.

FONTE DE W2

METABOLISMO
MIXOTROFICO

METABOLISMO
AUTOTROFICO

METABOLISMO
HETEROTROFICO

Fonte: (MARIANGO, et al., 2010).

Estudos com microalgas estdo sendo realizados nos mais diversos campos, devido a
sua composicdo e flexibilidade metabdlica. Alguns exemplos, sdo: tratamento de aguas

residuais, detoxificagdo biologica e remoc¢édo de metais pesados, como bioindicadores para
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deteccdo de substancias, entre outros. Os cultivos heterotréficos e mixotréficos vem sendo
empregados nos meios de cultivo empregando efluentes (RAMSUNDAR et al., 2017;
RAZZAK etal.,2017; REYIMU; OZCIMEN, 2017; SINGH; TIWARI; DAS, 2016). Ainda,
o cultivo mixotréfico, apresenta vantagens, como: rapido crescimento e elevado rendimento
em biomassa e teor de lipideos, tornando bastante interessante para producdo de biodiesel
(MITRA; VAN LEEUWEN; LAMSAL, 2012; HEREDIA-ARROYO et al., 2011)

Além dos lipideos, as microalgas possuem outros metabolitos de valor agregado, como
por exemplo, carboidratos, proteinas e pigmentos que podem ser refinados e comercializados
com diferentes aplicacdes. Dentre as principais espécies de microalgas cultivadas hoje no
mundo, estdo a Chlorella sp. e Spirulina sp., utilizadas com a finalidade principal de
suplementacdo alimentar; a Dunaliella salina, que é boa fonte de caroteno e a Haematococus
pluvialis, cultivada com o objetivo de producdo de astaxantina (AZEREDO, 2012). A

composicdo celular média de algumas espécies de microalgas pode ser observada na Tabela

Tabela 2 - Comparacao da composicao celular entre diferentes espécies de microalgas.

Espécies Proteinas Caboidratos Lipideos
Scenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22
Chlorella pyrenoidosa 57 26 2
Chlorella minutissima 30 9 47
Dunaliella salina 57 32 6
Spirulina platensis 46-63 8-14 4-9
Spirulina maxima 60-71 13-16 6-7

Fonte: (BECKER, 2013; HATTAB; GHALY, 2015; TAGLIAFERRO, 2017).

2.3 CULTIVO DE MICROALGAS

2.3.1 Tipos de reator

As microalgas podem ser cultivadas de diferentes formas, que sdo divididas

basicamente em dois grandes grupos: cultivos abertos e fechados.
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a) Sistema de cultivo aberto

As lagoas fotossintéticas sdo fotobiorreatores abertos, com profundidade variando de
10 a 50cm aproximadamente, de modo que permita a difusdo de dioxido de carbono
proveniente da atmosfera e a penetracéo da luz solar (CHISTI, 2007).

A absorcdo de CO, da atmosfera através da superficie de uma Raceway é
absolutamente insuficiente para suportar a fotossintese. Uma fonte de CO> é necessaria para
evitar a limitacdo de carbono e atingir alta produtividade de biomassa. Segundo Weissman,
Tillet e Goebel (1989), entre 35 e 70% do CO: injetado para um Raceway é perdido para a
atmosfera, se traduzindo em uma perda monetaria significativa. Se o dioxido de carbono
for consumido rapidamente e nédo reposto, o pH torna-se alcalino. Quando o CO; é injetado
no meio de cultivo, ele pode ser encontrado na forma de 4 espécies: CO2, H2CO3, HCO3 e
CO32. Seguem as seguintes equacdes de equilibrio:

CO2 + H20 <> H2CO3
H.CO3 <> HCO3 + H*
HCOs; < CO3?% + H*

Como pode-se perceber, existe um acimulo de ions H*, fazendo com que o pH do
meio de cultivo diminua (LEKANG, 2007). No entanto, o consumo do diéxido de carbono
pelas microalgas é dado pelas seguintes rea¢cdes (RICHMOND, 2004):

2HCO3 e~ CO3? + H20 + CO;
HCO3z < CO2 + OH"
CO3? + H20 «> CO2 + OH

E possivel ver que ha, no decorrer do cultivo, uma acumulagio de ions OH", levando
a um aumento gradual do pH. Caso ndo haja biomassa suficiente para absorver o CO:
injetado no meio de cultivo, o pH ficara mais 4cido (LOURENCO, 2006).

Um aumento do pH durante os periodos de pico de fotossintese € comumente visto
nestes sistemas de cultivo (BECKER, 1994). Um pH alcalino néo ¢ desejado, uma vez que
resulta na geracdo de aménia. Esta dissolve-se a partir de sais de amonio e isto inibe a
produtividade de algas. O crescimento em meio alcalino pode nao ser possivel para as algas
oceanicas, como a Chlorella sp., uma vez que os sais marinhos se precipitam a valores de
pH inferiores a 8 (CHISTI, 2012). Na maioria dos casos, o CO; fornecido é realmente

absorvido pela alga sob a forma de bicarbonato. Segundo Jeon et al. (2016), existem enzimas
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que convertem o NaHCO3s em CO; e vice-versa e Hou et al. (2016) e Kim et al. (2017),
elucidam a vantagem do uso do bicarbonato em relacdo ao CO, que apresenta baixa
solubilidade no meio e, por isto, em grande parte € perdido para a atmosfera, assim, isto, faz
com que o uso do NaHCO3 torne-se mais conveniente em relagdo ao suprimento de CO>
gasoso.

Os Raceways Ponds (Figura 4) séo sistemas pouco sofisticados, onde as microalgas
ficam expostas ao contato direto com a atmosfera, sdo cultivadas sob condi¢cdes naturais de
iluminacdo e temperatura e com baixo ou nenhum controle dos parametros ambientais. Esses
tanques, geralmente, possuem 30cm de profundidade e sdo construidos de concreto, fibras
de vidro, policarbonato com fundo de terra ou revestidos com material plastico. Nestes
tanques ocorre uma recirculacdo em circuito fechado. Essas culturas sdo constantemente
agitadas com pas mecanicas para evitar a sedimentacédo das particulas, sendo utilizado para
a producdo de microalgas das espécies: Spirulina, Chlorella, Arthrospira platensis,
Anabaena sp., Nannochloropsis e Dunaliella (DERNER et al.,2006; PEREIRA, et al., 2012;
JORQUERA et al., 2010; CHISTI, 2007).

A agitacdo de culturas, em meio liquido, mantém as células em suspensdo e evita
parcialmente a sua deposicdo no fundo do biorreator, favorecendo a homogeneizacéo de
disponibilidade de luz a todas as células em suspensdo e promovendo a eliminacdo de
excesso de oxigénio dissolvido no meio, o que diminui o risco de ocorrer morte celular por
fotooxidagdo (BECKER, 2004).

Figura 4 - Desenho esquematico de uma lagoa de cultivo em formato de pista (Raceway).

Rotor Colheita Alimentagdo
de
Pas

Chicanas Fluxo Chicanas

Fonte: JORQUERA, 2010).
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O sistema aberto apresenta grandes vantagens, como: o0 baixo custo de investimento
de operacdo e possibilidade de scale up. A producdo de microalgas em lagoas abertas ndo
compete por espaco com culturas agricolas, podendo ser alocada em terras e locais néo-
agricultaveis. Ainda, exigem menor energia na producéo, tem facil manutencéo e limpeza e
0 seu potencial de producdo de energia liquida € elevado, o que favorece na producéo de
biocombustiveis. Porém, sua maior limitagdo esta na dificuldade em conseguir controlar o
processo e na vulnerabilidade a contaminacao por outras algas ou protozoarios, que podem
inviabilizar a producdo (BRENNAN; OWENDE, 2010).

b) Sistema de cultivo fechado

Os sistemas fechados, também denominados fotobiorreatores, tem como principais
caracteristicas 0 maior controle das variaveis de processo. Sdo, geralmente, construidos de
acrilico ou vidro para uma melhor penetragdo da luz, melhorando a eficiéncia da fotossintese.
Ha o controle da iluminacgdo e da intensidade da iluminacdo. Seu meio € esterilizado, o que
evita contaminacgdo de outros microrganismos e € possivel se controlar a vazdo de ar e COa,
permitindo uma maior produtividade ao adaptar o meio de cultivo para otimizar 0 processo
de acordo com a microalga escolhida. Dentre os tipos de fotobioreatores, os mais usados
séo: flat-plate e coluna de bolhas ou tubulares (Figura 5).

Figura 5 - Fotobiorreatores dos tipos (a) Flat-Plate e (b) coluna de bolhas.

Fonte: O autor.
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A Tabela 3 apresenta as vantagens e desvantagens entre os sistemas aberto e fechado.

Tabela 3 - Vantagens e desvantagens dos sistemas de cultivo.

Parametros Sistema Aberto Sistema Fechado
Risco de Contaminagéo Muito Alto Baixo
Necessidade de Area Alta Baixa
Perda de Agua Muito Alta Muito Baixa
Perda de CO2 Alta Muito Baixa
Varledade_d(,e Especies Poucas Alta, quase todas
Cultivaves
Flexibilidade de Producéo Nenhuma Alta
Rep rodutibilidade d0§ Especificas do Local Possivel
Parametros de Producéo
Padronizagéo Nenhuma Possivel
Dependéncia do Clima Absoluta Insignificante
Pediodo até producéo liquida
ser alcancada apdés o inicio ou Longo Curto
interrupcoes
Concentragédo de Biomassa 01-05glL1 2-8glL1
Eficiéncia nos Processos Baixa, grande volume com Alta, volumes menores com
Downstream baixas concentra¢es altas concentragdes

Fonte: (PULZ, 2001).

2.3.2 Principais parametros de cultivo

Tanto no ambiente natural quanto nos cultivos, o crescimento de uma populacéo de
microalgas é resultado da interacdo entre fatores biologicos, fisicos e quimicos (RAVEN,
1988). Os fatores bioldgicos incluem os fatores reprodutivos da prépria espécie, a taxa
metabdlica e as interacdes entre as espécies, bem como com a possivel influéncia de outros
organismos sobre o desenvolvimento algal. Quanto aos fatores fisico-quimicos, que afetam
0 crescimento das microalgas, sdo principalmente reportados estudos sobre a luz, a
temperatura, a salinidade e a disponibilidade de nutrientes (HELLENBUST, 1970;
GUILLARD, 1975; EPPLEY, 1977, YONGMANITCHAI; WARD, 1991, LOURENCO;
MARQUES Jr., 2002; BEGON; TOWNSEND; HARPER, 2007).

Segundo Gladue (1991), a maioria das espécies algais € fotoautotréfica, isto €, através
da fotossintese obtém energia da luz para fixar carbono, necessario para a construgdo de
biomassa.

Fatores como temperatura, luz e nutrientes ndo afetam somente a taxa fotossintética e

a produtividade em biomassa das microalgas, tais fatores afetam também o metabolismo
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celular e por consequéncia a composi¢do celular (VONSHAK, 1997). O principal
componente de interesse nas microalgas para a producdo de biodiesel é o lipideo, que
segundo Suali e Sarbatly (2012) pode atingir altas porcentagens na biomassa pela
manipulacdo do método de cultivo. A cultura de microalgas requer um controle rigoroso de
todos os fatores de crescimento: nutrientes, pH, temperatura, concentragdo de CO2, O, e luz.
Para otimizar o crescimento € necessario compreender o0 comportamento dos
microrganismos sob diferentes condigdes:

e Nutrientes (suplementacdo): Segundo Lourengo (2006), os nutrientes podem ser
subdivididos em trés categorias, apresentando as seguintes caracteristicas:

o Macronutrientes: Apresentam as fungdes de constituir a estrutura de
biomoléculas, membranas e do meio intracelular, participar do processo de
troca de energia, regular atividades metabdlicas, dentre outras funcbes de
grande importancia. Carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio, fosforo,
enxofre, potassio, magnésio, silicio e ferro sdo o0s principais
macronutrientes presentes em células vivas;

o Micronutrientes: Participam da estrutura e atividade de diversas enzimas.
Por exemplo, o molibdénio (Mo) é necessario para a assimilacdo do
nitrogénio. O cobalto (Co) é requerido nas microalgas que sintetizam
vitamina B12. Manganés, molibdénio, cobalto, boro, vanadio, zinco, cobre
e selénio sdo os principais micronutrientes presentes em células vivas;

o Vitaminas: As vitaminas que sdo usualmente adicionados aos meios de
cultivos séo: Tiamina (B1), que possui fungéo geral de agir como coenzima,
Biotina (B7), que atua no transporte de CO> e Cianocobalamina (B12), que
ndo possui ainda um papel metabolico suficientemente elucidado.

e Luz: A luz é um fator importante no cultivo, visto que as microalgas sdo seres
fotossintetizantes. No cultivo de microalgas, a demanda por luz aumenta com o
passar do tempo. Dessa forma, uma correta suplementacdo de luz é necessaria para
um crescimento adequado das microalgas. Uma alta suplementacdo luminosa na
fase inicial de crescimento pode causar foto-inibi¢cdo (SOARES, 2010).

e Aeracdo: A aeracao dos cultivos, também é um fator limitante, pois impede que as
células sedimentem, mantendo-as em suspensdo. Além disso, o sistema permanece
homogéneo e todas as células sdo expostas as mesmas condic¢des de cultivo. Essa
aeracdo pode ser realizada por um sistema de agitacdo mecanico (pas) em sistemas

abertos, sistema de bombas, reciclo e distribuicdo de bolhas pelo reator fechado. A



38

aeracdo também ajuda no processo de respiragdo microbiana, deixando o meio
homogéneo facilita a dissociacdo do O, no meio facilitando a troca de gases do
microorganismo com o meio. (BORZANI et al., 2001).

e Temperatura: O crescimento celular e a porcentagem lipidica sdo fortemente
afetados pela temperatura. Dependendo da espécie, a0 aumentar a temperatura
observa-se o aumento no teor de lipideos (VERMA et al., 2010). Microalgas do
género Chlorella sdo boas produtoras de lipideos quando cultivadas a temperaturas
entre 25 a 30°C, embora sejam capazes de crescer em temperaturas a partir de 16°C
(SUALI; SARBATLY, 2012).

Nos cultivos em batelada as células sdo inoculadas no meio fresco no inicio do cultivo,
n&o havendo nenhuma adicao posterior de nutrientes.

A composicdo do meio de cultivo é de suma importancia para 0 bom desenvolvimento
das microalgas. Dentre os nutrientes adicionados, destaca-se a importancia da fonte de
nitrogénio. Sabe-se de longa data na literatura, que o acimulo de lipideos no interior das
celulas das microalgas pode ser ampliado em ambientes de cultivo com escassez de nitrato
(ABEDINI NAJAFABADI et al., 2015; LI et al., 2016; RASDI; QIN, 2015; SAN PEDRO
etal., 2014; SUNG et al., 2017). A composicdo bioquimica das microalgas esta relacionada
a integracdo de varios processos envolvidos na absorcdo e assimilacdo de nutrientes. Por
exemplo, a deficiéncia de certos nutrientes podera levar a uma maior absorcdo destes no
meio (BEARDALL; YOUNG; ROBERTS, 2001). Quando o meio possui limitacdo de
nitrogénio (N), algumas microalgas reagem com aumento nos teores de lipideos ou
carboidratos, havendo um decréscimo na sintese de proteinas (ILLMAN; SCRAGG;
SHALES, 2000; RICHMOND, 2004). A rota de producdo de proteinas, neste caso, €
desviada para producdo dos outros dois componentes celulares. A célula responde a
deficiéncia como um periodo de escassez do nutriente e direciona 0 metabolismo para
acumulo de material de reserva (GROBBELAAR, 2004). O teor de fosforo (P) disponivel
para as microalgas também pode provocar diferentes respostas na producdo de componentes
celulares. Em Ankistrodesmus falcatus a limitacdo deste nutriente aumentou a producéo de
lipideos e carboidratos e diminuiu a sintese de proteinas (KILHAN et al., 1997). Segundo
Rasdi e Qin (2015), a relagéo de nitrato e fosfato (N:P) influencia a taxa de crescimento e a
quantidade de &cidos graxos poli-insaturados. Ainda, no mesmo estudo, 0s autores

verificaram que uma proporcdo de 120:1 de N:P aumenta o teor de determinados &cidos
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graxos poli-insaturados nas células da microalga Nannochloropsis oculata. San Pedro et al.
(2014), por outro lado, verificaram que a limitacdo na concentracdo de fosfato no meio néo
influencia de forma tdo significativa na producdo de biomassa e de lipideos, quanto
comparada a limitacéo de nitrato.

Além da fonte de nitrogénio, também existe a necessidade da escolha da fonte de
carbono, assim como a determinacdo da quantidade desta fonte a ser disponibilizada.
Conforme a natureza da fonte de carbono empregada, o cultivo da microalga € classificado
como: autotréfico, mixotréfico ou heterotrofico, como ja mencionado anteriormente. O
cultivo autotréfico ocorre quando apenas fontes inorgénicas de carbono (especialmente COz)
sdo empregadas, sob iluminacdo constante ou ndo, de modo que a microalga obtém energia
através da luz e faz fotossintese (GROBBELAAR, 2004). O bicarbonato também é uma
fonte de carbono empregada em regimes autotroficos, uma vez que existem enzimas que
transformam bicarbonato em CO> e vice versa (JEON et al., 2016). No cultivo mixotréfico,
por sua vez, ocorre a fotossintese, pois é fornecido COz e iluminagdo, porém também é
fornecida uma fonte orgénica de carbono (glicose, acetato, melaco e glicerina, por exemplo).
Por fim, no cultivo heterotrofico é fornecida a fonte de carbono, porém ndo ocorre
fotossintese, pois o cultivo é realizado no escuro (GROBBELAAR, 2004). A escolha da
fonte de carbono tem forte influéncia sobre o crescimento celular, acdimulo de lipideos e na
producdo de ®3 e w6 das microalgas (ABEDINI NAJAFABADI et al., 2015; CHEIRSILP;
TORPEE, 2012; LI et al., 2016; SELVAKUMAR; UMADEVI, 2014; WOODWORTH et
al., 2015). Em um de seus trabalhos, Abedini Najafabadi et al. (2015), avaliaram o efeito do
uso de diversos tipos de fontes de carbono (organicas e inorgénicas) na producao celular,
acumulo de lipideos e producdo de acidos graxos da microalga Chlorella vulgaris. Dentre as
fontes de carbono testadas, 0 uso de acetato de s6dio, em um cultivo com baixa concentracéo
de nitrato, foi o que apresentou o maior teor de lipideos. Ainda, observaram que o acetato de
sodio, o bicarbonato de s6dio e 0 melaco sao fontes de carbono que propiciaram altos teores
de acido a-linoleico (um dos é&cidos graxos poli-insaturados do tipo ®3). Na Tabela 4, estdo
presentes os dados do estudo de Abedini Najafabadi et al. (2015), no qual fizeram um cultivo
em dois estagios (estagio | com quantidade suficiente de nitrogénio e estagio Il com falta de
nitrogénio) e compararam a influéncia das fontes de carbono: ar, CO>, bicarbonato de sédio
e acetato de sddio nos seguintes parametros: concentracdo e produtividade de biomassa,

quantidade e produtividade de lipideos e quantidade e produtividade de acidos graxos:
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Tabela 4 - Comparacdo das produtividades de biomassa, lipideos e &cidos graxos usando
diferentes fontes de carbono durante cultivo em dois estagios.

Acetato de Bicarbonato de

AX 3% CO2 sédio s6dio

Tempo (dia) 8 7 6 6

Concentracéo de
Biomassa (g.L™?)
Produtividade de
Biomassa (g.L*.dia™)
Quantidade Final de
Lipédeo (%)
Produtividade de
Lipideo (g.L*.dia?)
Quantidade de Acidos
Graxos (%)
Produtividade de Acidos
Graxos (g.L1.dia?)
Fonte: (ABEDINI NAJAFABADI, et al., 2015).

1,083 + 0,042 1,366 + 0,048 1,176 £ 0,015 1,250 + 0,066
0,093 + 0,005 0,146 + 0,007 0,139 + 0,002 0,151 +0,011
25,86 + 2,84 36,75+ 0,81 42,5+1,93 36,31 £ 2,00
23,94 £ 0,06 53,76 £ 0,22 59,11+ 0,19 54,96 +0,88
2,496 +0,260 5,971+0,0696 7,613 +0,852 5,500 +0,406

2,31+0,05 8,73+0,19 10,59 + 0,09 8,32+0,18

Hou et al. (2016), obtiveram bons resultados com a microalga Dunaliella salina
usando bicarbonato como fonte de carbono. Inclusive, elucidam a vantagem do uso do
bicarbonato em relagdo ao CO>, que apresenta baixa solubilidade no meio e, por isto, em
grande parte é perdido para a atmosfera. Isto, faz com que o0 uso do NaHCO3 torne-se mais
conveniente em relagdo ao suprimento de CO- gasoso (HOU et al., 2016). Kim et al. (2017)
também menciona as mesmas vantagens do uso do NaHCOs, elucidando sua equivaléncia,

em termos de crescimento celular e producéo de carotenoides, com o CO..

2.3.3 Crescimento e desenvolvimento das microalgas

Considera-se um meio de cultura liqguido com uma fonte de energia adequada, 0s
nutrientes necessarios, condi¢des quimicas e fisicas favoraveis em sistema fechado (exceto
a troca de gases). Se uma populacgdo de organismos for inoculado, pode-se obter uma curva
(Figura 6), que mostra as varias fases caracteristicas do crescimento de populagdes

microbianas, ao seguir o seu crescimento ao longo do tempo (RICHMOND, 2004).
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Figura 6 - Variacdo da biomassa pelo tempo em cultivo descontinuo.

Fonte: Adaptado de (BORZANI et al., 2001)

Tomando como referéncia as numeracdes do gréafico, as fases sdéo (RICHMOND,
2004):

1 - Fase de adaptacdo (fase lag): trata-se de um periodo de adaptacdo das células
extraidas de uma cultura em fase exponencial ou estacionaria para um meio fresco; esta fase
é extensa na presenca de toxicos, de nutrientes dificilmente metabolizéveis ou se o indculo
for de reduzida dimenséo ou inadequado.

2 - Fase de aceleragdo do crescimento: trata-se de um periodo onde as células j& estéo
adaptadas e comegam a multiplicar-se; a taxa especifica de crescimento é inferior ao valor
maximo.

3 e 4 - Fases de crescimento exponencial: fase de crescimento acelerado onde o valor
da taxa especifica de crescimento se mantém constante, atingindo o seu valor maximo.

5 - Fase de desaceleracdo do crescimento: nesta fase a concentragdo de um (ou mais)
nutriente(s), tornar-se-a limitante, com o consequente decréscimo da taxa especifica de
crescimento.

6 - Fase estacionaria: As populacdes raramente conseguem manter um crescimento
exponencial a altas velocidades durante um largo periodo de tempo, visto que o crescimento
estd limitado pelo esgotamento dos nutrientes ou pelo acimulo de produtos inibitérios do
metabolismo. Como consequéncia a velocidade de crescimento diminui e iguala a taxa de
morte. A populacdo de microrganismos mantém, durante algum tempo, uma concentracao
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aproximadamente constante de biomassa a custa da utilizacdo de reservas internas de
nutrientes ou dos nutrientes que sao libertados para o meio devido a lise de outras células.

7 - Fase de morte: A morte resulta do esgotamento de nutrientes da cultura de
microrganismos. A cinética de morte é também equivalente a uma reaccdo de primeira

ordem.

2.3.4 Acompanhamento do crescimento das microalgas

Em um cultivo descontinuo de microalgas, o tempo de crescimento pode variar de
acordo com as condic¢es impostas, sendo que o acompanhamento do desenvolvimento
celular faz-se essencial para determinar o momento 6timo para coleta da biomassa formada.
Os principais métodos utilizados para acompanhar o crescimento celular é a contagem de
celulas por microscopia e a medida da densidade Optica por espectrofotometria
(LOURENCO, 2006).

Ainda, segundo Lourenco (2006), a contagem direta por microscopia € a técnica mais
simples e tradicional para monitorar o crescimento de microalgas, por intermédio de uma
camara de contagem, como por exemplo, uma camara de Neubauer. Um numero de células
algaceas presentes em um determinado volume ¢é contado com o auxilio de um microscopio
biolégico com capacidade de aumento de pelo menos 400 vezes. Nas contagens em
microscopio, a densidade de individuos é geralmente expressa como o niumero de células
por mililitro de cultivo. J& o crescimento de microalgas pelo uso da densidade Optica se
baseia na obstrucéo fisica da luz pelas células, quanto mais células estiverem presentes na
amostra maior sera a absorcao de luz e menor seré a passagem da luz pela amostra. Utiliza-
se um espectrofotdmetro para realizar as medi¢des de um cultivo de microalgas num

comprimento de onda de 680nm.

2.3.5 Colheita da biomassa

Um dos grandes impasses na comercializa¢do das microalgas é o alto custo da colheita
da biomassa, chegando, em alguns casos, a 30% do custo do processo (GUDIN;
THERPENIER, 1986). Por isso, € importante que existam pesquisas cujo foco ¢é justamente

esta etapa.
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Apos o periodo de cultivo, deve-se proceder com a colheita da biomassa microalgal,
que é considerada por muitos a etapa chave para a producgdo industrial de biocombustiveis a
partir de Oleos de microalgas. Isso se deve ao fato delas crescerem em culturas muito
diluidas, o que faz necessario o processamento de grandes quantidades de liquidos para a
sua colheita, desprendendo alto consumo energético (LEE; LEWIS; ASHMAN, 2010;
ZHANG et al., 2010).

A colheita é basicamente uma separacao solido-liquido entre a biomassa e meio de
cultivo, respectivamente, que pode ser realizada através de sedimentacao, centrifugacao ou
filtracdo (RICHMOND, 2004). Ainda, podem ser feitas a floculacéo e flotacdo da biomassa,
previamente (KIM et al., 2005).

Apds o término da fase de cultivo, se faz necessaria a colheita da biomassa. A colheita
€ 0 processo que visa a remocgdo da agua de cultivo para a obtencdo da biomassa em
concentracéo alta o suficiente e para que, assim, possa ser processada. Desta biomassa pode-
se extrair os lipideos e diversos outros produtos de valor agregado. O processo de colheita
pode ser efetuado de diversas formas, dentre elas pode-se citar:

e Floculagdo quimica: As células das microalgas apresentam naturalmente carga
elétrica negativa, oriunda de terminais organicos desprotonados, tais como
carboxilatos, fosfatos, etc. Esta carga eletrostatica auxilia na manutencdo das
células das microalgas em suspencéo no meio de cultivo. O processo de floculacao
visa, basicamente, neutralizar esta carga elétrica, com a adi¢do de um floculante,
possibilitando que as células se arranjem em flocos e decantem. Este processo se
da com a doacdo de cations metalicos por parte dos floculantes. Em geral, a
floculacdo é uma técnica que €é aplicada como um primeiro estagio da colheita,
precedendo, por exemplo, a filtragdo ou a centrifugacdo com obtencéo de elevados
valores de eficiéncia (AL HATTAB; GHALY; PEREZ DE LOS RIOS, 2015;
PIRWITZ; RIHKO-STRUCKMANN; SUNDMACHER, 2015).

e Filtracdo: O método de filtracdo consiste em submeter o meio de cultivo a passar
por uma membrana de poros reduzidos que retém as células microalgais e
permitem apenas a passagem do meio liquido (BABEL; TAKIZAWA; OZAKI,
2002). Na filtrag&o de pequenos volumes, utiliza-se um aparato de filtragdo como
um frasco de Kitasato ou similar, porém num cultivo de grande escala, a separacéo
de enormes volumes de microalgas para posterior processamento da biomassa
somente é viavel se a espécie apresentar células grandes ou filamentosas

(LOURENCO, 2006). Em geral, usa-se filtragdo a vacuo para se acelerar o



44

processo de colheita. Uma desvantagem é que nem sempre a filtragdo convencional
consegue reter as células da microalga, devido ao seu tamanho reduzido, tendo-se
que recorrer a processos como filtragdo por membrana e ultrafiltracdo (AL
HATTAB; GHALY; PEREZ DE LOS RIOS, 2015; BRASIL; SILVA;
SIQUEIRA, 2017; BRENNAN; OWENDE, 2010). Embora néo seja uma etapa
obrigatoria, uma possivel saida para este problema seria uma etapa prévia de
floculacdo (WAN et al., 2015).

Centrifugacdo: Método fisico que vém se provando muito eficiente na colheita de
microalgas no decorrer do tempo (BRASIL; SILVA; SIQUEIRA, 2017). Sua
principal desvantagem envolve elevados custos, especialmente para cultivos de
grandes volumes, devido ao gasto energético (AL HATTAB; GHALY; PEREZ
DE LOS RIOS, 2015; BRENNAN; OWENDE, 2010). Uma possivel saida para
este problema seria uma etapa prévia de floculacdo antes do processo de
centrifugacdo (PIRWITZ; RIHKO-STRUCKMANN; SUNDMACHER, 2015;
WAN et al., 2015).

Sedimentacdo: E um processo lento que envolve a separacdo das células de
microalgas do meio de cultivo pela acdo da forga gravitacional, portanto, um
processo simples, porém com baixa eficiéncia (LOURENCO, 2006; DE GODOS
et al., 2011). Em contra partida, a centrifugacdo que utiliza um equipamento de
sedimentacdo de células que atua pela acdo da forca centrifuga, trata-se de um
processo rapido de recuperacdo de biomassa, porém que requer alto consumo de
energia. Por esta técnica a biomassa € concentrada sem a adicdo de produtos
quimicos, conservando suas caracteristicas originais (LOURENCO, 2006;
VERMA et al., 2010; DE GODOS et al., 2011).

2.3.6 Sintese de lipideos em microalgas

As microalgas sintetizam os lipideos a partir da fonte de carbono, seja inorganico

(CO2) ou organico (glicose, acetato, etc.). Os componentes e 0s teores de lipideos nas células

das microalgas variam de espécie para especie, sendo divididos basicamente em lipideos

neutros (triglicerideos e colesterol) e lipideos polares como os fosfolipideos. Os lipideos

neutros como os triglicerideos sdo considerados como o principal material para a producéao
do biodiesel (HUANG et al., 2010).
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Um dos obstéculos para a producdo de lipidios € o custo relativamente elevado, que se
espera superar ao desenvolver novas e avangadas tecnologias. A producao de biomassa algal
€ mais cara do que a producdo de culturas, pois o crescimento fotossintético requer luz, COa,
agua e sais inorganicos. A temperatura, também, deve estar controlada entre os 20 e 30 °C,
para minimizar os gastos. A producdo de biodiesel deve utilizar luz solar disponivel
livremente, apesar da variacao sazonal e diaria (CHISTI, 2007).

O teor de 6leo comumente encontrado nas microalgas situa-se na faixa de 20 a 50%,
porém espécies de microalgas como a Botryococcus braunii podem produzir teores de
lipideos em torno de 75%, assim como a espécie Schizochytrium sp. pode atingir teores de
lipideos proximos a 77%, conforme apresentado na Tabela 5, porém com baixa
produtividade de biomassa. Entretanto espécies como a Chlorella vulgaris, requerem menor
tempo de cultivo e apresentam alta produtividade celular, porém atingem quantidades de
lipideos inferiores a 20% (CHISTI, 2007; BRENNAN; OWENDE, 2010). Na Tabela 5, esta
disposto um levantamento comparativo entre as espécies de microalgas e sua capacidade de

produzir lipideos.

Tabela 5 - Espécies produtoras de lipideos e suas respectivas porcentagens em relacdo a
biomassa seca.

Espécies Contetido de Oleo (% em massa seca)
Botryococcus braunii 25-75
Chlorella 28 —32
Crypthecodinuim cohnii 20
Cylindrotheca sp. 16 - 37
Dunaliella primolecta 23
Isochysis sp. 25-33
Monallanthus salina > 20
Nannochloris sp. 20-35
Nannochloropsis sp. 31-68
Neochloris oleoabundans 35-54
Nitzschia sp. 45 — 47
Phaeodactylum tricornutum 20-30
Schizochytrium sp. 5077
Tetraselmis sueica 15-23

Fonte: (CHISTI, 2007).

Além do teor lipidico, deve-se atentar ao perfil dos acidos graxos presentes no material

lipidico, uma vez que, caracteristicas estruturais das moléculas de acidos graxos como o
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comprimento da cadeia, o grau de instauragdo e a presenca de ramificacdes refletem
propriedades finais ao biodiesel, determinando assim a sua qualidade (KNOTHE;
MATHEAUS; RYA, 2003).

De um modo geral, biodiesel oriundo de lipideos que possuem em sua composi¢ao
elevadas quantidades de acidos graxos de cadeia insaturada, com destaque para os acidos
linoleico (C18:2) e linolénico (C18:3) provocam problemas na igni¢do do combustivel, auto-
oxidacdo e entupimentos de filtros no motor que implicam em falhas no funcionamento do
motor. Entretanto composicdes lipidicas ricas em &cidos graxos saturados, em especial 0s
acidos palmiticos (C16:0) e esteédrico (C18:0) conferem ao biodiesel uma boa qualidade
como uma ignicdo adequada e estabilidade de operagdo. (KNOTHE, 2005; RAMOS et al.,
2003).

2.3.7 Extragéo de lipideos

Apdbs o término do cultivo e posterior colheita da biomassa, a proxima etapa &,
normalmente, a extracdo dos lipideos. Varias formas de se obter o 6leo sdo conhecidas e
estes processos, de um modo geral, podem ser divididos em extracdes fisicas (ultrassom,
micro-ondas, etc.) ou quimicas (extracdo por solvente). Embora, para se obter maiores
rendimentos de extracdo, é comum 0 uso combinado destes processos. Desta forma, os
processos fisicos atuam rompendo as células das microalgas, aumentando o contato dos
lipideos com o solvente e, com isto, facilitando a extracdo e melhorando seu rendimento
(BRENNAN; OWENDE, 2010; MUBARAK; SHAIJA; SUCHITHRA, 2015).

A técnica criada por Bligh e Dyer (1959), consiste em misturar 100 mL de metanol e
100 mL cloroférmio a uma amostra de 100 g, agitando durante 3 minutos. O sistema formado
entdo é monofasico e tem como objetivo inicial extrair totalmente para 0 meio os lipideos
presentes na amostra. Adiciona-se entdo, mais 100 mL de cloroférmio a mistura para
aumentar ainda mais a solubilidade de lipideos. Entdo, agua é adicionada ao sistema,
formando um ternério bifasico, onde ha a fase orgéanica, formada pelo cloroférmio e pelos
lipideos, e a fase aquosa, constituida por agua e metanol. As duas fases sao entdo separadas
em um funil de decantacdo e a fase orgénica é evaporada. Por analise gravimétrica, é possivel
avaliar a quantidade de lipideos presente na amostra (SMEDES; THOMASEN, 1996). O
objetivo da adigdo de metanol e cloroformio a amostra é dissolver tanto gorduras polares

(fosfolipideos e &cidos graxos livres), quanto apolares (trigliceridios). Apos a adi¢éo da agua,
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somente a fase com cloroférmio mantém a solubilidade dos lipideos (SMEDES;
THOMASEN, 1996).

Dentre os solventes possiveis para 0 uso nas extracdes de lipideo de microalga a
mistura cloroférmio (apolar) com metanol (polar) é a mais largamente empregada, com a
vantagem de ndo necessitar da completa secagem da biomassa (processo energeticamente
custoso) para o lipideo ser extraido (HALIM; DANQUAH; WEBLEY, 2012; MUBARAK;
SHAIJA; SUCHITHRA, 2015).

A extracdo por solventes pode, para aumento de eficiéncia, ser realizada com o auxilio
de processos fisicos de extracdo, como é o caso das micro-ondas e do ultrassom
(BRENNAN; OWENDE, 2010; MUBARAK; SHAIJA; SUCHITHRA, 2015). No caso das
micro-ondas, mistura-se o solvente a biomassa e incidem-se as micro-ondas. As micro-
ondas, ondas eletromagnéticas com frequéncia entre 0,3 e 300 GHz, atuam sobre a agua da
biomassa (além de outras moléculas polares) gerando aquecimento concentrado e abrupto
sem contato direto com o material. Este aquecimento sobre a biomassa provoca aumento de
pressdo interna as células levando a sua ruptura, facilitando a extracéo dos lipideos (HALIM,;
DANQUAH; WEBLEY, 2012; MUBARAK; SHAIJA; SUCHITHRA, 2015). O método
usando ultrassom, por outro lado, aplica ondas sonoras sobre a mistura solvente/biomassa,
que gera ciclos de alta e baixa presséo ao longo de seu percurso. Os ciclos de baixa pressao
geram bolhas por evaporacdo que sdo comprimidas e implodem no ciclo de alta presséo,
num fendmeno denominado cavitacdo. A cavitagdo provoca o rompimento das células,
facilitando desta forma, o processo de extracdo (AL HATTAB; GHALY; PEREZ DE LOS
RIOS, 2015; KANNAN; PATTARKINE, 2014). Em ambos 0s casos, o rompimento celular
libera os lipideos que se encontravam no interior das células ampliando seu contato com o
solvente organico e, por isto, melhorando o rendimento do processo de extracao
(BRENNAN; OWENDE, 2010; MUBARAK; SHAIJA; SUCHITHRA, 2015).

2.4 USO DE EFLUENTES NO CULTIVO DA BIOMASSA MICROALGAL

O termo efluente é utilizado para designar qualquer residuo liquido resultante dos
processos industriais, podendo ser gerado na planta ou entdo usado como insumo. A
crescente demanda por produtos e servicos tem elevado drasticamente a atividade industrial,
gerando cada vez mais desses residuos, cuja composi¢cdo pode variar de acordo com sua

origem, podendo conter grande quantidade de matéria organica ou ainda apresentar altas
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concentracdes de metais toxicos, representando um grave problema para 0 meio ambiente
(QUINTELAS et al., 2008; YANG et al., 2011).

Frente a essa problematica, busca-se aliar desenvolvimento econémico com protecao
ambiental, onde tém-se intensificado os estudos baseados em processos bioldgicos para
tratamento de efluentes, surgindo assim a biossor¢do. Esse processo apresenta-se como
tecnologia promissora e em expansdo, com baixo custo e alta eficiéncia (ZHU et al., 2014).

Dentre os micro-organismos utilizados na biossorcao, as microalgas tém sido foco de
inimeras investigacdes biotecnoldgicas envolvendo tratamento de efluentes, em funcéo da
sua capacidade de retencédo e imobilizacdo de metais (SCHMITZ; MAGRO; COLLA, 2012;
TANGO, 2015). Além de produzirem diversos subprodutos de interesse, as microalgas se
mostraram potencialmente Uteis no tratamento de aguas residuarias, jA que possuem a
habilidade de remover matéria organica e nutriente dos efluentes, incorporando-os a
biomassa (BONINI, 2012).

Para que os biocombustiveis, produzidos a partir da biomassa de microalgas, sejam
economicamente viaveis, tém sido propostos por diferentes autores que o cultivo seja
realizado de forma alternativa, sem a utilizacdo dos meios sintéticos convencionais
(JOSEPH, V.; JOSEPH, A., 2001; BHATNAGAR et al., 2011; CHINNASAMY et al.,
2010). O uso de aguas de efluentes indrustriais, agricolas e aguas de esgotos domésticos tém
sido indicados como meios alternativos, capazes de diminuir o valor agregado dos cultivos,
visto que tais residuos, geralmente, sdo liberados no meio ambiente sem tratamento prévio
(PITTMAN; DEAN; OSUNDEKO, 2011).

Espécies de algas como a Chlorella foram amplamente aplicadas para tratamento de
aguas residuais e demonstraram capacitade para remover nitrogénio, fésforo e demanda
quimica de oxigénio (DQO) com diferentes tempos de retencdo. Qualquer que seja o tipo de
agua residual, deve apresentar nutrientes que favorecam o crescimento da biomassa para que
possam ser usadas para compor meio de cultivo de microalga. O nutriente mais comumente
encontrado nas aguas residuais é o nitrogénio sob as formas de amonio e nitratos. O fosforo,
outro nutriente importante no metabolismo microalgal, também, pode ser encontrado nas
formas de fons inorganicos H,PO4 e HPO42 (WANG et al., 2010; GULDHE et al., 2017).

Segundo Bhatnagar et al. (2011), em efluentes de esgotos domésticos, Chlorella
minutissima mostrou ser tolerante a auséncia de oxigénio (O) dissolvido, crescendo em
faixas variadas de pH (4-12) e diferentes intensidades luminosas (2uEm2s ' a30pEm 2s1).

No entanto, nem todas as microalgas avaliadas conseguiram crescer em aguas residudrias
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municipais. Deve-se considerar que, na entrada de um sistema de tratamento, a agua
geralmente apresenta excessos de nutrientes tais como sais dissolvidos e substancias toxicas,
baixas concentracfes de oxigénio, e ocorre pouca penetracao de luz. A vantagem deste tipo
de habitat é oferecer baixa competicao, facilitando uma melhor adaptacdo das microalgas as
condigOes existentes e, consequentemente, favorecendo o aumento da taxa de crescimento,
ou seja, da producdo de biomassa nas espécies estudadas.

Assim como as aguas residuais, o lixiviado de aterro sanitario (chorume), também,
contém nutrientes, além de matéria organica, metais e sais dissolvido e pode ser utilizado
como meio de cultivo. No entanto, devido a alta concentragdo dos compostos presentes em
sua composicdo, nos quais alguns sdo toxicos, a diluicdo antes de ser acionado ao meio
celular, torna-se necessaria (CHEAH et al., 2016). O lixiviado é um liquido produzido pela
lixiviacdo de substancias presentes em residuos sélidos urbanos de aterros sanitarios ou
provenientes de sua decomposicdo. E obtido apo6s a percolagdo dos intersticios da massa
deste residuo por agua de origem pluviométrica ou do préprio lixo. Possui odor
desagradavel, cor escura, com presenca de sélidos em suspensdo, metais pesados, compostos
nitrogenados, compostos toxico, entre outros (MAIA et al., 2015; QUEIROZ et al., 2011,
SOUTO, 2009; BIDONE, 2007).

Segundo Ghosh, Thakur e Kaushik (2017), de uma forma geral, a maioria dos
lixiviados tem a mesma composi¢do basica e € caracterizada por quatro grupos de poluentes.

a) Matéria organica dissolvida: expressa como demanda quimica de
oxigénio (DQO) ou Carbono orgéanico total (COT), incluindo CH4 e
acidos graxos;

b) Macro componente inorganico: Ca*?, Mg*2, Na*, K*, NH*™, CI", SO,
e HCOs;

¢) Metais pesados: (Cd*?, Pb*?, Cr*?, Cu*?, etc);

d) Compostos inorganicos xenobidticos: hidrocarbonetos aromaticos,
fendis e alifaticos clorados.

A utilizacdo de aguas residuais ou lixiviados demonstram ser uma boa alternativa
econdmica e ecologicamente vidveis para a producdo de ennergia de forma renovavel,
através da producdo de microalgas. Deste modo, pode-se gerar biocombustiveis como
biodiesel e bioetanol, a partir da biomassa microalgal produzida nos meios de cultivo
contendo nutrientes reaproveitados das aguas residuais ou lixiviado, que seriam descartados
ou tratados, pelas maneiras convencionais, além de reduzir consideravelmente os custos de
producéo e operacdo (RICHARDS; MULLINS, 2013).
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2.5 REOLOGIA

A reologia é definida como a ciéncia que estuda a deformacéo e o fluxo dos materiais.
(TANNER, 2000). Os fluidos reais apresentam uma certa resisténcia ao escoamento ou a
deformacéo e esta resisténcia € resultante de uma propriedade denominada viscosidade,
introduzida por Issac Newton, em 1887 (SINGH; HELDMAN, 2003).

Schramm (2006), atribui a reologia a capacidade de descrever a deformacdo de um
corpo sob a influéncia de tensdes.

A lei de Newton afirma que a forca por unidade de area (tensdo de cisalhamento),
necessaria para manter o movimento do fluido, € proporcional ao gradiente de velocidade na
direcdo perpendicular ao fluxo (taxa de deformacdo), e a constante de proporcionalidade
corresponde a viscosidade, a qual é sinbnimo de atrito interno, ou seja, medida da resisténcia
ao escoamento (SHARMA; MULVANEI; RIZVI, 1999). A equagdo que descreve o
comportamento destes fluidos € dada por:

T=py 1)
No qual, T corresponde a tensdo de cisalhamento, y a taxa de deformagdo e p a

viscosidade absoluta.

Os fluidos que obedecem ao postulado de Newton, descrito pela equagdo (1), séo
chamados de fluidos newtonianos. Para estes fluidos, a viscosidade é independente de y ou
de t, dependendo somente da composicdo e da temperatura (BARNES; HUTTON;
WALTERS, 1989). De acordo com Castro, Covas e Diogo (2001) os fluidos newtonianos
séo aqueles que apresentam uma relacdo linear entre a tensdo de cisalhamento e a taxa de
deformacéo, independente da taxa de deformacdo e da tensdo de cisalhamento inicial.

Os fluidos que ndo obedecem ao postulado de Newton séo designados genericamente
de ndo-newtonianos (HOLDSWORTH, 1971). Fluidos ndo-newtonianos séo caracterizados
como todo o fluido cuja relagdo entre tenséo de cisalhamento e taxa de deformacéo néo for
linear e/ou ndo passar pela origem. Para fluidos ndo-newtonianos o termo viscosidade é
substituido por nsp que é a viscosidade aparente, e é funcdo do gradiente de velocidade
(VIDAL; GASPARETTO; GRANDIN, 2000). A viscosidade é funcdo da taxa de

deformacdo ou da tensdo de cisalhamento e por isto, para caracteriza-los, € utilizada a
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viscosidade aparente (na.), a uma taxa de deformacéo especifica, representada pela equagéo
(2):
Na= T/]/iv (2)

No qual, yi € a taxa de deformac&o na qual se calculou na.

Segundo Rao e Rizvi (1986) os fluidos ndo-newtonianos podem ser dependentes ou
independentes do tempo. Quando a temperatura e a composicdo S0 constantes, a
viscosidade aparente depende apenas da taxa de deformacdo ou da tensdo de cisalhamento.
O comportamento desses fluidos pode ser dividido em duas categorias: pseudoplasticos e
dilatantes. Para os fluidos pseudopasticos, a viscosidade aparente diminui com a tenséo de
cisalhamento; estas substancias geralmente sdo dispersGes de moléculas ou particulas
assimétricas, que no repouso apresentam um estado desordenado, mas quando submetidas a
uma tensdo de cisalhamento, tendem a orientar-se na direcdo da forca aplicada. Quanto mais
elevada a tensdo de cisalhamento, maior sera a ordenacéo e, consequentemente, menor sera
a viscosidade aparente (TISCHER, 2006).

O comportamento dilatante é encontrado em suspens@es, no qual a viscosidade
aparente aumenta com a tensdo de cisalhamento. Uma explicacdo para este tipo de
comportamento é que, a medida que a tensdo de cisalhamento aumenta, o liquido intersticial
entre as particulas torna-se incapaz de preencher os espacos, devido a um aumento no
volume que acompanha o fenémeno, ocorrendo contato direto entre as particulas sélidas,
fazendo com que a viscosidade aparente aumente (LEONARDI; CAMPOS, 2001).

Os fluidos também podem apresentar uma tensdo inicial a ser vencida antes deles
escoarem e este comportamento é usualmente explicado em termos da sua estrutura interna,
capaz de impedir 0 movimento para valores de tensdo de cisalhamento menores do que um
valor limite to. Para t > 1o a estrutura interna colapsa, permitindo o escoamento (BOURNE,
1982). Para os fluidos ndo-newtonianos dependentes do tempo, a viscosidade aparente
depende também da duracdo da tensdo aplicada. Esses fluidos sdo subdivididos em
tixotropicos e reopéticos. No caso do primeiro, a uma taxa de deformacéo fixa, o fluido
torna-se menos viscoso com a duragéo do cisalhamento, enquanto que para o ultimo observa-
se um aumento de viscosidade com o tempo (OLIVEIRA, 2013 ; SCHRAMM, 2006). As

curvas de fluxo, que caracterizam os fluidos esté@o representadas na Figura 7.
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Figura 7 - Tipos de comportamento de fluxo.
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2.5.1 Modelos reoldgicos

Segundo Rao e Anantheswaram (1982), na literatura existem muitos modelos
reoldgicos propostos. A escolha do tipo do modelo a ser utilizado deve ser feita em fungéo
das caracteristicas do fluido que se quer estudar. Os modelos mais comumente utilizados
sdo: Ostwald-de-Waelle (Lei da Poténcia), Bingham, Herschel-Bulkley e Casson. Os

modelos citados estdo caracterizados na Tabela 6.

Tabela 6 - Comparacdo entre os modelos reoldgicos.

Modelo Equacao Parametros
Bingham T=1y+ Up.y Hp ; To
Lei da Poténcia T=k./ Kip; N
Casson 25 = koo + ke )PP Ko,c; Ke
Herschel-Bulkley =1 + kyg. Kug: N

Nota: t: tensdo de cisalhamento; y: taxa de deformac&o; kip, kus; Kc: s&0 0s indices de consisténcia;
ko.c: constante do modelo; n: é o indice de comportamento.
Fonte: O autor.

Segundo Machado (2002), o parametro reologico do modelo da lei da poténcia indice

do comportamento do fluido (n) é uma grandeza adimensional e indica fisicamente, o
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afastamento do fluido considerado do modelo newtoniano; e o indice de consisténcia (k)
indica o grau de resisténcia do fluido diante do escoamento, ou seja, quanto maior o valor
de k mais consistente o fluido sera.. Segundo Navarro (1997), através do modelo de Ostwald-
de-Waelle observa-se que a equacdo se reduz ao modelo de Newton quando o indice de
comportamento do fluido n = 1. Como o indice de consisténcia (k) ndo varia com a tenséo
de cisalhamento nem com a taxa de deformac&o, é o indice n que fard a distin¢éo entre o0s
comportamentos dos fluidos e, desta maneira, quanto mais distante o n do fluido estiver do
valor unitario, mais distante também o fluido estara do comportamento newtoniano. Para n
> 1, o fluido é dilatante; Para n = 1, o fluido é newtoniano; Para n < 1, o fluido é
pseudopléstico.

Os modelos de Herschel-Bulkley e de Plastico de Bingham séo usados para fluidos
que s6 iniciam o processo de escoamento quando a tensdo de cisalhamento aplicada supera
uma tensdo inicial que é propria do material (VIDAL; GASPARETTO; GRANDIN, 2000).

A Figura 8 mostra as curvas de fluxo caracteristicas para cada modelo matematico.
Figura 8 - Curvas de fluxo caracteristicas para cada modelo matematico.
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Fonte: O autor.

2.5.1.1 Modelo de Bingham

Um plastico de Bingham néo flui até uma tensao de cisalhamento, T, exercer um valor
minimo, 1o , conhecido também como “Yield Point”. Depois da tensdo de cisalhamento

minimo ter sido aplicada, varia¢6es na tensao de cisalhamento sdo proporcionais as variagao
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na taxa de cisalhamento e a constante de proporcionalidade € chamada de viscosidade
plastica (Lp). Percebe-se que a unidade de viscosidade plastica é semelhante & unidade de
viscosidade aparente (Ua) para um fluido newtoniano (BOURGOYNE Jr et al., 1991).
Considerando a teoria molecular coloidal, os parametros reologicos do fluido
binghamiano possuem uma interpretacdo. O atrito entre as particulas dispersas e entre as
préprias moléculas do liquido dispersante é o responsavel por um dos componentes de
resisténcia ao escoamento - a viscosidade plastica. Enquanto isso, as forcas de interacao entre
as particulas dispersas sdo consideradas a causa da existéncia do outro parametro viscoso -
o limite de escoamento, também denominada de componente eletroviscosa. E sabido ainda
que se a concentracdo de particulas dispersas aumenta entdo a viscosidade pléstica também
aumenta, isto é, quando aumenta o potencial idnico do meio, causando um consequente

aumento das forcas eletrostaticas entre as particulas dispersas (MACHADO, 2002).

2.5.1.2 Modelo de Ostwald Waale ou Lei da Poténcia

Como o modelo de Bingham, o modelo de poténcia requer dois parametros para
caracterizacdo do fluido. Entretanto o0 modelo de poténcia pode ser usado para representar
fluidos pseudoplasticos (n < 1), um fluido newtoniano (n = 1) ou um fluido dilatante (n > 1)
(BOURGOYNE Jretal., 1991). Este modelo nédo se aplica para todo e qualquer fluido, nem
a todo intervalo de taxa de cisalhamento. Entretanto, existe um ndamero razoavel de fluidos
ndo-newtonianos que apresentam comportamento de poténcia, num largo intervalo de
velocidades cisalhantes Os parametros reoldgicos do fluido de poténcia sdo o indice de
consisténcia (k) que indica o grau de resisténcia do fluido diante do escoamento, quanto
maior o valor de k mais consistente € o fluido e mais dificil de escoar ele é. O indice de
comportamento ou de fluxo (n), que indica fisicamente o afastamento do fluido do modelo
newtoniano. Se o valor de “n” se aproxima de um entdo o fluido estd proximo do
comportamento newtoniano. Um grande numero de fluidos ndo-newtonianos se comporta
como pseudoplasticos, isto €, 0 <n >1 (MACHADO, 2002). As emulsdes e as solu¢des de
polimeros ou de macromoléculas lineares sdo 0s exemplos mais tipicos da industria do
petroleo. Tecnicamente, fluidos que “afinam” quando a vazdo ou taxa de cisalhamento
aumenta, sdo denominados pseudoplasticos. O “afinamento” de muitos materiais liquidos se
manifesta reversivelmente, isto é, eles recuperam a sua viscosidade original alta, quando o

cisalhamento é reduzido ou cessado. Teoricamente, as particulas retornam ao eu estado
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natural de interacdo ndo orientada em relacdo a forcas de cisalhamento. As gotas readquirem
sua forma esférica e os agregados se reagrupam devido ao movimento browniano
(MACHADO, 2002).

2.5.1.3 Modelo de Herschel-Bulkley

Este modelo ¢ uma modificacdo do modelo de Ostwald de Waale onde se adicionou o
parametro 1o , (tensdo limite de escoamento ou limite de escoamento real). E chamado
também de fluido de poténcia com limite de escoamento ou fluido de poténcia modificado e
tem trés parametros reoldgicos a serem levados em consideragdo, que define a equagdo do
modelo. Materiais tipicos que exibem tensdo limite de escoamento sdo dispersdes de argila
com polimeros, empregados amplamente na inddstria de petréleo como fluidos de
perfuracdo. O modelo em questdo € mais completo do que 0s anteriores, uma vez gque a sua
equacdo engloba trés parametros, como visto, além do que, os modelos comentados
anteriormente (Bingham e Ostwald de Waale) podem ser analisados, perfeitamente, como
casos particulares deste (MACHADO, 2002).

2.5.2 Fatores que influenciam na reologia das suspensoes

As referéncias mais recentes relatam como os principais fatores responsaveis pelo
comportamento reologico das suspensdes a configuracdo, quantidade, tamanho e
distribuicdo das particulas dispersas; em relacdo a fase continua, os fatores que mais
influenciam nas propriedades reoldgicas sdo a sua composicdo quimica, concentracao
eletrolitica e temperatura (MACHADO, 2002; HAMINIUK et al., 2009).

De um modo geral, a formacdo de sistemas coloidais (incluindo as suspensdes)
envolve a degradacdo de particulas de dimensdes maiores ou a agregacao de moléculas de
ions pequenos. Em ambos os mecanismos, as taxas de agregacdo e fragmentacdo sao
determinadas predominantemente pelo tamanho da particula e pelo gradiente de velocidades,
estimado através da energia dissipada por unidade de massa. A taxa de dissipacao de energia
é responsavel pela frequéncia de colisdo e pela energia de impacto entre as particulas
colidindo. Baixas taxas de dissipacdo de energia promoverdo agrupamentos do tipo
particula-particula, enquanto que a turbuléncia do fluido provavelmente causara
fragmentacéo dos agregados (MELO; MENEZZI, 2010).



56

Segundo Barnes, Hutton e Walters (1989) trés tipos de forgas coexistem nas particulas
suspensas em um liquido. Primeiramente, existem as forcas de origem coloidal, que se
originam das interacGes entre as particulas: se esta forca liquida resultante for atrativa, as
particulas tendem a flocular, enquanto que uma repulsédo global indica que as particulas
permanecerdo dispersas. Em segundo lugar, devem ser consideradas as forgas de Brownian,
fortemente dependentes do tamanho das particulas; este tipo de forca descreve a distribuicdo
espacial das particulas em uma média de tempo, além de assegurar que as particulas estao
em constante movimento. Em terceiro lugar, as for¢as viscosas que agem sobre as particulas
devem ser consideradas; as forgcas viscosas sdo proporcionais a diferenca entre as
velocidades locais das particulas e a do fluido circundante; consequentemente, a forma como
estas particulas afetam a viscosidade da suspensdo estd intimamente relacionada a
viscosidade da fase continua.

Nos cultivos microalgais, 0 comportamento ndo-newtoniano dilatante é geralmente o
mais comum; consequentemente, a viscosidade destes fluidos ndo pode ser expressa por um
unico valor, sendo esta obtida pela tangente em cada ponto do reograma, dependendo da
tensdo aplicada (LIRA, 2011).

2.6 PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS

O planejamento de experimentos € considerado, entre 0s métodos estatisticos 0 mais
apropriado para investigacdo de variaveis influentes em processos. E um método estruturado
e organizado, utilizado na determinacdo de diferentes fatores de entrada e saida do processo,
envolvendo a definicdo do conjunto de experimentos, nos quais todos os fatores relevantes
sdo variados sistematicamente (HARIDY; GOUDA; WU, 2011). O planejamento
experimental é definido como um conjunto de técnicas estatisticas aplicadas ao
planejamento, conducéo, analise e interpretacdo de testes controlados, buscando encontrar e
definir fatores que influenciam os valores de um parametro ou um grupo de parametros de
interesse (BRUNS; BARROS NETO; SCARMINIO, 2010). Este método representa um
conjunto de ensaios estabelecidos com critérios cientificos e estatisticos, com o objetivo de
determinar a influéncia de diversas varidveis de entrada em determinadas variaveis de
resposta indicando as melhores condi¢des experimentais na tentativa de melhorar o processo
com a maior precisdo estatistica ao menor custo possivel. (BUTTON, 2005; ARANDA,;
JUNG; CATEN, 2008; SILVA, H. A; SILVA, M. B, 2008; SOUZA et al., 2011).
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A otimizagéo de parametros de processo e a melhoria da qualidade de produtos tém
sido amplamente utilizada com o planejamento experimental através da aplicagdo de
conceitos da engenharia e estatistica (WANG; HUANG, 2007). Segundo Franceschini e
Macchietto (2008), o planejamento experimental ou design of experiments (DOE) é uma
ferramenta estatistica que visa maximizar o valor das varidveis respostas obtidas em cada
experimentacdo, além de reduzir o nimero de condicBes experimentais, a fim de minimizar

custo e tempo.

2.6.1 Método de Taguchi

A metodologia desenvolvida pelo engenheiro e estatistico Genichi Taguchi, consiste
em matrizes ortogonais, que levam seu nome e sao uma excelente opcdo para a analise de
dados em processos com mdaltiplas varidveis de entrada. Com esta metodologia, é possivel
se verificar, com um nimero reduzido de experimentos, quais variaveis de entrada possuem
influéncia sobre as variaveis de saida de um processo. De certa forma, as matrizes ortogonais
de Taguchi sdo baseadas nos planejamentos fatoriais completos, porém ndo é necessaria a
realizacdo de todas as combinagfes experimentais possiveis. A notacdo para as matrizes
ortogonais Taguchi é L, no qual i € o nimero de experimentos necessarios para a realizacdo
da andlise estatistica (TAGUCHI, 1986; TAGUCHI; CHOWDHURY:; YUIN, 2005).

O método de Taguchi € uma robusta ferramenta matematica, capaz de descobrir 0s
parametros significativos de um processo ideal através de aspectos qualitativos multiplos
(CHIANG; HSIEH, 2009). De acordo com Barrado et al. (1996), a aplicacdo do Método de
Taguchi consiste em:

e Selecionar as varidveis resposta, a serem otimizadas;

e Identificar os fatores (variaveis de entrada) e escolher 0s seus niveis;

e Selecionar o arranjo ortogonal apropriado conforme literatura (TAGUCHI,
KONISH, 1987);

e Executar 0s experimentos de maneira aleatdria para evitar a incorporacao de
erros sistematicos;

e Analisar os resultados utilizando a relacdo sinal-ruido (S/N) e analise de
variancia (ANOVA);

e Determinar o melhor ajuste dos parametros.
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O Método de Taguchi é capaz de oferecer vantagens como a redu¢éo da variabilidade
do processo, conformidade proxima do resultado desejado e, consequentemente, a reducéo
dos custos operacionais. Além disso, 0 método utiliza arranjos ortogonais que permitem
estudar diversos fatores com um numero reduzido de experimentos (RANA et al., 2014).

Genichi Taguchi introduziu o importante conceito na literatura em experimentos
chamado de fatores de ruido ou fatores incontrolaveis, a percepcao de Taguchi foi notar que
esses fatores podem em muitos casos ser controlaveis (varidveis). Experimentos sao
realizados modificando os fatores de controle, assim obtém o desenvolvimento de um
modelo em que as respostas sdo uma funcdo de ambos os fatores controlaveis e os fatores de
ruido. O termo robusto consiste em utilizar esse modelo para otimizar os fatores controlaveis,
de tal forma que a solucdo € insensivel ou robusta as variacGes dos fatores de ruido. Os
fatores controlaveis sdo as variaveis do processo, enquanto que variaveis nao controlaveis
sdo os ruidos, ou seja, fatores que interferem na variabilidade experimental (YANG;
HWANG; LEE, 2002).

A quantidade de experimentos pode ser reduzida para um nivel pratico, por isso uma
escolha é necessaria para identificar os fatores mais representativos sobre a variavel resposta.
As matrizes ortogonais de Taguchi constituem um dos meios mais eficientes para identificar
a importancia dos fatores, realizando um numero reduzido de experimentos (WANG;
HUANG, 2015). O projeto experimental de Taguchi € um arranjo ortogonal para organizar
0s parametros que afetam o processo e determinar os fatores que afetam a qualidade do
produto. O método experimental de Taguchi investiga como 0s parametros afetam o
desempenho do processo em estudo (KISHORE et al., 2009). Taguchi, de acordo com o
trabalho de Rana et al. (2014), relata que o método € um tipo especial de matriz que se pode
empregar em Varias situaces, no qual a quantidade de colunas das matrizes € nimero
méaximo de fatores que podem ser estudados. Uma matriz ortogonal € um projeto
experimental construido para permitir uma avaliacdo matematica independente do efeito de
cada um dos fatores, permitindo assim analisar os dados coletados de forma eficiente
(TANSEL et al., 2011).

Uma vez realizados os experimentos, a0 menos em duplicata, a analise dos dados se
da com o uso da analise de variancia (ANOVA). Com o uso da ANOVA é possivel se

determinar quais, de todos os fatores estudados, séo realmente influentes ao processo.
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3 METODOLOGIA
3.1 CARACTERIZACAO DA MICROALGA UTILIZADA NOS EXPERIMENTOS

Para o estudo em questdo, utilizou-se a microalga marinha Chlorella minutissima,
oriunda de Cananéia/SP (Figura 9), gentilmente doada pelo Departamento de Oceanografia
Biologica do Instituto Oceanografico da Universidade de S&o Paulo.
Figura 9 - Células de Chlorella minutissima utilizadas no presente trabalho.
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Fonte: O autor.

A cepa da microalga Chlorella minutissima foi mantida em uma incubadora
confeccionada em madeira e dotada de um fotoperiodo, controlada por um temporizador. A

intensidade luminosa fornecida foi de 15 W por uma lampada fluorescente (Figura 10).

Figura 10 - Banco de células da microalga Chlorella minutissima no interior do cepério do
Laboratorio de Engenharia de Microalgas da Escola de Engenharia de Lorena

Fonte: O autor.
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Para manutencdo de um banco de células, foi feita a repicagem em erlenmeyers de 125
mL, com fotoperiodo de 12h:12h (luz/escuro) e luminosidade média de 4,8 klux. As
repicagens foram feitas em periodos de 15 a 20 dias, na proporcdo de 10mL de cultura
antecessora para 90mL de meio de cultivo novo e os frascos agitados de forma manual uma
vez ao dia.

Para a manutengédo do cultivo mée, foi adotado o meio Guillard (1975), sendo que
todos os reagentes utilizados no preparo foram de padréo analitico. As solugdes de estoque,

utilizadas para preparar o0 meio de cultivo, foram filtradas através de filtros de 0,22um.
3.2 0 REATOR TIPO RACEWAY POND

O reator usado para realizar os experimentos do presente trabalho foi um reator aberto
do tipo Raceway Pond confeccionado em fibra de vidro com espessura de 3mm e com as
dimensdes: 140cm de comprimento x 40cm de largura x 40cm de altura, conforme a

representacdo da Figura 11.

Figura 11 - Desenho representando as dimensdes do reator tipo Raceway.
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Fonte: O autor.
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A Raceway conta com um sistema de agitacdo por meio de pas movidas por um motor
de corrente continua, um sitema de aeracao confeccionado em tubos perfurados de PVC, que
cobre o corredor contrario as pas e lampadas de led com comprimento de onda misturados

entre azul e vermelho.

33MEIO E CONDICOES EXPERIMENTAIS PARA O CRESCIMENTO DA
MICROALGA CHLORELLA MINUTISSIMA EM REATOR DO TIPO RACEWAY.

O crescimento microalgal foi acompanhado em reator Raceway, onde 0s meios de
cultivo utilizados foram solugdes compostas por dgua salinizada e chorume (lixiviado de
aterro sanitario), proveniente do aterro sanitario do municipio de Cachoeira Paulista.

Primeiramente, o chorume foi analisado com relacdo a sua composicdo metalica,
através do método 3005a (USEPA, 1999). O resultado da analise encontra-se no APENDICE
A. Uma vez analisado o chorume, os meios de cultivo microalgal foram preparados.

Os experimentos em reator Raceway foram realizados com agitacédo, através de pas
movidas por um motor de corrente continua e suprimento de ar, proporcionado por um
compressor, ambos de maneira constante, em volumes fixos de 100 litros, a temperatura
ambiente, com iluminacdo artificial permanente, através de ldmpadas de led em

comprimentos de onda combinados entre o azul e o vermelho (Figura 12).

Figura 12 - Reator do tipo Raceway Pond utlizado nos cultivos.

Fonte: O autor.
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3.3.1 Preparo do in6culo

Para inicar o experimento em reator Raceway, primeiramente fez-se necessario obter
um grande volume de cultivo de microalga em concentracdo elevada. Para tal, fez-se a
repicagem do cultivo do banco de células que estava mantido no cepario. Este procedimento
foi realizado na proporcédo de 1 erlenmeyer de cultivo (125mL) para um recipiente plastico
e transparente de 2L. Por sua vez, cada recipiente de 2L passou por uma nova repicagem em
recipientes de 5L com as mesmas caracteristicas.

Os recipientes utilizados para o repique foram previamente tratados com hipoclorito e
neutralizadas com Tiossulfato de Sodio (Na2S203) para evitar contaminagdo do indculo. O
acompanhamento do crescimento dos cultivos foi realizado por meio de leituras de
absorbancia em espectrofotdmetro (UV-Vis, Bel Photonics) a 680nm até que o valor da
leitura atingiu a marca de 1,500. O procedimento de preparo do inéculo com as etapas até o

inicio do experimento na Raceway, esta esquematicamente ilustrado na Figura 13.

Figura 13 - Etapas da preparacdo do in6culo até o inicio dos cultivos em reator Raceway: a)
cultivos em erlenmeyer no cepario. b) cultivo em recipiente transparente de 2L; c) cultivo
em recipiente transparende de 5L; d) cultivo em reator Raceway.

a)

Fonte: O autor.
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3.3.2 Desenvolvimento dos cultivos

Os cultivos foram realizados em batelada no reator do tipo Raceway e inoculados
utilizando 15L de cultura microalgal com leituras de absorbancia proximas a 1,500. Esse
valor de absorbancia foi adotado devido a necessidade de se padronizar a concentragao
celular ao se iniciar os experimentos e de modo a garantir uma boa concentragdo para
desenvolvimento da cultura celular. Todos os cultivos foram realizados em duplicata e em
batelada com volume total de 100L, que contavam com 15L da cultura microalgal com
absorbéncia de 1,500 a 680nm, uma quantidade de chorume, que variou de acordo com a
condigdo experimental e o restante de &4gua. Ainda, foram adicionados cloreto de sddio
(NaCl), visto que a Chlorella minutissima é uma espécie de microalga marinha, na proporcao
de 35g.L e em alguns casos o acetato de sodio, que representa a fonte de carbono fornecida
ao cultivo, em diferentes concentragcdes, dependendo da condigdo experimental. A
quantidade de acetato adicionado ao cultivo foi dividida propositalmente e adicionado em
dois momentos - no inicio e apds 7 dias - com os objetivos de ndo saturar as células de
microalga e de proporcinar duas curvas de crescimento para 0 mesmo cultivo. Foram,
também, ajustadas a vazao de aeracdo do reator e a frequéncia de agitacdo, a qual o cultivo
foi submetido. Apds ajustar os parametros mencionados, o cultivo inoculado foi mantido

pelo periodo de 15 dias com agitacdo, aeracdo e iluminagao constantes.

3.4 ACOMPANHAMENTO DO CRESCIMENTO

Assim como na preparagdo do in6culo, o crescimento microalgal foi acompanhado
pela medida de absorbancia em espectrofotdometro (UV-Vis, Bel Photonics), selecionando o
comprimento de onda de 680nm para a realizacao das leituras. Segundo Zhao, Zhang e Cui
(2015), esse valor de comprimento de onda quantifica a concentragdo da clorofila total, a
qual é proporcional a biomassa produzida. As medidas de absorbancia foram registradas
diariamente, buscando-se manter intervalos de 24h entre cada medicdo, comecando pelo
inicio do cultivo. A partir dos valores medidos de absorbancia, as concentragdes do cultivo
foram calculadas com o auxilio de uma curva de calibracdo. Curva esta obtida partindo de
uma suspenséo concentrada de Chlorella minutissima, que teve sua absorbancia determinada
com o auxilio do mesmo espectrofotbmetro utilizado para o acompanhamento do
crescimento dos cultivos, no comprimento de onda de 680nm. Partindo desta suspensao,

diluicdes sucessivas foram feitas até que se atingisse a concentracdo minima de 1:10 v/v.



64

Entdo, cada amostra teve sua absorbancia determinada para 0 mesmo comprimento de onda
no mesmo equipamento e com a relagdo entre a concentracdo da amostra diluida e o valor
de absorbancia medido, a curva de regrecao foi tracada com um coeficiente de correlacdo no
valor de 0,9257. Com os valores da absorbancia e da concentracdo para cada dia do cultivo,
os graficos de absorbancia vs tempo (em dias) e concentragdo (g.L™) vs tempo (em dias)
foram tragados, para cada uma das diferentes condigdes experimentais com o objetivo de
analisar como o crescimento da populacao de microalgas se comportou para cada condi¢édo
experimental e comparar a efetividade entre elas.

Outras duas maneiras de se analisar o crescimento, também, foram adotadas. Para
contagem do ndamero de célululas da suspensdo microalgal, foi utilizada uma camara de
Neubauer aperfeicoada em microscopio bioldgico trinocular com camera digital (T1IM108,
Opton), no qual as regides da cAmara consideradas para contagem possuem 1 mm? de area
cada e como a profundidade € igual a 0,1 mm, o nimero de células contado na em cada
regido considerada corresponde ao nimero de células em 0,1 mm?, sendo o valor adotado a
média das quatro regides e, também, foi utilizada uma lamina micrométrica para mensurar
o tamanho das células de microalgas presentes no cultivo. As fotografias do meio celular
para 0 primeiro e ultimo dia de cultivos estio dispostas nos APENDICES B-J. Ja a
determinacdo diéria de biomassa seca foi realizada a partir de uma aliquota de 3mL de
amostra coletada do cultivo, que foi transferida para um tubo de centrifuga previamente seco
em liofilizador (LT1000, Terroni) a 60°C por aproximadamente 24h, pesado em balanca
analitica de precisdo 0,0001g (S2202H, Bel) e submetida a centrifugacao (centrifuga: 80-
2B-15mL, Centrilab) a 1500rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o tubo
com o precipitado foi, novamente, colocado para secagem no liofilizador a 60°C por mais
24h. Passado o periodo, o tubo com o precipitado seco foi pesado na mesma balanca analitica
e a biomassa foi quantificada pela diferenca entre as massas. Os resultados dessa anélise esta
presente no APENDICE K.

3.5 OBTENCAO DA BIOMASSA

Como os cultivos foram feitos com 100L de volume, para o procedimento de
quantificacdo de biomassa foi utilizada uma aliquota de 10L, a fim de tornar a analise viavel,
uma vez que para se executar as etapas descritas a seguir se gastaria muito em termos de

tempo e recursos. Primeiramente, a biomassa do cultivo da microalga Chlorella minutissima
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foi separada do meio de cultura por floculagdo, utilizando sulfato de aluminio 0,15M como
agente floculante. Apds a floculacdo, a biomassa foi submetida ao processo de filtragdo a
vacuo com peneira molecular, utilizando um sistema dotado de funil de Buchner, Kitasato e
uma bomba de vacuo (131 - Tipo 2 VC, Prismatec). Uma vez separada, a biomassa foi
transferida para um vidro de relégio de massa conhecida e seguiu para a operacdo de
secagem em liofilizador (LT1000, Terroni) a 60°C por um periodo aproximado de 24h.
Depois de seca a biomassa, diposta no vidro de relogio, foi pesada em balanca analitica
(S2202H, Bel) com precisdo de 0,0001g e quantificada pela diferenca entre as massas. O

fluxograma do procedimento é representado pela Figura 14.

Figura 14 - Fluxograma do procedimento de obtencdo da biomassa seca
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Fonte: O autor.

Em seguida, ela foi macerada em almofariz de porcelana com o auxilio de um pistilo
e armazenada em um recipiente de vidro previamente identificado para que fosse utilizada
nas analises seguintes. A massa de biomassa obtida no processo foi considerada como o
parametro “massa total obtida” e a partir dela foi feito o calculo de produtividade de
biomassa (PB), a fim de quantificar a producdo diaria do cultivo em litros. A equacéo (3) foi

utilizada para o calculo.

P — mp; ida-100
PB (mg dla 1. L 1) — blomassaj:tal obtida (3)
Aldias
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3.6 EXTRACAO DE LIPIDEOS

Para a extracdo de lipideos, a biomassa foi previamente separada do meio de cultura
pelo procedimento descrito no item 3.5. A partir dessa biomassa seca, a extracao foi realizada
baseando-se numa adaptacéo do processo proposto por BLIGH; DYER (1959), no qual foi
determinada o teor de umidade de 1 grama de biomassa seca em uma balanga infravermelho
semi-analitica (Sartorius MA 30). A biomassa foi entdo disposta em um erlenmeyer de 125
mL e sua umidade foi ajustada acrescentando-se agua destilada até que o valor atingido fosse
de 64%, considerado como ideal de acordo com a pesquisa de Zorn et al. (2017). Em seguida,
0 Erlenmeyer foi transferido para um banho ultrassonico (Hielscher Ultrassound
Technology, UP 200S) pelo periodo de 15 minutos. Logo apos, acrescentou-se 9,4 mL de
cloroférmio, 10,2 mL de metanol e agitou-se a solucdo até que fosse homogeneizada. A
mistura foi retornada ao ultrassom de sonda por mais 35 minutos. Passado este periodo,
foram adicionados mais 9,4mL de cloroférmio e submetida a mais 35 minutos do banho
ultrassdnico. Ao finalizar o processo ultrassénico, foi acrescentado 3,4 mL de agua destilada
na mistura a fim de separar as fases e facilitar a remocéo dos lipideos.

O countetdo do erlenmeyer foi filtrado em papel de filtro qualitativo com diametro
médio de poros de 22um e submetido a um periodo de 12h de repouso em funil de separacdo
para garantir a completa separacdo de fases. Apds esse periodo, a fase apolar foi recolhida
em um frasco de vidro, previamente seco em liofilizador a 60°C por 24h para a completa
evaporacdo do cloroférmio, e pesado em balanca analitica (M214AIH, Bel) com precisdo de

0,0001g. O fluxograma do procedimento esta representado na Figura 15.

Figura 15 - Fluxograma da extracao de lipideos a partir da biomassa seca.
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Apos a secagem, o vidro foi novamente resfriado em dessecador e pesado, obtendo-se
assim o teor de lipideos a partir dos célculos baseados na massa de biomassa utilizada. A
equacdo (4) foi utilizada para a determinacdo do teor de lipideos (L%) e, na sequéncia,

utilizou-se a equacdo (5) para a determinacédo da produtividade média de lipideos (PL):

L(%) — Msleo obtida x 100 (4)

Mpiomassa utilizada

PL (mg dia_l. L—l) — Mpiomassa Z;tal obitida-L(%) (5)
dias

Lembrando que a massa de biomassa total obtida foi extraida a partir de uma aliquota
de 10L do cultivo total.

Outra maneira de se calcular a produtividade média de lipideos é a partir da equacgéo
(6) para o resultado em g.L*.dia® e da equagéo (7) para o resultado em mg.L.dia?, ambas
em funcdo da produtividade de biomassa (PB).

PB.L(%)

PL(g.dia™1L™1) = ™ (6)

PL(mg.dia *L™1) = 10.PB. L(%) (7)
3.7 DEMANDA QUIMICA DE OXIGENIO (DQO)
A determinacdo da DQO foi feita de acordo com a metodologia de Valente, Padilha e
Silva (1997) para as amostras correspondentes ao primeiro e ultimo dias de cultivo. O
procedimento para a realizagdo da DQO foi realizado em trés fases, no qual a primeira delas
foi a preparacdo das amostras, a segunda a digestdo das amostras e a terceira a medicdo da
absorbancia.

3.7.1 Preparo das amostras

Primeiramente, as amostras foram diluidas 20 vezes de modo a adequar a concentragao

de ions cloreto com o intuito de minimizar a interferéncia. Sabe-se que os ions cloreto
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provocam interferéncia positiva na analise e, no caso das amostras a serem analisadas, sua
concentracdo é elevada pois a microalgac Chlorella minutissima é de origem marinha.

As amostras foram preparadas em tubos de ensaio de vidro, a partir da adi¢cdo de 50mg
Sulfato de Mercurio (HgSOa4), responsavel pelo controle da interferéncia dos ions cloretos
em solucéo; 2,5mL de Sulfato Acido de Prata (Ag2SO4), responsavel por tornar o meio acido;
0,5mL de Dicromato de Potassio (K2Cr207) (forte agente oxidante); 0,3mL de agua destilada

e 2mL da amostra diluida.

3.7.2 Digestéo e medicao da absorbéancia

A digestdo das amostras foi realizada em um bloco digestor de concreto a temperatura
de 150°C pelo periodo de 1 hora e meia. Terminada a digestdo, os tubos foram retirados do
bloco digestor e armazenados em um armério com baixa luminosidade a temperatura

ambiente por 24h para o resfriamento e sedimentagéo do precipitado, quando houve.

3.7.3 Medicéo da absorbéancia

Com os tubos ja resfriados, as medidas de absorbancia das amostras foram feitas no
comprimento de onda de 420 nm em cubeta de quartzo de faces polidas e laterais escuras
com caminho 6ptico de 10mm e volume méaximo de 1,4mL. Os valores de absorbancia
medidos foram convertidos em valores de concentragdo (g.L™?) através de uma curva de
calibracéo presente no APENDICE L.

3.8 ANALISES REOLOGICAS

Os ensaios reoldgicos foram feitos em duplicata para cada amostra diaria de cada
condicdo experimental a temperatura controlada de 25°C no redmetro Brookfield (modelo
LVDV-3T), de maneira automatizada por meio do software Rheocalc T.

Este aparelho mantém uma velocidade de rotacdo constante que corresponde a certa
taxa de deformacéo e a tensdo de cisalhamento é obtida atraves da leitura do torque no
cilindro de medida (fixo). As leituras foram feitas a cada intervalo de tempo pré-programado
de 30s, no qual a velocidade de rotagéo era iniciada a 30rpm e era incrementada em 30

unidades para cada intervalo até que se atingisse a velocidade de 240rpm. Para cada ponto,
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foram obtidos dados de tens&o de cisalhamento, taxa de cisalhamento e viscosidade. Analisar
esses parametros € de extrema importancia para o estudo reoldgico de suspensdes, além de
determinar as caracteristicas do fluido

As curvas reologicas obtidas foram ajustadas aos modelos reoldgicos de Casson, Lei
da Poténcia, Bingham e Herschel-Bulkley, visando buscar o modelo que melhor se adequa
as condicgdes e propriedades fisicas do fluido suspensdo de microalgas. A andlise estatistica
foi realizada utilizando as variaveis do modelo, que melhor se ajustou ao caso, buscando as

condicdes para que o cultivo microalgal se aproximasse de um fluido newtoniano.

3.9 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

No presente estudo, foram avaliados os efeitos dos fatores: concentracdo de chorume
e da fonte de carbono (acetato de s6dio) adicionados ao inéculo, a vazao da aeracao injetada
no meio de cultivo e a frequéncia de rotagdo do agitador, a qual o cultivo foi submetido nas
variaveis resposta em termos de: crescimento microalgal, biomassa, lipideos, reducdo de
DQO e parametros reoldgicos (obtidos apds os ajustes dos reogramas aos modelos
reoldgicos) ao final do cultivo.

Para a avaliagdo dos efeitos dos fatores anteriormente descritos, nas varidveis resposta,
foi feito um planejamento experimental, utilizando o arranjo ortogonal Lg de Taguchi, no
qual é possivel avaliar até 4 fatores em 3 niveis diferentes. A Tabela 7 apresenta os fatores

com 0s respectivos ajustes de niveis.

Tabela 7 - Variaveis de entrada e niveis usados para determinacdo dos parametros
significativos no cultivo da microalga Chlorella minutissima.

Cadigo Fatores Nivel Baixo (1) Nivel Médio (2) Nivel Alto (3)
A CC (%) 2,5 5,0 75
B CFC (g.LY) 0 1 2
C VA (wm) 0,05 0,10 0,15
D FA (rpm) 4 6 8

Nota: CC - concentracdo do chorume; CFC - concentracdo da fonte de carbono; VA - vazéo de
aeracdo; FA - frequéncia de rotacdo do motor do agitador (frequéncia de agitacdo).
Fonte: O autor.

Na Tabela 8 esta disposto o arranjo ortogonal da matriz Lo de Taguchi, utilizada para

0 planejamento de experimentos.
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Tabela 8 - Arranjo ortogonal da matriz Taguchi LO9.

Condigédo cc CFC VA FA
Experimental
1 1 1 1 1
2 1 2 2 2
3 1 3 3 3
4 2 1 2 3
5 2 2 3 1
6 2 3 1 2
7 3 1 3 2
8 3 2 1 3
9 3 3 2 1

Fonte: O autor.

3.9.1 Andlise Estatistica

Para as andlises estatisticas foram utilizados os softwares Statistica 13.5, Minitab 19 e
0 Excel 2016. Deste modo, verificou-se os efeitos dos fatores (CC - Concentragdo de
chorume; CFC - Concentracdo da Fonte de Carbono (acetato de sodio) e VA - Vazdo de
aeracdo) sobre as varidveis respostas (crescimento celular da suspensdo de microalgas,
biomassa total obtida, PB = Produtividade de Biomassa, teor de lipideos, PL = Produtividade
média de Lipideos, reducdo de DQO, n = indice de comportamento e k = indice de
consisténcia). Apos obter e organizar as respostas para todos os parametros, os dados obtidos
foram analisados utilizando os softwares. O Statistica 13.5 e o Minitab 19, foram
responsaveis pelo célculo dos efeitos, por gerar os graficos, fazer propostas de melhor ajuste
e disponibilizar outras informacdes, que auxiliaram na discusséo dos resultados. A analise
de variancia (ANOVA) foi realizada no Excel 2016 em uma planilha desenvolvida
exclusivamente para atender as condi¢cdes do presente trabalho. A partir da ANOVA, foi
possivel determinar quais fatores foram mais impactantes para cada variavel resposta,
significativos, relevantes ou ndo, utilizando o teste F, no qual o valor calculado de F para
cada fator é comparado a um valor de F tabelado - chamado de Feritico. Quando Frator > Feritico,
o fator é significante no processo e a variacdo de ajuste influencia fortemente no valor da
resposta. Quando o fator ndo atinge um valor de F maior que Feritico, adota-se um critério
simplificado chamado critério de Padke, no qual quando Feritico> Frator > 2 0 fator € dito como
relevante, impactando de forma razoavel na resposta. Para valores em que o valor de F
calculado para o fator é inferior a 2, diz-se que o fator é ndo significante, deste modo, nao

promove influéncia na resposta, independete de como for ajustado.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados a seguir foram previamente comentados de uma maneira
mais geral com algumas observacdes pertinentes. Uma discussdo mais aprofundada sobre
cada parametro analisado e a influéncia dos fatores no valor das respostas observada foi feita
a partir da anélise estatistica da matriz ortogonal de Taguchi e sera abordada no decorrer do

capitulo.
4.1 CRESCIMENTO CELULAR DOS CULTIVOS

As curvas apresentadas no grafico da Figura 16, mostram os valores de absorbancia da
suspensdo de microalga Chlorella minutissima, para cada condicdo de experimental, em

fungéo do tempo em dias.

Figura 16 - Comparacdo do crescimento diario da suspensdo da microalga Cholrella
minutissima pelo parametro da absorbancia (A=680nm).
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Para melhor apresentagéo e discusséo dos resultados, foi feita a conversdo dos dados
obtidos dos valores de absorbancia da suspenséo de microalgas para valores de concentragéo
(g.L™), através de uma curva de calibragio presente no APENDICE M. O resultado desta

conversao esta presente na Figura 17.

Figura 17 - Comparacgdo do crescimento didrio da suspensdo da microalga Cholrella
minutissima pelo parametro da concentracio (g.L™).
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A diferenca no crescimento (concentracdo celular da suspensdo microalgal) entre os
cultivos pode ser facilmente percebida e estd relacionada a variacdo das condigdes
experimentais, no qual cada cultivo foi realizado. De acordo com os gréaficos das Figuras 16
e 17, os melhores resultados obtidos, em termos de crescimento microalgal, foram para as
condigBes de cultivo 3 e 9 com valores aproximados de concentracdo de 0,33g.L™ com a
concentragdo da fonte de carbono (acetato) ajustada no nivel 3 (2g.L™), porém com a
condicdo 3 tendo adicdo de chorume ajustada no nivel 1 (2,5%), enquanto a condigéo 9 teve
adicdo do lixiviado ajustada em nivel 3 (7,5%). As condig¢des de cultivo 4 e 7, junto da

condicdo 1, foram as que apresentaram menor crescimento, sendo que a condicdo 4 teve a
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adicdo de chorume ajustada no nivel 2 (5,0%) e a condicdo 7 ajustada no nivel 3 (7,5%) e
ambas ndo possuem adic¢do da fonte de carbono. Deste modo, observa-se que o a adi¢do de
acetato € extremamente importante para o crescimento microalgal, principalmente na
presenca de altas concentracdes do lixiviado. Da Figura 17 observa-se que, quando nao
houve suplementacdo da fonte de carbono (condicdes 2 e 4), o crescimento celular ndo foi
eficiente. De acordo com, Ohse et al. (2009) e Zhao, Zhang e Cui (2015), é sabido que o
CO- contribui para o crescimento celular de maneira geral, visto que o carbono participa do
processo de fotossintese dos cultivos fotoautotroficos na forma de CO2 gasoso e na forma
de substrato organico, como a glicose ou sal (bicarbonato, acetato) nos cultivos
heterotréficos e mixotroficos, embora cada espécie de microalga requer uma suplementacéao
de CO; especifica no seu meio. Segundo os autores, para a Chlorella sp., uma suplementagéo
de 5% de dioxido de carbono é a adequada enquanto que a Chlorella minutissima (foco desse
projeto) necessita de apenas 2% de suplementacdo desse gas para O crescimento ser
aprimorado.

Segundo Chiu et al. (2015), a carga metalica e outros compostos organicos presentes
na composicao do chorume pode configurar a ele uma certa toxicidade e, assim, causar um
aumento no tempo de adaptagdo da microalga ao meio de cultivo, prejudicando seu
crescimento. Contudo, a presencga de uma elevada carga organica e nutrientes, nele presentes,
também, propiciam um melhor crescimento celular.

Ainda, em relacdo ao efeito da concentracdo do chorume no meio de cultivo, Khalili
et al. (2014) afirmam que a tendéncia de algumas espécies de microalgas em crescer nos
meios ricos em fosforo e nitrogénio faz com que estas sejam utilizadas em tratamento dos
efluentes provenientes de esgotos municipais visando a diminuicdo de matéria organica, de
compostos fosfatados e nitratos nos sistemas aquaticos. Desse modo, o cultivo das
microalgas em efluentes proporciona o crescimento celular da biomassa, dispensando a
adicdo de nutrientes e, desta maneira, tornando o processo mais econdmico. Os autores
afirmam que a concentracdo destes nutrientes no meio é diretamente proporcional a taxa de
crescimento celular das algas, exceto em solugdes com concentracdo acima do nivel critico.

De acordo com Tagliaferro (2017), o lixiviado proveniente de aterros sanitarios pode
ser utilizado como meio de cultivo, visto que o este contém varios nutrientes que podem ser
aproveitados pelas microalgas, tais como os metais, os sais dissolvidos e substancias
orgénicas, sendo que estas Ultimas podem ser degradadas mais rapidamente gragas ao

oxigénio produzido na fotossintese, durante o crescimento microalgal (CHEAH et al., 2016).
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4.2 BIOMASSA
4.2.1 Quantificacdo da biomassa obtida

Os valores de biomassa, em gramas, obtidos para cada condi¢do de cultivo, em
duplicata, estdo dispostos na Tabela 9, no qual a numerag¢do romana “II” indica a réplica do
cultivo em questdo. Para melhor vizualizacdo da comparacdo entre os cultivos e suas

réplicas, os dados da tabela foram dispostos graficamente na Figura 18.

Tabela 9 - Quantidade de biomassa obtida de 10 L de cultivo.

Condicao Experimental Biomassa Obtida (g)
1 3,12
111 3,67
2 9,71
211 9,28
3 15,30
31 16,02
4 5,01
41 5,32
5 10,18
511 11,08
6 12,07
61l 12,73
7 6,33
711 6,98
8 14,99
81l 14,72
9 16,51
91l 16,28

Fonte: O autor.

Figura 18 - Comparagédo da obtencdo de biomassa entre as diferentes condigdes de cultivo.
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As condigdes experimentais, que geraram a maior quantidade de biomassa, foram a 3,
8 e 9 com valores superiores a 14g, apresentando as médias de 15,66; 14,86 e 16,40g,
respectivamente. As condicoes 3 e 9, possuem adicdo de acetato ajustadas no nivel 3 (2g.L
1y, enquanto que a condigdo 8 possui a adi¢io da fonte de carbono ajustada no nivel 2 (1g.L°
Y. Porém, ambas as condigGes 8 e 9, possuem adicdo de chorume ajustada no nivel 3 (7,5%),
que é justamente o que difere as condicBes 3 e 9, no qual a 3 possui adi¢do do lixiviado
ajustada no nivel 1 (2,5%). Deste modo, pode-se perceber que a quantidade de acetato
adicionado € o que mais influencia na obtencao de biomassa total. O que faz sentido, j& que
a quantidade de biomassa esta diretamente relacionada a concentracdo do cultivo e, como ja
mencionado, o acetato é o maior responsavel pelos maiores valores de concentragdo obtidos.
O chorume, também, é um fator muito importante, como ja pdde ser visto, mas mesmo a
condicdo 3 tendo adicdo de chorume ajustada no nivel 1 (2,5%), pelo fato de conter adi¢édo
de acetato ajustada no nivel 3 (2g.L), conseguiu superar a condigdo 8, que conta com a
adicdo de chorume ajustada no nivel 3 (7,5%) e adicdo de acetato ajustada no nivel 2 (1g.L"
). Assim, apesar da adi¢do de chorume ser um fator importante, néo é tanto quanto a fonte
de carbono. Os outros fatores - frequéncia de agitacao e vazdo de aeracdo - também, tem a
sua importancia, mas ndo sdo tao siginificantes. Mesmo a condic¢ao 4 possuindo vazéao de
aeracdo ajustada no nivel 2 (0,10vvm) e frequéncia de agitacdo ajustada no nivel 3 (8rpm) e
a condicdo 6 possuir a frequéncia de agitacdo ajustado no nivel 2 (6rpm) e vazédo de aeracdo
ajustada no nivel 1 (0,05vvm), o cultivo 4 apresenta um dos valores mais baixos de obtencédo
de biomassa total, sendo de uma média de 5,16¢g, enquanto o cultivo 6 apresenta um valor
médio bom de 12,40g. Isto se deve ao fato de que condicdo 6 apresenta o faot adicdo de
acetato ajustado no nivel 3 (2g.L™), enquanto que a condicio 4 n&o apresenta adi¢io da fonte

de carbono.

4.2.2 Produtividade de biomassa

Os dados de produtividade de biomassa para cada condicdo experimental sdo
importantes, uma vez que deste modo pode-se enxergar com mais clareza o quanto de
biomassa esta sendo produzida ao decorrer dos dias de cultivo. Esses dados estdo na Tabela
10, no qual o pardmetro produtividade foi medido em gramas de biomassa obtido por litros
e dias de cultivo. Também, o grafico de comparacéo entre as condi¢bes experimentais e suas

réplicas, esta ilustrado na Figura 19.
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Tabela 10 - Produtividade de biomassa.

Condicédo Experimental Produtividade de Biomassa (g.L*.dia™)
1 0,0208
111 0,0245
2 0,0647
211 0,0619
3 0,1020
31 0,1068
4 0,0334
411 0,0355
5 0,0679
511 0,0739
6 0,0805
61l 0,0849
7 0,0422
71 0,0465
8 0,0999
81l 0,0981
9 0,1101
91l 0,1085

Fonte: O autor.

Figura 19 - Comparacdo da produtividade de biomassa entre as diferentes condicdes de
cultivo.
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Fonte: O autor.

Analogamente ao que foi discutido no item anterior, as condi¢fes experimentais 3, 8
e 9, foram as que apresentaram maiores valores de produtividade de biomassa com valores
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médios de 1,044; 0,099 e 1,093g.L .dia’, respectivamente. Da mesma forma, observou-se,
que os fatores mais importantes foram a concentracdo da fonte de carbono e a concentragéo

de chorume, nessa ordem.

4.3 LIPIDEOS

4.3.1 Teor de lipideos

Além da quantidade de biomassa que cada condi¢do experimental produz, também,
faz-se necessario analisar o quanto de lipideo pode ser extraido dessa biomassa e isto esta
diretamente relacionado as caracteristicas da biomassa obtida e varia pra cada condi¢do. A
extracao de lipideos foi feita a partir de aproximadamente 1g da biomassa retirada do cultivo
para cada condicdo experimental e o teor de lipideos foi calculado pela comparacdo entre a
massa de lipideo obtida e a de biomassa utilizada. Todos os valores mencionados estdo

apresentados na Tabela 11 e o gréafico da Figura 20, ajuda em uma melhor analise dos dados.

Tabela 11 - Teor de lipideos

o, Memiemiomss Mgl rar e Lipieos 00
1 1,0390 0,0299 2,88
111 1,0210 0,0281 2,75
2 1,0159 0,0317 3,12
211 1,0080 0,0290 2,88
3 1,0110 0,0518 512
31 1,0053 0,0497 4,94
4 1,0300 0,0445 4,32
411 1,0704 0,0447 4,18
5 1,0236 0,0444 4,34
511 1,1340 0,0503 4,44
6 1,0042 0,0522 5,20
611 1,0030 0,0546 5,44
7 1,0490 0,0473 4,51
711 1,0004 0,0476 4,76
8 1,0320 0,0610 591
81l 1,0110 0,0583 5,77
9 1,0030 0,0750 7,48
91 1,0942 0,0805 7,36

Fonte: O autor.
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Figura 20 - Comparacao do teor de lipideos obtido entre as diferentes condigdes de cultivo.
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Fonte: O autor.

A partir dos resultados, percebe-se que a condicdo experimental 9 foi a que apresentou
maior teor de lipideos, com os ajustes no nivel 3 para adi¢do de chorume (7,5%) e fonte de
carbono (2g9.L ) As condicBes 8 e 6, também, apresentaram bons resultados, sendo 0 a
adicdo de chorume ajustada no nivel 3 (7,5%) para a condicdo 8 e no nivel 2 (5,0%) para a
condicéo 6 e a fonte de carbono ajustada no nivel 2 (1g.L™) para a condigdo 8 e no nivel 3
(29.L ) para a condicéo 6, 0 que demonstra que a quantidade de chorume adicionada impacta

mais no teor de lipideos obtido do que a quantidade de acetato.

4.3.2 Produtividade média de lipideos

Analogamente aos calculos de produtividade para a biomassa, os dados de
produtividade média de lipideos vizam apresentar os resultados de modo que se possa
englobar todo o cultivo, uma vez que, ao invés de se analisar o teor de lipideos obtido a partir
de 1g de biomassa, foi calculada o quanto se produziu de lipideo por litro de cultivo durante
os 15 dias. Deste modo, os resultados em termos de produtividade de lipideos estdo atrelados
aos valores obtidos de biomassa total, de onde os lipideos foram extraidos. Os valores de
produtividade estdo na Tabela 12 e o grafico da Figura 21 mostra um comparativo entre 0s

cultivos feitos nas diferentes condigdes experimentais e entre suas réplicas.
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Tabela 12 - Produtividade média de lipideos.

Condico Experimental Biomassa Total Obtida no Produtividade Média de
Cultivo (g) Lipideos (mg.L'.dia?)
1 3,12 5,99
1N 3,67 6,73
2 9,71 20,20
211 9,28 17,80
3 15,30 52,26
311 16,02 52,80
4 5,01 14,43
411 5,32 14,81
5 10,18 29,44
511 11,08 32,76
6 12,07 41,83
611 12,73 46,20
7 6,33 19,03
711 6,98 22,14
8 14,99 59,07
81l 14,72 56,59
9 16,51 82,33
911 16,28 79,88

Fonte: O autor.

Figura 21 - Comparacéo da produtividade média de lipideos entre as diferentes condicdes de

cultivo.
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Fonte: O autor.

Da mesma forma que na analise de teor de lipideos, a condigédo de cultivo com maior
produtividade media de lipideos foi a condicdo 9. Isso se deve ao fato de que além desta
condicdo apresentar uma 6tima producdo em teor de lipideos, também, proporciona a maior
obtencdo de biomassa total dentre todas as condigdes experimentais. Porém, apesar da

condi¢do 6 demonstrar um valor maior de teor de lipideos do que a condicdo 3, a ultima
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proporciona maior obtencdo de biomassa total que a primeira, sendo suficiente para

apresentar um valor de produtividade média em lipideos superior.

4.4 DEMANDA QUIMICA DE OXIGENIO (DQO)

Na Tabela 13, estdo os resultados da analise de DQO, realizada em duplicata. O valor
de reducdo percentual foi obtido comparando a concentracdo atingida no dltimo dia do
cultivo com relacdo a concentracdo do primeiro dia. Os valores de concentracdo foram
obtidos pela conversdo dos valores de absorbéncia lidos no espectrofotdmetro, através de
uma curva de calibracio presente no APENDICE L.

Tabela 13 - Analise de reducdo da Demanda Quimica de Oxigénio.

sl manodn Do R 02009
1 7,367 6,866 6,80
111 7,316 6,836 6,56
2 7,351 6,051 17,68
211 7,372 6,102 17,22
3 7,323 5,911 19,28
311 7,320 5,930 19,00
4 7,651 6,419 16,11
41 7,721 6,405 17,05
5 7,712 6,964 9,70
511 7,674 6,990 8,92
6 7,681 6,032 21,47
61l 7,693 6,062 21,20
7 8,115 7,849 3,27
Al 8,105 7,795 3,82
8 8,091 5,783 28,53
81l 8,101 5,757 28,93
9 8,061 7,078 12,19
9ll 8,108 7,064 12,87

Fonte: O autor.

Analisando os dados da Tabela 13, observa-se que a condicdo 8 foi a que atingiu a
maior reducdo de DQO, com o valor médio de 28,73%. As condi¢bes 3 e 6, também,
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apresentaram bons valores de reducdo, na faixa de 20%. Ja as condicdes 1, 5 e 7 tiveram
reducdo inferior a 10%. Deste modo, percebe-se que os fatores CFC e FA ajustados nos
niveis 2 e 3, foram o0s que propiciaram os mais altos percentuais de reducdo de DQO,
enguanto que a concentracdo de chorume foi determinante para os valores de concentracao

inicial desse parametro.

O grafico da Figura 22 mostra um comparativo entre a resposta dos cultivos feitos nas
diferentes condicdes experimentais e entre suas duplicatas.

Figura 22 - Comparacéo da reducdo de DQO entre as diferentes condicGes de cultivo.
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Fonte:O autor.

A partir dos resultados obtidos e com o auxilio do grafico da Figura 22, percebe-se que
os cultivos com o fator CFC ajustado em nivel 3 (2g.L?) atrelado a uma boa frequéncia de
agitacdo, deram bons resultados de redugdo de DQO. Com aproximadamente 30% de
reducao, o cultivo 8 se mostrou eficaz para esse procedimento. As condi¢des experimentais,
que proporcionam altas concentra¢6es de cultivo e uma boa producéo de biomassa, também,

demonstraram proporcionar uma boa reducdo de DQO, como ja era esperado.

4.5 REOLOGIA

O gréfico de tensdo de cisalhamento em relacdo a taxa de cisalhamento para cada
condicgéo experimental esta presente na Figura 23.
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Figura 23 - Grafico comparativo da reologia entre todas as condi¢Bes experimentais.
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Avaliando as curvas reoldgicos do grafico, pode-se afirmar que a suspensdo de
microalgas apresenta comportamento de um fluido ndo-newtoniano. Esta suspenséo pode
ser classificada como um liquido que apresenta um comportamento de fluxo dilatante, que é
caracterizado pela dependéncia entre os parametros viscosidade e tensdo de cisalhamento,
no qual o valor da viscosidade aumenta a partir do aumento da taxa de cisalhamento.
Segundo Holdsworth (1971), esse tipo de comportamento pode ser encontrado, por exemplo,
em emulsdes que possuem elevada concentracdo de particulas solidas como é o caso dos
cultivos de microalgas.

Os resultados da Figura 23 foram coerentes também com as observacdes feitas por
Tischer (2006), que relatou comportamento reolégico semelhante ao analisar as propriedades
reolégicas das galactanas sulfatadas das algas vermelhas Meristiella gelidium e
Gymnogongrus griffithsiae.

De modo a verificar a influéncia do tempo de cultivo no comportamento reolégico da
suspensdo da microalga Chlorella minutissima, os graficos da tensdo de cisalhamento em
funcéo da taxa de deformacéo obtidos diariamente, nas diferentes condi¢fes do experimento,

encontram-se nas Figuras 24 a 32.
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Figura 27 - Grafico comparativo entre os dias de cultivo da  Figura 26 - Grafico comparativo entre os dias de cultivo da
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Figura 24 - Gréfico comparativo entre os dias

Fonte: O autor.
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Figura 31 - Grafico comparativo entre os dias de cultivo da
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Figura 32 - Gréfico comparativo entre os dias de cultivo da

condicdo 9.
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Fonte: O autor.

Dos graficos das figuras 24 a 32, observa-se que o tempo de cultivo praticamente ndo

exerceu influéncia nos reogramas da suspensao da microalga Chlorella minutissima, exceto

nas condicdes 5 e 9, que apresentam uma boa taxa de crescimento microalgal e a frequéncia

de agitacdo no nivel 1 (4 rpm), condicOes estas que contribuem para maior sedimentacgéo das

particulas em suspensao.

4.5.1 Modelos matematicos ajustados ao comportamento reoldgico da suspensao da

microalga Chlorella minutissima cultivada em reator Raceway

Quatro modelos matematicos foram aplicados na andlise reoldgica da suspensédo de

microalgas para averiguar qual se adequaria melhor ao comportamento deste fluido. As
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equac0es utilizadas foram as dos modelos de Bingham, Casson, Lei da poténcia e Herschel-
Bulkley e estdo dispostas na Tabela 14.

Tabela 14 - Comparacdo da confianga do ajuste entre 0s modelos matematicos aplicados a
andlise reoldgica da suspensdo da microalga Chlorella minutissima.

Confianca do Ajuste (%0)

CONDICAO
Bingham Casson Power Law Herschel-Bulkley
1 73,27 87,34 92,59 99,92
2 73,57 87,19 92,01 99,91
3 73,59 87,15 92,01 99,92
4 72,26 85,35 91,72 99,81
5 73,78 86,27 89,72 99,83
6 73,69 87,36 92,58 99,93
7 72,53 86,87 92,10 99,91
8 72,88 87,14 92,25 99,90
9 70,95 86,05 90,72 99,89

Fonte: O autor.

Ao analisar a Tabela 14, pode-se afirmar que o modelo matematico que melhor se
ajusta ao comportamento da suspensdo das microalgas Chlorella minutissima é o Herschel-
Bulkley com coeficiente de correlacdo préximo a 0,999. Isto reforca que a suspensao
microalgal € caracterizada como nao-Newtoniada, ja que este modelo é o mais indicado para

se utilizar para este tipo de fluido. O modelo Herschel-Bulkley € representado pela equacéo:

=17 +kp 3)

No qual t é a tensdo de cisalhamento, 1o é a tensdo limite de escoamento (qual tensdo
precisa ser aplicada ao fluido para ele comecar a escoar), k € o indice de consisténciae n o
indice de comportamento. Se n=1 e 10=0, 0 modelo se reduz ao modelo de um fluido
newtoniano. Na Tabela 15, estdo os valores médios dos parametros mencionados para cada

condicao experimental.
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Tabela 15 - Parametros do modelo matematico Herschel-Bulkley para cada condicédo
experimental de cultivo.

Condicgao

Experimental k (cP) n T (dyn/cm?)
1 0,0679 1,619 0,0903
2 0,0685 1,622 0,0991
3 0,0696 1,619 0,0980
4 0,0688 1,629 0,0923
5 0,0698 1,623 0,1168
6 0,0749 1,604 0,0726
7 0,0677 1,624 0,1006
8 0,0693 1,621 0,0809
9 0,0555 1,659 0,1183

Fonte: O autor.

Com os dados da Tabela 15, percebe-se que a condi¢do 9 gerou o menor valor de k
(0,0555), enquanto a condicdo 6 gerou o maior valor (0,749). Isso significa que para a
condi¢do 6 a suspensdo de microalgas se comporta como um fluido mais resistente ao
escoamento do que para a condicdo 9. Ja para os valores de n, o cultivo 6 foi o que gerou o
menor valor e 0 9 foi 0 que gerou o maior valor. Deste modo, a suspensdo microalgal
cultivada na condicdo 6 tende a ser um fluido com comportamento mais proximo de um
fluido newtoniano, que o cultivado na condicédo 9. Por ultimo, o cultivo com menor valor de
1o foi o cultivo 6 e 0 maior, foi o cultivo 9. Quanto mais préximo o valor de 1o for de 0, mais

o fluido se aproxima do comportamento de um fluido newtoniano.

4.5.2 Viscosidade Aparente

Os gréaficos da viscosidade aparente em fungdo da taxa de deformacéo obtidos nas

diferentes condicOes do experimento encontram-se na Figura 33.
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Figura 33 - Grafico da viscosidade aparente versus taxa de cisalhamento.

2,5
2,4
2,3

2,2

N
=

\S]

—0— Condicdo 1

)
o
O
N—r
&)
% 1,9 —&— Condigdo 2
g 18 Condigéo 3
< —&— Condic¢do 4
@
g Condigdo 5
I ¢do
2 16
é ’ Condi¢do 6
@ 15 —@— Condicdo 7
>
1,4 —@— Condicdo 8
1,3 —@— Condicdo 9
1,2
1,1

30 60 90 120 150 180 210 240 270 300
Taxa de Cisalhamento (s1)

Fonte: O autor.

Da Figura 33, observa-se que a viscosidade aparente da suspensdo da microalga
Chlorella minutissima aumentou a medida que houve um aumento na frequéncia de rotacao
a que a amostra foi submetida (que € diretamente proporcional a taxa de deformacéao), em
todos os casos a partir de, aproximadamente 75rpm. Estes resultados estdo coerentes com
diversos autores, para suspensbes de algas em geral, que apresentam comportamento
reoldgico de fluido dilatante e, uma explicacdo para este tipo de comportamento é que, a
medida que a tensdo de cisalhamento aumenta, o liquido intersticial que lubrifica a friccao
entre as particulas € incapaz de preencher os espacos, devido a um aumento no volume que
frequentemente acompanha o fenémeno, ocorrendo contato direto entre as particulas sélidas,
fazendo com que a viscosidade aparente aumente (TISCHER, 2006).

Os resultados apresentados estdo de acordo com as investigagcdes recentes, cujos
resultados apontam a natureza ndo-newtoniana para a maioria dos cultivos microalgais com

elevada concentracdo celular mostrando, ocasionalmente, uma resisténcia inicial ao fluxo
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e/ou uma dependéncia com o tempo (LIRA, 2011; ADESANYA; DAMIEN; MALCOLM,
2012; WILEMAN; OZKAN; BERBEROGLU, 2012; PELEGRINE; SILVA; LOURES,
2016).

Lira (2011), ao analisar o comportamento reoldgico da Chlorella minutissima
verificou comportamento ndo-newtoniano dilatante, quando cultivada em Erlemneyers de
75 mL, com agitacdo controlada (por mesa de agitacdo orbital) em um meio com baixo teor
de nitrogénio. Nesse caso, a viscosidade ndo pode ser expressa por um unico valor, devendo
ser obtida pela tangente em cada ponto do reograma, dependendo da tensdo aplicada.

Pelegrine, Silva e Loures (2016), também constataram comportamento reoldgico
tipico de um fluido ndo-newtoniano dilatante em diferentes condigdes de cultivo da
microalga Chlorella sp., possivelmente devido ao tamanho das células microalgais dispersas
(acima de 1 um) as quais tendem a absorver o liquido intersticial, aproximando-se cada vez
mais umas das outras e, consequentemente, aumentando o valor da viscosidade aparente do
material. O comportamento dilatante é encontrado em suspensdes onde a viscosidade
aparente aumenta com a tensdo de cisalhamento. Uma explicagdo para este tipo de
comportamento € que, a medida que a tensdo de cisalhamento aumenta, o liquido intersticial
entre as particulas torna-se incapaz de preencher os espacgos, devido a um aumento no
volume que acompanha o fenémeno, ocorrendo contato direto entre as particulas sélidas,
fazendo com que a viscosidade aparente aumente (LEONARDI; CAMPQOS, 2001). Ainda,
no mesmo estudo, os autores constataram que os cultivos da microalga Chlorella sp. sem a
suplementacdo de acetato contribui para maior sedimentacdo das particulas organicas
suspensas. Ou seja, a concentracdo da fonte de carbono no cultivo das microalgas influencia
nas interacdes das particulas organicas com a fase continua as quais, por usa vez, influenciam
na viscosidade e até mesmo no comportamento reoldgico da suspensao.

Por outro lado, Wileman, Ozkan e Berberoglu (2012) concluiram que o
comportamento newtoniano em cultivos das microalgas Nannochloris sp, Chlorella vulgaris
e Phaeodactylum tricornutum em concentrag@es inferiores a 20 kg/m*. No entanto, a partir
de 60 kg/m?, as suspensdes da Nannochloris sp e Chlorella vulgaris passaram a apresentar
comportamento ndo-newtoniano, com diferentes graus de sensibilidade a tensdo de
cisalhamento; para a Phaeodactylum tricornutum, tal mudanga no comportamento reoldgico
aconteceu a partir de 80 kg/m®.

Adesanya, Damien e Malcolm (2012) analisaram as propriedades reologicas de

suspensdes da microalga Scenedesmus obliquus, em diferentes concentragdes volumeétricas,
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utilizando um reémetro rotacional do tipo Couette. Os autores concluiram que existe
interacdo entre as células algais em todas as concentra¢@es analisadas, e que tal interacdo
desempenha importante papel, em termos de viscosidade. Ainda em relacdo a Figura 33,
observa-se que a condicdo experimental 9, que apresentou alta concentracdo celular e possui
CFC ajustado no nivel 3 (2g.L™), também foi a condicdo que apresentou os maiores valores
de viscosidade aparente, ao passo que a condicdo 1, que apresentou a menor concentragao
de células e possui auséncia de CFC no cultivo, também foi a condicdo que apresentou os
menores valores de viscosidade. Deste modo, comprova-se que os resultados corroboram

com os demais trabalhos mencionados.

4.6 ANALISES ESTATISTICAS

Apo0s apresentar os resultados de cada analise com abordagem de alguns aspectos
pontuais pertinentes, torna-se necessario analisar cada aspecto do cultivo mais a fundo. Para
tal, foi efetuada a analise estatistica da matriz experimental - baseada nos arranjos ortogonais
de Taguchi - e, deste modo, pode-se elencar a significancia ou relevancia de cada fator
(concentracdo de chorume, concentracdo da fonte de carbono, vazao de aeragéo e frequéncia
de agitacdo), quando houve, a partir da ferramenta de anélise de variancia (ANOVA), nas
respostas. Para propor as melhores condi¢des de ajuste, visando otimizar a resposta
pretendida ou o processo como um todo e diminuir a variabilidade, fez-se o célculo dos
efeitos dos fatores sobre a variavel resposta para a média e para a razdo sinal-ruido. Para o
calculo dos efeitos dos fatores, foram utilizados o Statistica 13.5 e 0 Minitab 19 e para a
ANOVA, foi utilizado o Excel 2016. O critério de avaliacdo da significancia adotado, foi o

teste F e a tabela dos valores de Feritico €5td0 Nno ANEXO A.

4.6.1 Crescimento celular dos cultivos

A anélise estatistica para avaliar o crescimento celular, foi feita considerando os
valores de concentracdo final que cada cultivo atingiu. A Tabela 16 contém a matriz
experimental e os resultados obtidos em termos de crescimento celular para cada condicao

experimental.
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Tabela 16 - Matriz ortogonal da resposta em termos de obtencdo de biomassa total dos
cultivos de microalgas em diferentes condi¢fes experimentais.

Condicdo Fatores

Experimental — CC CEC VA EA Resposta Média S/N
1 1 1 1 1 12291 124,40 123,66 41,84
2 1 2 2 2 245,03 241,10 243,06 47,71
3 1 3 3 3 335,44 330,10 332,77 50,44
4 2 1 2 3 153,83 156,70 155,27 43,82
5 2 2 3 1 211,37 214,40 212,88 46,56
6 2 3 1 2 198,06 202,20 200,13 46,02
7 3 1 3 2 88,08 88,67 88,37 38,93
8 3 2 1 3 268,90 272,30 270,60 48,65
9 3 3 2 1 306,48 308,80 307,64 49,76

Fonte: O autor.

A partir dos valores de resposta obtidos e dispostos na Tabela 16, foram calculados os
efeitos dos fatores tanto em relagdo a média, quanto em relagéo a razdo sinal-ruido, visando
a maximizacdo da concentragdo final (maior é melhor). Os gréficos das Figuras 34 e Figura
35 representam o resultado do melhor ajuste obtido de acordo com os valores dos efeitos

calculados.

Figura 34 - Grafico dos efeitos dos fatores sobre a média em termos de concentracéo final
do cultivo.

Mean=214,932 Sigma=80,0934 MS Error=5,44603 df=9
(Dashed line indicates +2*Standard Error)
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Figura 35 - Grafico dos efeitos dos fatores sobre a razdo sinal-ruido em termos de
concentracdo final do cultivo.

Mean=459716 Sigma=3,69771 MS Error=,007946 df=9
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Fonte: O autor.

Ao analisar os graficos dos efeitos, observa-se que, tanto para a maximizacao da
resposta em termos de concentragdo final, quanto para a reducdo de variabilidade do
processo, o fator CC deve ser ajustado no nivel 1 (2,5%), CFC deve ser ajustado no nivel 3
(29.LY), VA deve ser ajustado no nivel 2 (0,10vvm) e FA deve ser ajustado no nivel 3
(8rpm).

Buscando aprofundar e tornar a analise mais eficaz, a anélise de variancia (ANOVA)
foi realizada e o resultado para um o de 0,05 (95% de confianga) esta apresentado na Tabela

17 em relacdo a média e na Tabela 18 em relacdo a razdo sinal-ruido.

Tabela 17 - ANOVA para a média em termos de concentracdo final do cultivo.

Fonte de Variacao SQ gl SMQ F
A 3107,41 2 1553,71 1,46
B 40668,70 2 20334,35 19,07
C 2133,03 2 1066,52 1,00
D 8593,72 2 4296,86 4,03
Erro 0 0 - -
Erro Ajustado 2133,03 2 1066,52 -

Nota: CC=Concentra¢do de Chorume; CFC=Concentracdo da Fonte de Carbono;VA=Vazéo de
Aeracdo e FA= Frequéncia de agitacdo; SQ=Soma dos Quadrados; gl=graus de
liberdade;SMQ=Soma da Média dos Quadrardos; F=Teste F.

Fonte: O autor.
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Tabela 18 - ANOVA para a razdo sinal-ruido em termos de concentragdo final do cultivo.

Fonte de Variacao SQ gl SMQ F
A 2,32 2 1,16 1,00
B 90,57 2 45,29 39,06
C 577 2 2,89 2,49
D 17,52 2 8,76 7,56
Erro 0 0 - -
Erro Ajustado 2,32 2 1,16 -

Nota: CC=Concentracdo de Chorume; CFC=Concentracdo da Fonte de Carbono;VA=Vazdo de
Aeracdo e FA= Frequéncia de agitacdo; SQ=Soma dos Quadrados; gl=graus de
liberdade;SMQ=Soma da Média dos Quadrardos; F=Teste F.

Fonte: O autor.

A partir da anélise da Tabela 17 da ANOVA para a media e para um valor de F critico
tabelado de 19, tem-se que apenas o fatore CFC é significante e o fator FA é relevante
segundo o critério de Padke (F>2). J& ao analisar a Tabela 18 da ANOVA para a razdo sinal-
ruido para o0 mesmo valor de F, tem-se que apenas o fator CFC ¢é significante e os fatores
VA e FA séo relevantes. Deste modo, o fator mais impactante na resposta em termos de
concentracdo final dos cultivos de microalga Chlorella minutissima em reator Raceway para
as condi¢des do presente trabalho é o fator concentracdo da fonte de carbono (acetato), que
deve ser ajustado no nivel 3 (2g.L™) para maximizar a resposta e diminuir a variabilidade,
como ja mencionado anteriormente. O fator FA, também, deve ser ajustado no nivel 3 (8rpm)
de modo a maximizar a resposta e os fatores CC e VA, podem ser ajustados da maneira que
for mais conveniente, ja que sdo 0s que menos impactam no valor da resposta. Assim, a
condicbes de cultivo 3 mantém-se como a melhor condi¢do, comprovada pelos valores de
obtencdo de concentracao final, enquanto que as condi¢bes 1 e 7, com os ajustes do fator
CFC no nivel 1, geram os menores valores da resposta. Em seus trabalhos, Mitra, Van
Leeuwen e Lamsal (2012) e Abedini Najafabadi et al. (2015), perceberam que a fonte de
carbono (acetato) tinha um efeito muito forte no aceleramento do crescimento de biomassa
de microalgas. Ja Singh e Dhar (2011), constataram a importancia da agitacdo em evitar a
sedimentacdo das celulas do culivo, mantendo-as em suspensdo e, assim, proporcionando
uma exposi¢do uniforme de luz em todas as células, aumentando a transferéncia de massa

para reduzir o gradiente de nutriente na cultura e na homogeiniza¢éo do meio.
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A Tabela 19 contém a matriz experimental e os resultados obtidos em termos de

biomassa total produzida no cultivo para cada condi¢cdo experimental.

Tabela 19 - Matriz ortogonal da resposta em termos de obtencdo de biomassa total dos
cultivos de microalgas em diferentes condices experimentais.

1 1 1 1 1 3,12 3,67 3,395 10,53
2 1 2 2 2 9,71 9,28 9,495 19,54
3 1 3 3 3 15,30 16,02 15,660 23,89
4 2 1 2 3 5,01 5,32 5,165 14,25
5 2 2 3 1 10,18 11,08 10,630 20,51
6 2 3 1 2 12,07 12,73 12,400 21,86
7 3 1 3 2 6,33 6,98 6,655 16,43
8 3 2 1 3 14,99 14,72 14,855 23,44
9 3 3 2 1 16,51 16,28 16,395 24,29

Nota: CC=Concentragdo de Chorume; CFC=Concentracdo da Fonte de Carbono;VA=Vazéo de
Aeracdo e FA= Frequéncia de agitagéo.

Fonte: O autor.

A partir dos valores de resposta obtidos e dispostos na Tabela 19, foram calculados os

efeitos dos fatores tanto em relacdo a média, quanto em relacéo a razdo sinal-ruido, visando

a maximizacao da obtencdo de biomassa total (maior € melhor). Os gréficos das Figuras 36

e Figura 37 representam o resultado do melhor ajuste obtido de acordo com os valores dos

efeitos calculados.
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Figura 36 - Grafico dos efeitos dos fatores sobre a média em termos de obtencdo de biomassa
total.

Mean=10,2294 Sigma=4,27008 MS Error=,162694 df=9
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Figura 37 - Gréafico dos efeitos dos fatores sobre a razao sinal-ruido em termos de obtencao
de biomassa total.

Mean=19,2631 Sigma=4,45993 MS Error=,228462 df=9
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Ao analisar os graficos dos efeitos, observa-se que, tanto para a maximizacao da
resposta em termos de obtencdo de biomassa total, quanto para a reducéo de variabilidade

do processo, todos os fatores devem ser ajustados no nivel 3.
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Buscando aprofundar e tornar a anélise mais eficaz, a analise de variancia (ANOVA)
foi realizada e o resultado para um a de 0,05 (95% de confianga) estd apresentado na Tabela

20 em relacdo a média e na Tabela 21 em relacdo a razéo sinal-ruido.

Tabela 20 - ANOVA para a média em termos de obtengo de biomassa total.

Fonte de Variagao (Fatores) sQ gl sMQ F
cc 20,21 2 10,11 20,21
CFC 148,38 2 74,19 148,33
VA 1,00 2 0,50 1,00
FA 9,11 2 4,56 9,11
Erro 0 0 - -
Erro Ajustado 1,00 2 0,50 -

Nota: CC=Concentragdo de Chorume; CFC=Concentracdo da Fonte de Carbono;VA=Vazdo de
Aeracdo e FA= Frequéncia de agitacdo; SQ=Soma dos Quadrados; gl=graus de
liberdade;SMQ=Soma da Média dos Quadrardos; F=Teste F.

Fonte: O autor.

Tabela 21 - ANOVA para a razdo sinal-ruido em termos de obtencdo de biomassa total.

Fonte de Variacao sQ gl sMQ F
cc 18,66 2 9,33 4,46
CFC 152,25 2 76,12 36,41
VA 4,18 2 2,09 1,00
FA 6,58 2 3,29 1,57
Erro 0 0 - -
Erro Ajustado 4,18 2 2,09 -

Nota: CC=Concentragdo de Chorume; CFC=Concentracdo da Fonte de Carbono;VA=Vazdo de
Aeracdo e FA= Frequéncia de agitacdo; SQ=Soma dos Quadrados;, gl=graus de
liberdade;SMQ=Soma da Média dos Quadrardos; F=Teste F.

Fonte: O autor.

A partir da analise da Tabela 20 da ANOVA para a média e para um valor de F critico
tabelado de 19, tem-se que os fatores CFC e CC sdo significantes e o fator FA é relevante
segundo o critério de Padke (F>2). J4 ao analisar a Tabela 21 da ANOVA para a razao sinal-
ruido para o mesmo valor de F, tem-se que apenas o fator CFC ¢é significante e o fator CC é
relevante. Deste modo, o fator mais impactante na resposta em termos de biomassa total dos
cultivos de microalga Chlorella minutissima em reator Raceway para as condi¢des do
presente trabalho é o fator concentragéo da fonte de carbono (acetato), que deve ser ajustado
no nivel 3 (2g.L1) para maximizar a resposta e diminuir a variabilidade, como ja mencionado

anteriormente. O fator CC, também, deve ser ajustado no nivel 3 (7,5%) de modo a
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maximizar a resposta e os fatores VA e FA, podem ser ajustados da maneira que for mais
conveniente, j que sdo 0s que menos impactam no valor da resposta. Assim, as condigdes
de cultivo 3, 6, 8 e 9 mantém-se como as melhores condi¢des, comprovadas pelos valores
de obtencdo de biomassa total, enquanto que as condicdes 1, 4 e 7, com 0s ajustes do fator
CFC no nivel 1, geram os menores valores da resposta. Os resultados estdo de acordo com
diversos autores. O uso da fonte de carbono promovendo um cultivo mixotropico ja se
mostrou bastante eficaz no aumento da concentracédo de células microalgais e em melhores
rendimentos, em termos de obtecdo de biomassa, se comparado ao cultivo fotoautotréfico.
Ja em relacdo ao chorume, sabe-se que o lixiviado apresenta boa parte dos nutrientes
necessarios para a célula de microalga se desenvolver, sobretudo nitrato e fosfato. Apesar da
toxicidade, por apresentar metais pesados em sua composicdo, quando utilizado em
concentragdes 6timas ou combinado com altas concentracdes de acetatos ao formarem o

meio de cultivo, os resultados sdo os melhores possiveis.

4.6.3 Produtividade de biomassa

A matriz experimental e os resultados obtidos em termos de produtividade de biomassa
para cada condicdo experimental esta disposto na Tabela 22.

Tabela 22 - Matriz ortogonal da resposta em termos de produtividade de biomassa dos
cultivos de microalgas em diferentes condigdes experimentais.

Condicao Fatores Produtividade de

Experimental CC CFC VA FA  Biomassa (mg.L.dia?) Média  S/N
1 1 1 1 1 20,80 24,47 22,63 27,01
2 1 2 2 2 64,73 61,87 63,30 36,02
3 1 3 3 3 102,00 106,80 104,40 40,37
E4 2 1 2 3 33,40 35,47 34,43 30,73
5 2 2 3 1 67,87 73,87 70,87 36,99
6 2 3 1 2 80,47 84,87 82,67 38,34
7 3 1 3 2 42,20 46,53 44,37 32,91
8 3 2 1 3 99,93 98,13 99,03 39,91
9 3 3 2 1 110,07 108,53 109,30 40,77

Nota: CC=Concentracdo de Chorume; CFC=Concentracdo da Fonte de Carbono;VA=Vazdo de
Aeracdo e FA= Frequéncia de agitacao.
Fonte: O autor.

A partir dos valores de resposta obtidos e dispostos na Tabela 22, foram calculados os

efeitos dos fatores tanto em relacdo a media, quanto em relacdo a razéo sinal-ruido, visando



97

a maximizacdo da produtividade de biomassa (maior é melhor). Os graficos das Figuras 38
e Figura 39 representam o resultado do melhor ajuste obtido de acordo com os valores dos

efeitos calculados.

Figura 38 - Gréafico dos efeitos dos fatores sobre a média em termos de produtividade de
biomassa.

Mean=70,1117 Sigma=30,6293 MS Error=7,14966 df=9
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Figura 39 - Gréfico dos efeitos dos fatores sobre a raz&o sinal-ruido em termos de
produtividade de biomassa.

Mean=35,9071 Sigma=4,62201 MS Error=,227412 df=9
(Dashed line indicates +2*Standard Error)
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Analisando os resultados em relacdo a média percebe-se que para maximizar a

produtividade em biomassa deve-se ajustar todos os fatores no nivel 3. Porém, pode-se
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observar que o fator CC e o fator FA, se ajustados no nivel 2, fornece os piores resultados
em termos de produtividade de biomassa, até menores do que se ajustados no nivel baixo,
principalmente para FA. Isto ndo era tdo visivel no grafico dos efeitos para a biomassa total,
apesar de, também, apresentar esse fato.

Também, para a razdo sinal-ruido, tem-se que o melhor ajuste é para todos os fatores
ajustados no nivel 3.

Dando continuidade a andlise, foi feita a ANOVA, que esta representada pela Tabela

23 para a média e pela Tabela 24 para a razao sinal-ruido.

Tabela 23 - ANOVA para a média em termos de produtividade de biomassa.

Fonte de Variacao (Fatores) SQ gl SMQ F
CcC 898,40 2 449,20 20,21
CFC 6594,61 2 3297,30 148,33
VA 44,46 2 22,23 1,00
FA 404,95 2 202,47 9,11
Erro 0,00 0 - -
Erro Ajustado 44,46 2 22,23 -

Nota: CC=Concentragdo de Chorume; CFC=Concentracdo da Fonte de Carbono;VA=Vazdo de
Aeracdo e FA= Frequéncia de agitagdo; SQ=Soma dos Quadrados; gl=graus de
liberdade;SMQ=Soma da Média dos Quadrardos; F=Teste F.

Fonte: O autor.

Tabela 24 - ANOVA para a razdo sinal-ruido em termos de produtividade de biomassa.

Fonte de Variacdo SQ ol SMQ F
CC 18,66 2 9,33 4,46
CFC 152,25 2 76,12 36,41
VA 4,18 2 2,09 1,00
FA 6,58 2 3,29 1,57
Erro 0 0 - -
Erro Ajustado 4,18 2 2,09 -

Nota: CC=Concentracdo de Chorume; CFC=Concentracdo da Fonte de Carbono;VA=Vazdo de
Aeracdo e FA= Frequéncia de agitagdo; SQ=Soma dos Quadrados; gl=graus de
liberdade;SMQ=Soma da Média dos Quadrardos; F=Teste F.

Fonte: O autor.

A partir da analise da Tabela 23 da ANOVA para a média e para um valor de F critico
tabelado de 19, tem-se que os fatores CFC e CC s&o significantes e o fator FA € relevante.
Ja ao analisar a Tabela 24 da ANOVA para a razao sinal-ruido e para o mesmo valor de F,
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tem-se que apenas o fator CFC é significante e o fator CC é relevante. Deste modo, o fator
mais impactante na resposta em termos de produtividade de biomassa dos cultivos de
microalga Chlorella minutissima em reator Raceway para as condi¢des do presente trabalho
é o fator concentracao da fonte de carbono (acetato), que deve ser ajutado no nivel 3 (2g.L
1) para maximizar a resposta e diminuir a variabilidade, como ja mencionado anteriormente.
O fator CC, também, deve ser ajustado no nivel 3 (7,5%) de modo a maximizar a resposta e
os fatores VA e FA, podem ser ajustados da maneira que for mais conveniente, ja que séo
0S que menos impactam no valor da resposta. Assim, as condicGes de cultivo 3, 6, 8 e 9
mantém-se como as melhores condi¢bes, comprovadas pelos valores de obtencdo de
produtividade de biomassa, enquanto que as condicdes 1, 4 e 7, com os ajustes do fator CFC

no nivel 1, geram os menores valores da resposta.

4.6.4 Teor de lipideos

A matriz experimental e os resultados obtidos em termos de teor de lipideos para cada

condicdo experimental esta disposto na Tabela 25.

Tabela 25 - Matriz ortogonal da resposta em termos de teor de lipideos dos cultivos de
microalgas em diferentes condi¢des experimentais.

Condigoes Fatores

de Cultivo oC CFC VA A Teo de Lipideos (%) Média S/N
1 1 1 1 1 2,88 2,75 2,815 8,98
2 1 2 2 2 3,12 2,88 2,999 9,52
3 1 3 3 3 5,12 4,94 5,034 14,03
4 2 1 2 3 4,32 4,18 4,248 12,56
5 2 2 3 1 4,34 4,44 4,387 12,84
6 2 3 1 2 5,20 5,44 5,321 14,51
7 3 1 3 2 4,51 4,76 4,634 13,31
8 3 2 1 3 5,91 5,77 5,839 15,32
9 3 3 2 1 7,48 7,36 7,420 17,41

Nota: CC=Concentragdo de Chorume; CFC=Concentracdo da Fonte de Carbono;VA=Vazdo de
Aeracdo e FA= Frequéncia de agitacéo.
Fonte: O autor.

A partir dos valores de resposta obtidos e dispostos na Tabela 25, foram calculados os
efeitos dos fatores tanto em relagdo a media, quanto em relagéo a razéo sinal-ruido, visando

a maximizacao da resposta teor de lipideos (maior € melhor). Os graficos das Figuras 40 e
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Figura 41 representam o resultado do melhor ajuste obtido de acordo com os valores dos
efeitos calculados.

Figura 40 - Gréafico dos efeitos dos fatores sobre a média em termos de teor de lipideos.

Mean=4,74444 Sigma=1,37166 MS Error=,016144 df=9
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Figura 41 - Gréafico dos efeitos dos fatores sobre a razéo sinal-ruido em termos de teor de
lipideos.
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Analisando os resultados, tanto em relagdo a média, quanto para a razéo sinal-ruido,
percebe-se que para maximizar o teor de lipideos deve-se ajustar todos os fatores no nivel 3.
Porém, o ajuste de nivel para a VA néo influencia consideravelmente na resposta, uma vez
que todos os pontos de nivel ficam dentro de um mesmo intervalo.

Dando continuidade a andlise, foi feita a ANOVA, que esté representada pela Tabela
26 para a média e pela Tabela 27 para a razéo sinal-ruido.

Tabela 26 - ANOVA para a média em termos de teor de lipideos.

Fonte de Variagao (Fatores) sQ gl sMQ F
CcC 8,31 2 4,15 86,84
CFC 6,66 2 3,33 69,64
VA 0,10 2 0,05 1,00
FA 0,86 2 0,43 8,98
Erro 0 0 - -
Erro Ajustado 0,10 2 0,05 -

Nota: CC=Concentragdo de Chorume; CFC=Concentracdo da Fonte de Carbono;VA=Vazdo de
Aeracdo e FA= Frequéncia de agitacdo; SQ=Soma dos Quadrados; gl=graus de
liberdade;SMQ=Soma da Média dos Quadrardos; F=Teste F.

Fonte: O autor.

Tabela 27 - ANOVA para a razao sinal-ruido em termos de teor de lipideos.

Tabela ANOVA

Fonte de Variagao (Fatores) sSQ gl SMQ F
cC 30,49 2 15,25 98,41
CFC 22,18 2 11,09 71,60
VA 0,31 2 0,15 1,00
FA 3,53 2 1,77 11,39

Erro 0 0 - -

Erro Ajustado 0,31 2 0,15 -

Nota: CC=Concentragdo de Chorume; CFC=Concentracdo da Fonte de Carbono;VA=Vazdo de
Aeracdo e FA= Frequéncia de agitacdo; SQ=Soma dos Quadrados; gl=graus de
liberdade;SMQ=Soma da Média dos Quadrardos; F=Teste F.

Fonte: O autor.

A partir da anélise da Tabela 26 da ANOVA para a media e para um valor de F critico
tabelado de 19, tem-se que os fatores CC e CFC sdo significantes e o fator FA é relevante.
Essa concluséo se repete ao analisar a Tabela 27 da ANOVA para a razao sinal-ruido e para
0 mesmo valor de F. Deste modo, o fator mais impactante na resposta em termos de teor de
lipideos dos cultivos de microalga Chlorella minutissima em reator Raceway para as

condicBes do presente trabalho é o fator concentracdo de chorume, que deve ser ajutado no
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nivel 3 (7,5%) para maximizar a resposta e diminuir a variabilidade. O fator CFC, também,
deve ser ajustado no nivel 3 (2g.L ™) de modo a maximizar a resposta e os fatores VA e FA,
podem ser ajustados da maneira que for mais conveniente, ja que Sao 0s que menos impactam
no valor da resposta. Assim, as condic@es de cultivo 6, 8 e 9 mantém-se como as melhores
condicbes, comprovadas pelos valores de obtencdo de teor de lipideos, enquanto que as
condicBes 1, 2 e 4, com os ajustes do fator CC e CFC nos nivel 1 (2,5%) e 2 (1g.L™), geram
0s menores valores da resposta.

Segundo Huang et al. (2010), as microalgas sintetizam lipideos a partir das fontes de
carbono, sejam elas organicas (acetato, glicerina) ou inorgéanicos (CO2). Com relagdo ao
efeito da concentracdo do CO2 na corrente de aeragdo, Antonio (2014) afirma que o fato do
CO- estar presente no ar atmosférico em baixa concentracdo, pode limitar o crescimento
rapido, uma vez que o carbono corresponde a cerca de 45% da biomassa das microalgas. O
autor, ao avaliar o efeito da concentracdo do CO- na producdo lipidica de Cholrella vulgaris,
constatou que, para que elevadas taxas de crescimento possam ser alcangadas, esse carbono
geralmente necessita ser suplementado. No entanto, a influéncia do teor de CO2 na corrente
gasosa vai depender fortemente da espécie microalgal, tanto no que diz respeito a
produtividade em biomassa quanto ao teor de lipideos e a composi¢cdo em acidos graxos
(CHIU et al, 2015). Abedini Najafabadi et al. (2015), avaliaram o efeito do uso de diversos
tipos de fontes de carbono (orgéanicas e inorgéanicas) na producdo celular, acimulo de
lipideos e producédo de acidos graxos da microalga Chlorella vulgaris. Dentre as fontes de
carbono testadas, o uso de acetato de sddio, em um cultivo com baixa concentracdo de
nitrato, foi 0 que apresentou o maior teor de lipideos.

Os resultados obtidos séo coerentes ja que os cultivos com ajuste de CFC no nivel 3
(29.LY), obtiveram os melhores resultados. As concentragdes de nitrato no chorume séo
extremamente baixas, 0 que explica o fato da analise estatistica caminhar para um resultado
no qual CC deve ser ajustado em nivel 3 (7,5%), o0 que vai de encontro com a literatura, ja
que estudos indicam que os melhores rendimentos em lipideos sdo em condi¢des com baixa
concentracdo de nitrato e alta concentracdo de acetato. Brito (2014), encontrou valores de
concentracdo de nitrato proximos a 2,1mg.Lt em estudo de caracterizagdo do chorume
proveniente do aterro sanitario do municipio de Cachoeira Paulista (0 mesmo utilizado neste
estudo). O resultado completo da caracterizagéo, encontra-se no ANEXO B.

Landazéabal et al. (2013), em estudo utilizando a microalga Chlorella vulgaris,

obtiveram os maiores rendimentos em lipideos na concentragdo de 10mM (milimol) de
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acetato de sddio e 1,47mM de nitrato de sodio em cultivos realizados em reator Air-lift, com
volume de 2L e alimentagéo de aeracdo de 2L.min™ . Ainda, no mesmo estudo, ao analisar
os resultados tem-se fortes indicios de que possa haver uma possivel interagdo entre 0s
fatores CC e CFC, ja que apesar de os dois serem favoraveis ao cultivo, eles influenciam as
producdes de biomassa e lipideos hora para bom hora para ruim, dependendo da proporcéao
em que sdo combinados. O resultado obtido nesse estudo, esta disponivel no ANEXO C.

4.6.5 Produtividade média de lipideos

A matriz experimental e os resultados obtidos em termos de produtividade média de

lipideos para cada condicdo experimental esta disposto na Tabela 28.

Tabela 28 - Matriz ortogonal da resposta em termos de produtividade de lipideos dos cultivos
de microalgas em diferentes condi¢fes experimentais.

Condigdes Fatores Produtividade Média de Média SN

de Cultivo cc CEC VA FA Lipideos (mg.Lt.dia?)
1 1 1 1 1 0,5986 0,6734 0,636 3,98
2 1 2 2 2 2,0199 1,7799 1,900 5,52
3 1 3 3 3 5,2261 5,2800 5,253 14,41
4 2 1 2 3 1,4430 1,4811 1,462 3,30
5 2 2 3 1 2,9438 3,2764 3,110 9,82
6 2 3 1 2 4,1828 4,6199 4,401 12,84
7 3 1 3 2 1,9028 2,2141 2,058 6,20
8 3 2 1 3 5,9069 5,6589 5,783 15,24
9 3 3 2 1 8,2330 7,9881 8,111 18,18

Nota: CC=Concentragdo de Chorume; CFC=Concentracdo da Fonte de Carbono;VA=Vazdo de
Aeracdo e FA= Frequéncia de agitacgéo.
Fonte: O autor.

A partir dos valores de resposta obtidos e dispostos na Tabela 28, foram calculados 0s
efeitos dos fatores tanto em relacdo a média, quanto em relacdo a razdo sinal-ruido, visando
a maximizacdo da produtividade média de lipideos (maior € melhor). Os graficos das Figuras
42 e Figura 43 representam o resultado do melhor ajuste obtido de acordo com os valores

dos efeitos calculados.
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Figura 42 - Grafico dos efeitos dos fatores sobre a média em termos de produtividade media
de lipideos.
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Figura 43 - Grafico dos efeitos dos fatores sobre a razdo sinal-ruido em termos de
produtividade média de lipideos.
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Analisando os resultados, tanto em relagdo a média, quanto para a razéo sinal-ruido,
percebe-se que para maximizar a produtividade média de lipideos deve-se ajustar todos 0s
fatores no nivel 3. Dando continuidade a analise, foi feita a ANOVA, que esta representada

pela Tabela 29 para a média e pela Tabela 30 para a razdo sinal-ruido.

Tabela 29 - ANOVA para a média em termos de produtividade média de lipideos.

Fonte de Variagao (Fatores) sQ gl sMQ F
CcC 1297,06 2 648,53 69,13
CFC 3087,10 2 1543,55 164,54
VA 18,76 2 9,38 1,00
FA 330,73 2 165,36 17,63
Erro 0 0 - -
Erro Ajustado 18,76 2 9,38 -
Nota: CC=Concentragdo de Chorume; CFC=Concentracdo da Fonte de Carbono;VA=Vazéo de
Aeracéo e FA= Frequéncia de agitacdo; SQ=Soma dos Quadrados; gl=graus de

liberdade;SMQ=Soma da Média dos Quadrardos; F=Teste F.
Fonte: O autor.

Tabela 30 - ANOVA para a razdo sinal ruido em termos de produtividade média de lipideos.

Fonte de Variagao (Fatores) sQ gl sMQ F
CC 94,02 2 47,01 14,08
CFC 271,24 2 135,62 40,62
VA 6,68 2 3,34 1,00
FA 16,69 2 8,34 2,50
Erro 0 0 - -
Erro Ajustado 6,68 2 3,34 -
Nota: CC=Concentragdo de Chorume; CFC=Concentra¢cdo da Fonte de Carbono;VA=Vazdo de
Aeragdo e FA= Frequéncia de agitacdo; SQ=Soma dos Quadrados; gl=graus de

liberdade;SMQ=Soma da Média dos Quadrardos; F=Teste F.
Fonte: O autor.

A partir da analise da Tabela 29 da ANOVA para a média e para um valor de F critico
tabelado de 19, tem-se que os fatores CFC e CC sdo significantes e o fator FA é relevante.
Ja ao analisar a Tabela 30 da ANOVA para a razdo sinal-ruido e para 0 mesmo valor de F
critico, percebe-se que apenas o fator CFC é significante, enquanto que os fatores CC e FA
sdo relevantes, porém com o valor de F calculado para CC bem maior do que o de FA. Deste
modo, o fator mais impactante na resposta em termos de produtividade média de lipideos
dos cultivos de microalga Chlorella minutissima em reator Raceway para as condic¢des do

presente trabalho ¢é o fator concentragéo da fonte de carbono, que deve ser ajustado no nivel
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3 (29.L) para maximizar a resposta e diminuir a variabilidade. O fator CC, também, deve
ser ajustado no nivel 3 (7.5%) de modo a maximizar a resposta e os fatores VA e FA, podem
ser ajustados da maneira que for mais conveniente, ja que Sdo 0S que menos impactam no
valor da resposta. Lembrando que para os célculos médios de produtividade, foram
considerados os valores obtidos de biomassa total para a extragdo, logo o fator mais
impactante na resposta para biomassa - o CFC- , também, serd importante para a resposta
em produtividade, ja que quanto mais biomassa o cultivo gerar, mais lipideo podera ser
extraido. Deste modo, o0 ajuste no nivel alto da CFC é imprenscindicel para este caso.
Assim, as condigdes de cultivo 3, 8 e 9 sdo as melhores condi¢bes, comprovadas pelos
valores de obtencdo de produtividade média de lipideos, enquanto que as condi¢des 1, 2 e 4,
com os ajustes do fator CC e CFC nos nivel baixo e médio, geram os menores valores da

resposta.

4.6.6 Demanda quimica de oxigénio

A matriz experimental e os resultados obtidos em termos de reducdo da DQO para

cada condicdo experimental esta disposto na Tabela 31.

Tabela 31 - Matriz ortogonal da resposta em termos de reducdo de DQO dos cultivos de
microalgas em diferentes condi¢des experimentais.

Con.digﬁes . Fatores Reduc¢do de DQO Média s/N
Experimentais  CC CFC VA FA (%)
1 1 1 1 1 6,80 6,56 6,679 16,49
2 1 2 2 2 17,68 17,22 17,452 24,83
3 1 3 3 3 19,28 19,00 19,137 25,64
4 2 1 2 3 16,11 17,05 16,576 24,38
5 2 2 3 1 9,70 8,92 9,310 19,36
6 2 3 1 2 21,47 21,20 21,333 26,58
7 3 1 3 2 3,27 3,32 3,547 10,92
8 3 2 1 3 28,53 28,93 28,729 29,17
9 3 3 2 1 12,19 12,87 12,533 21,95

Nota: CC=Concentracdo de Chorume; CFC=Concentracdo da Fonte de Carbono;VA=Vazdo de
Aeracdo e FA= Frequéncia de agitac&o.
Fonte: O autor.

A partir dos valores de resposta obtidos e dispostos na Tabela 31, foram calculados os

efeitos dos fatores tanto em relagdo a média, quanto em relagéo a razdo sinal-ruido, visando
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a maximizacao da redugdo de DQO (maior € melhor). Os gréficos das Figuras 44 e Figura
45 representam o resultado do melhor ajuste obtido de acordo com os valores dos efeitos
calculados.

Figura 44 - Gréfico dos efeitos dos fatores sobre a média em termos de reducao de DQO.
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Figura 45 - Gréafico dos efeitos dos fatores sobre a média em termos de reducéo de DQO.
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Analisando os resultados em relacdo a média, percebe-se que para maximizar a
reducdo de DQO deve-se ajustar os fatores CC e CFC no nivel 2 (5,0% e 1g.L™), VA no
nivel 1 (0,05vvm) e FA no nivel 3 (8rpm). Para a razao sinal-ruido, tem-se que o melhor
ajuste é para CC ajustado no nivel 2 (5,0%), CFC no nivel 3 (2g.L), VA no nivel 1
(0,05vvm) e FA no nivel 3 (8rpm). Dando sequéncia a analise, foi feita a ANOVA, que esté
representada pela Tabela 32 para a média e pela Tabela 33 para a razéo sinal-ruido.

Tabela 32 - ANOVA para a média em termos de reducao de DQO.

Fonte de Variagao (Fatores) sQ gl sMQ F
CcC 2,64 2 1,32 1,00
CFC 168,42 2 84,21 63,73
VA 103,13 2 51,56 39,03
FA 218,87 2 109,43 82,82
Erro 0 0 - -
Erro Ajustado 2,64 2 1,32 -

Nota: CC=Concentracdo de Chorume; CFC=Concentracdo da Fonte de Carbono;VA=Vazdo de
Aeracdo e FA= Frequéncia de agitagdo; SQ=Soma dos Quadrados; gl=graus de
liberdade;SMQ=Soma da Média dos Quadrardos; F=Teste F.

Fonte: O autor.

Tabela 33 - ANOVA para a razéo sinal-ruido em termos de reducéo de DQO.

Fonte de Variacao (Fatores) sQ gl sMQ F
(g 11,56 2 5,78 1,00
CFC 107,42 2 53,71 9,29
VA 55,58 2 27,79 4,81
FA 84,63 2 42,31 7,32
Erro 0 0 - -
Erro Ajustado 11,56 2 5,78 1,00

Nota: CC=Concentracdo de Chorume; CFC=Concentracdo da Fonte de Carbono;VA=Vazdo de
Aeracdo e FA= Frequéncia de agitagdo; SQ=Soma dos Quadrados; gl=graus de
liberdade;SMQ=Soma da Média dos Quadrardos; F=Teste F.

Fonte: O autor.

A partir da analise da Tabela 32 da ANOVA para a media e para um valor de F critico
tabelado de 19, tem-se que os fatores FA e CFC e VA séo significantes. Ja ao analisar a
Tabela 33 da ANOVA para a razdo sinal-ruido e para o mesmo valor de F critico, percebe-

se que nenhum fator é significante, enquanto que os fatores CFC, FA e VA sdo relevantes.
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Deste modo, o fator mais impactante na resposta em termos de produtividade média de
lipideos dos cultivos de microalga Chlorella minutissima em reator Raceway para as
condicdes do presente trabalho é o fator frequéncia de agitacdo, que deve ser ajustado no
nivel 3 (8rpm) para maximizar a resposta e diminuir a variabilidade. Os fatores CFC e VA,
também, sdo significantes e devem ser ajustado de maneira a maximizar a resposta, no qual
0 CFC deve ser ajustado no nivel 3 (2 g.L"g.L) e VA no nivel 1 (0,05vvm), o fator CC,
pode ser ajustado da maneira que for mais conveniente, ja que nao tem impacto significativo
no valor da resposta. Porém, vale ressaltar que a quantidade de chorume adicionada ao
cultivo é determinante para a concentra¢do de DQO inicial.

Assim, as condigdes de cultivo 3, 6 e 8 sdo as melhores condi¢bes, comprovadas pelos
valores de obtencédo de reducdo de DQO, com ajustes de VA no nivel 3 e presenca de fonte
de carbono. Enguanto que as condi¢des 1 e 7, com os ajustes do fator CFC no nivel 1 e do

fator VA nos niveis 1 e 2, geram 0s menores valores da resposta.

4.6.7 Reologia

Os parametros reoldgicos considerados para a analise estatistica, foram: o indice de
consisténcia (k), o indice de comportamento (n) e a tensdo limite de escoamento (to), todos
fatores presentes na equacdo do modelo matematico, que melhor se ajustou a reologia de
suspensdo microalgal, Herschel-Bulkley. Deste modo, pbéde-se verificar a influéncia das
diferentes condicGes experimentais nos parametros reoldgicos e propor o melhor ajuste para

cada caso.

4.6.7.1 indice de consisténcia

Como ja mencionado, o indice de consisténcia (k) demonstra quédo resistente ao
escoamento o fluido é. Deste modo, buscando diminuir a perda de carga, a analise deste
parametro foi feita visando a minimizagdo do valor de k (menor é melhor). Os gréaficos de
melhor ajuste estdo representados na Figura 46 para a média e na Figura 47 para a razao

sinal-ruido.
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Figura 46 - Grafico dos efeitos dos fatores sobre a média em termos de reducédo de indice de

consisténcia.
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Figura 47 - Gréfico dos efeitos dos fatores sobre a razéo sinal-ruido em termos de redugéo
de indice de consisténcia.
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De acordo com a analise dos graficos, o melhor ajuste dos fatores para a minimizagdo
da resposta indice de consisténcia é: CC no nivel 3 (7,5%), CFC no nivel 3 (2g.L), VA no
nivel 2 (0,10vvm) e FA no nivel 1 (4rpm), tanto para a média quanto para a razao sinal-
ruido. Fato este que € comprovado com a condicdo experimental 9, que fornece 0 menor
valor da resposta, sendo de 0,0555. Também, pode-se observar no gréfico que o fator que
mais impacta na resposta é o fator CC.

4.6.7.2 indice de comportamento (n)

Para a analise estatistica do indice de comportamento, buscou-se encontrar a condi¢ao
no qual o valor da resposta mais se aproximasse de 1, pois quando n=1 o modelo de Herschel-
Bulkley é reduzido e o fluido é caracterizado como fluido newtoniano. Desta forma, a analise
foi conduzida de forma a minimizar a resposta (menor é melhor). Os gréficos de melhor

ajuste estdo representados na Figura 48 para a média e na Figura 49 para a razao sinal-ruido.

Figura 48 - Gréfico dos efeitos dos fatores sobre a média em termos de indice de
comportamento.
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Figura 49 - Gréafico dos efeitos dos fatores sobre a razéo sinal-ruido em termos de indice de
comportamento.
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De acordo com a analise dos gréaficos, o melhor ajuste dos fatores para a minimizacao
da resposta indice de comportamento é: CC no nivel 2 (5,0%), CFC no nivel 2 (1g.L™?), VA
no nivel 1 (0,05vvm) e FA no nivel 2 (6rpm), tanto para a média quanto para a razdo sinal-
ruido. Nenhuma condicéo experimental da matriz atende esse ajuste, porém a condicao 6
com CC ajustado no nivel 2, VA no nivel 1 e FA no nivel 2, apresenta 0 menor valor da
resposta, sendo de 1,604. Também, pode-se observar no grafico que o fator que mais impacta

na resposta é o fator VA.

4.6.7.3 Tensdo limite de escoamento

Analogamente a analise estatistica do indice de comportamento, o objetivo foi
minimizar a resposta (menor € melhor), em termos de tenséo limite de escoamento, para que,
deste modo, o modelo de Herschel-Bulkley fosse reduzido e o fluido é caracterizado como
fluido newtoniano. Para tal, buscou-se encontrar a condi¢do no qual o valor da resposta mais
se aproximasse de 0. Os graficos de melhor ajuste estdo representados na Figura 50 para a

média e na Figura 51 para a razéo sinal-ruido.
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Figura 50 - Grafico dos efeitos dos fatores sobre a média em termos de tensdo limite de

escoamento.
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Figura 51 - Gréfico dos efeitos dos fatores sobre a razdo sinal-ruido em termos de tenséo
limite de escoamento.
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De acordo com a andlise dos graficos, o melhor ajuste dos fatores para a minimizagéo
da resposta tensdo limite de escoamento é: CC no nivel 2 (5,0%), CFC no nivel 1 (0g.L™),
VA no nivel 1 (0,05vvm) e FA no nivel 2 (6rpm) ou 3 (8rpm), tanto para a média quanto
para a razao sinal-ruido. Nenhuma condicdo experimental da matriz atende esse ajuste,
porém a condigdo 6 com CC ajustado no nivel 2, VA no nivel 1 e FA no nivel 2, apresenta
0 menor valor da resposta, sendo de 0,726. Também, pode-se observar no gréfico que o fator

gue mais impacta na resposta € o fator VA.
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5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados:

e a concentracdo da fonte de fonte de carbono (acetato) adicionada ao cultivo, é o fator
que influencia na maior quantidade das respostas analisadas para o cultivo da microalga
Chlorella minutissima, nas condi¢Ges apresentadas, sendo elas: crescimento celular dos
cultivos, biomassa total obtida, produtividade de biomassa e produtividade media de
lipideos, no qual € o fator mais significante, teor de lipideos e demanda quimica de oxigénio;

¢ 0 chorume apesar de conter metais pesados e apresentar uma certa toxidade, colabora
muito com o crescimento do cultivo microalgal, nas condi¢cdes com com CFC ajustado em
nivel 3. Porém, quando ha alta concentracdo de chorume e baixa concentracdo de acetato, o
cultivo € prejudicado;

e apesar da VA ndo ter demonstrado significancia para a maioria das resposta, € o fator
gue mais impacta em termos de parametros reolégicos, visando o comportamento de fluido
newtoniano.

e Os cultivos com concentragdo acima de 0,25g,L%, foram os que tiveram maiores
taxas de reducdo de DQO;

e exceto para a DQO, a frequéncia de agitacdo é nao-significante para todas as outras
respostas. Além disso, altas velocidades de agitacdo do cultivo demonstrou causar tensao de
cisalhamento nas particulas;

e em termos de reologia, pode ser observado comportamento de fluido dilatante para

a suspensao de microalgas, em todas as condicdes de cultivo;



116

REFERENCIAS

ABEDINI NAJAFABADI, H.; MALEKZADEH, M.; JALILIAN, F.; VOSSOUGHI, M.;
PAZUKI, G. Effect of various carbon sources on biomass and lipid production of Chlorella
vulgaris during nutrient sufficient and nitrogen starvation conditions. Bioresource
Technology, V. 180, p. 311-317, 2015. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.biortech.2014.12.076. Acesso em: 28 abr 2019.

ADESANYA, A.; DAMIEN, C.; MALCOLM, R. The rheological characterization of algae
suspensions for the production of biofuels. Journal of Rheology, v. 56, n. 4, p. 925-939,
2012,

AL HATTAB, M.; GHALY, A.; PEREZ DE LOS RIOS, A. Production of Biodiesel from
Marine and Freshwater Microalgae: A Review. Advances in Research Italy, v. 3, n. 24, p.
107-15, 2015.

AMIN, S. Review on biofuel oil and gas production processes from microalgae. Energy
Conversion and Management, v. 50, p. 1834-1840, 2009.

ANTONIO, P.R. Avaliac¢do do efeito do CO2 na producao lipidica de Chlorella vulgaris
visando a producao de biodiedel. 2014. 112 f. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia de
Biocombustiveis e Petroquimica). Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2014,

ARANDA, M. H.; JUNG, C. F.; CATEN, C. S. T. Aplicacdo do Projeto de Experimentos
para Otimizacdo de uma Inovacdo Tecnoldgica. Revista Gestdo Industrial, v. 4, p. 116-
132, 2008.

AZEREDO, V. B. S. Producao de Biodiesel a partir do cultivo de microalgas: estimativa
de custos e perspectivas para o Brasil. 2012. 188 f. Dissertacdo (Mestrado em
Planejamento Energético) - Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012.
BABEL, S.; TAKIZAWA, S.; OZAKI, H. Factors affecting seasonal variation of membrane
filtration resistance caused by Chlorella algae. Water Research, v. 36, n. 5, p. 1193-1202,
2002.

BARNES, H. A.; HUTTON, J. F.; WALTERS, K. An introduction to rheology. New York:
Elsevier Science Publishers, 1989. 189p

BARRADO, E.; VEGA, M.; GRANDE, P.; DEL VALLE, J.L. Optimization of a
purification method for metal-containing wastewater by use of a Taguchi experimental
design. Water Research, v. 30, p. 2309-2314, 1996.



117

BEARDALL, J.; YOUNG, E.; ROBERTS, S. Approaches for determining phytoplankton
nutrient limitation. Aquatic Sciences, v. 63, p. 44-69, 2001.

BECKER, E.W. In: BADDILEY et al. (eds). Microalgae: biotechnology and
microbiology, Cambridge University Press, 1994. 293p.

BECKER, W. Microalgae in human and animal nutrition. RICHMOND, A. (eds). London:
Handbook of microalgal culture: biotechnology and applied phycology. Blackwell Science,
2004. 566p.

BECKER, E. W. Microalgae for Aquaculture: Nutritional Aspects. In: Handbook of
Microalgal Culture: Applied Phycology and Biotechnology. New Jersey: Wiley-
Blackwell, 2013. v. 2, p. 671-691.

BEGON, M.; TOWNSEND, C. R.; HARPER, J. L. Ecologia de individuos a ecossistemas.
Porto Alegre: Artmed Editora S/A, 2007.

BENNEMANN, J.; OSWALD, W.J. Systems and Economic Analysis of Microalgal
Ponds for Conversion of COz2 to Biomass. Department of Energy, p. 201, 1996.
BHATNAGAR, A.; CHINNASAMY, S.; SINGH, M.; DAS, K.C. Renewable biomass
production by mixotrophic algae in the presence of various carbon sources and wastewaters.
Applied Energy, 2011.

BIDONE, R. F. Tratamento de lixiviado de aterro sanitario por um sistema composto
por filtros anaerdbios seguidos de banhados contruidos: estudo de caso: Central de
Residuos do Recreio, em Minas do Ledo/RS. 2007. 168 f. Dissertacdo (Mestrado em
Engenharia Hidraulica e Saneamento) - Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade
de Séo Paulo, S&o Carlos, 2007.

BLIGH, E. G.; DYER, W. J. A rapid method of total lipid extraction and purification,
Canadian Journal of of Biochem. Physiol, v. 37, p. 911-917, 1959.

BOROWITZKA, M. A. Commercial production of microalgae: ponds, tanks, tubes and
fermenters. Journal of Biotechnology, v. 70, p. 313-321, 1999.

BORZANI, W.; SCHMIDELL, W.; LIMA, U. A.; AQUARONE E. Biotecnologia
Industrial. 1. ed. Sdo Paulo: Editora Edgar Blicher, 2001.

BOURGOYNE Jr, A. T.; MILLHEIM, K. K.; CHENEVERT, M. E.; YOUNG Jr, F. S.
Applied Drilling Engineering. Texas: SPE Textbook Series, 1991. v. 2, 502 p.

BOURNE, M. C. Food texture and viscosity: concept and measurement. New York:
Academic Press, 1982.

BRASIL, B. S. A. F,; SILVA, F. C. P.; SIQUEIRA, F. G. Microalgae biorefineries: The
Brazilian scenario in perspective. New Biotechnology, v. 39, p. 90-98, 2017.



118

BRENNAN, L.; OWENDE, P. Biofuels from microalgae - A review of technologies for
production, processing, and extractions of biofuels and co-products. Renewable and
Sustainable Energy Reviews, v. 14, n. 2, p. 557-577, 2010.

BRITO, R. A. Ozonizacgao catalitica do chorume proveniente do aterro sanitario de
Cachoeira Paulista - SP na presenca de ferro em sistema continuo. 2014. 219 f.
Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Quimica) - Escola de Engenharia de Lorena,
Universidade de S&o Paulo, Lorena, 2014.

BRUNS, R. E.; BARROS NETO, B.; SCARMINIO, I. S. Como Fazer Experimentos. 4. ed.
Porto Alegre: Editora Artmed, 2010. 401 p.

BUTTON, S. T. Metodologia para Planejamento Experimental e Analise de Resultados.
Séo Paulo: Universidade Estadual de Campinas, 2005. 88 p.

CASTRO, A. G.; COVAS, J. A.; DIOGO, A. C. Reologia e suas Aplica¢des Industriais.
Lisboa: Ed. Instituto Piaget, 2001. 462 p.

CHEAH, W.Y; LING, T.C.; SHOW, P.L.; JUAN, J.C.; CHANG, J.S.; LEE, D.J. Cultivation
in wastewaters for energy: a microalgae platform. Applied Energy, v. 179, p; 609-625,
2016.

CHEIRSILP, B.; TORPEE, S. Enhanced growth and lipid production of microalgae under
mixotrophic culture condition: Effect of light intensity, glucose concentration and fed-batch
cultivation. Bioresource Technology, v. 110, p. 510-516, 2012.

CHEN C.Y; YEH K.L.; AISYAH R.; LEE D.J.; CHANG J.S. Cultivation, photobioreactor
design and harvesting of microalgae for biodiesel production: A critical review. Bioresource
Technology, v. 102, n. 1, p. 71-81, 2011.

CHIANG, Y. M.; HSIEH, H.H. The use of the Taguchi method with grey relational analysis
to optimize the thin-film sputtering process with multiple quality characteristic in color filter
manufacturing. Computers & Industrial Engineering, v. 56, p. 648-661, 2009.
CHINNASAMY, S.; BHATNAGAR, A.; HUNT, W.H.; DAS, K.C. Microalgae cultivation
in a wastewater dominated by carpet mill effluents for biofuel applications. Bioresource
Technology, v. 101, p. 3097-3105, 2010.

CHISTI, Y. Biodiesel from microalgae. Biotechnology Advances, v. 25, p. 294-306, 2007.
CHISTI, Y. Raceways-based production of algal crude oil. Green: a systemic approach to
energy. v. 2, n. 5-6, p. 209-261, 2012.

CHIU, S.; KAQ, C.; CHEN, T.; CHANG, Y.; KUO, C,; LIN, C. Bioresource Technology

Cultivation of microalgal Chlorella for biomass and lipid production using wastewater as



119

nutrient resource. Bioresource Technology, v. 184, p. 179-189, 2015.

DE GODOS, I, H. O.; GUZMAN, R.; SOTO, P. A.; GARCIA-ENCINA, E.; BECARES,
R. MUNOZ; VARGAS V. A. Coagulation/flocculation-based removal of algal-bacterial
biomass from piggery wastewater treatment. Bioresource Technology, v.102, p. 923-927,
2011.

DEMIRBRAS, A.; DEMIRBRAS, M. F. Importance of algae as a source of biodiesel.
Energy Conversion and Management, v. 52, p. 163-170, 2011.

DEMIRBAS, M. F.; BALAT, M.; BALAT, H. Potential contribution of biomass to the
sustainable energy development. Energy Conversion and Management, v. 50, n. 7, p.
1746-1760, 20009.

DERNER, R. B.; OHSE, S.; VILLEIA, M., CARVALHO S, M.; FEET R.
Microalgas, produtos e aplicacdes. Ciéncia Rural, v. 36, n. 6, p. 1959-1967, 2006.
EPPLEY, R.W. The Growth and Culture of Diatoms. In: WERNER, D. The biology of
diatoms. Oxford: Blackwell Scientific Publication, 1977. v.13, p. 24-65.
FRANCESCHINI, G.; MACCHIETTO, S. Validation of a model for biodiesel production
through model-based experiment design. Industrial and Engineering Chemistry
Research, 2007.

FRANCO, C. Algas: promessa vidvel. Revista Biodieselbr, n. 25, 2011.

GLADUE, R. M. Heterotrophic microalgae production: potential for application to
aquaculture feeds. In: FULKS, W.; MAIN, K. (eds.). Rotifer and Microalgae Culture
Systems. US-ASIA Workshop, 1991, Honolulu. Proceedings. Honolulu, p. 275-286, 1991.
GHOSH, P.; THAKUR, I. S.; KAUSHIK, A. Bioassays for toxicological risk assessment of
landfill leachate: a review. Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 141, Jan, p. 259-
270, 2017.

GRAHAM, L. E.; WILCOX, L. W. Algae. The Quarterly Review of Biology, v. 77, n. 1,
p. 70-71, 2002. Disponivel em: https://doi.org/10.1086/343625. Acesso em: 02 out. 2018.
GROBBELAAR, J.U. Algal nutrition: mineral nutrition. In: Richmond, A. Handbook of
microalgal culture: biotechnology and applied phycology. Blackwell Science. 2004.
GUDIN, C.; THERPENIER, C. Bioconversion of solar energy. Advances in
Biotechnological, v. 6, p. 73-110, 1986.

GUILLARD, R. R. L. Culture of phytoplankton for feeding marine invertebrates. In:
SMITH, W. L., CHANLEY, M. H. (eds.). Culture of marine invertebrate animals. New
York: Plenum, 1975.



120

GULDHE, A.; KUMARI, S.; RAMANNA, L.; RAMSUNDAR, P.; SINGH, P.; RAWAT,
I.; BUX, F. Prospects, recent advancements and challenges of different wastewater streams
for microalgal cultivation. Journal of Environmental Management, v. 203, p. 299-315,
2017.

HALIM, R.; DANQUAH, M. K.; WEBLEY, P. A. Extraction of oil from microalgae for
biodiesel production: A review. Biotechnology Advances, v. 30, n. 3, p. 709-732, 2012.
HAMINIUK, C. W. |.; SIERAKOWSKI, M. R.; IZIDORO, D. R.; MACIEL, G. M,
SCHEER, A. P.; MASSON, M. L. Comportamento reoldgico de sistemas pécticos de polpas
de frutas vermelhas. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Campinas, v. 29, n. 1, p. 225-231,
2009 .

HARIDY, S.; GOUDA, S. A.; WU, Z. An integrated framework of statistical process control
and design of experiments for optimizing wire electrochemical turning 85 process.
International Journal of Advanced Manufacturing Technology, v.53, p. 191-207, 2011.
HATTAB, M.; GHALY, A. Production of Biodiesel from Marine and Freshwater
Microalgae: A Review. Advances in Research, v. 3, n. 2, p. 107-155, 2015.

HE, Y.; WANG, Y.; SONG, X. High-effective denitrification of low C/N wastewater by
combined constructed wetland and biofilm-electrode reactor (CW-BER). Bioresource
Technology, v. 203, p. 245-251, 2016.

HELLENBUST, J. A. Ligth: plants. In: KINNE, O. (ed.). Marine Ecology. A
Comprehensive, Integrated Treatise on Life in Oceans and Coastal Waters. London: Wiley
Interscience, 1970. p. 124-158.

HEREDIA-ARROYO, T.; WEI, W.; RUAN, R.; HU, B. Mixotrophic cultivation of
Chlorella vulgaris and its potential application for the oil accumulation from non-sugar
materials. Biomass and Bioenergy, v. 35, n. 5, p. 2245-2253, 2011.

HOLDSWORTH, S. D. Applicability of rheological models to the interpretation of low and
processing behaviour of fluid products. Journal of Texture Studies, v. 2, n. 4, p. 393-418,
1971.

HOU, Y.; LIU, Z.; ZHAO, Y.; CHEN, S.; ZHENG, Y.; CHEN, F. CAH1 and CAH2 as key
enzymes required for high bicarbonate tolerance of a novel microalga Dunaliella salina
HTBS. Enzyme and microbial technology, v. 87-88, p. 17-23, 2016.

HUANG, G.; CHEN, F.; WEI, D.; ZHANG, X.; CHEN, GU. Biodiesel production by
microalgal biotechnology. Applied Energy, v. 87, p. 38-46, 2010.

HUNTLEY, M. E.; REDALJE, D. G. CO mitigation and renewable oil from photosynthetic


https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85026915718&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&sid=247cbc72eb426a8765320882780435d8&sot=autdocs&sdt=autdocs&sl=18&s=AU-ID%2857192639805%29&relpos=1&citeCnt=35&searchTerm=
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85026915718&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&sid=247cbc72eb426a8765320882780435d8&sot=autdocs&sdt=autdocs&sl=18&s=AU-ID%2857192639805%29&relpos=1&citeCnt=35&searchTerm=
https://www.scopus.com/sourceid/23371?origin=resultslist
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-79953281954&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&sid=1ffff6ee19557653fe1fce20c08715d8&sot=autdocs&sdt=autdocs&sl=18&s=AU-ID%2836600358200%29&relpos=0&citeCnt=170&searchTerm=
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-79953281954&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&sid=1ffff6ee19557653fe1fce20c08715d8&sot=autdocs&sdt=autdocs&sl=18&s=AU-ID%2836600358200%29&relpos=0&citeCnt=170&searchTerm=
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-79953281954&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&sid=1ffff6ee19557653fe1fce20c08715d8&sot=autdocs&sdt=autdocs&sl=18&s=AU-ID%2836600358200%29&relpos=0&citeCnt=170&searchTerm=
https://www.scopus.com/sourceid/28810?origin=resultslist

121

microbes: a new appraisal. Mitigation and Adaptation Strategies for Global Change, v.
12, p. 573-608, 2007.

ILLMAN, A. M.; SCRAGG, A. H.; SHALES, S. W. Increase in Chlorella strains calorific
values when grown in low nitrogen medium. Enzyme and Microbial Technology, v. 27, p.
631-635, 2000.

JEON, H.; JEONG, J.; BAEK, K.; MCKIE-KRISBERG, Z.; POLLE, J. E. W.; JIN, E. S.
Identification of the carbonic anhydrases from the unicellular green alga Dunaliella salina
strain CCAP 19/18. Algal Research, v. 19, p. 12-20, 2016. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.algal.2016.07.010. Acesso em: 02 out. 2018.

JORQUERA, O.; KIPERSTOK, A.; SALES, E.A.; EMBIRUCU, M.; GHIRARDI, M.L.
Comparative energy life-cycle analyses of microalgal biomass production in open ponds and
photobioreactors. Bioresource Technology, v. 101, p. 1406-1413, 2010.

JOSEPH, V.; JOSEPH, A. Algae in the Assessment of Industrial Wastewater Holding Ponds.
Water, Air and Soil Pollution, v. 132, p. 251-261, 2001.

KAEWPINTONG, K.; SHOTIPRUK, A.; POWTONGSOOK, S.; PAVASANT, P.
Photoautotrophic high-density cultivation of vegetative cells of Haematococcus pluvialis in
airlift bioreactor. Bioresource Technology, v. 98, n. 2, p. 288-295, 2007.

KANNAN, D. C.; PATTARKINE, V. M. Algal Biorefineries. In: BAJPAI, R.; PROKOP,
A.; ZAPPI, M. (eds.). Algal Biorefineries. New York: Springer, 2014. p. 296-310.
KHALILI M.; POUR, A. A. P.; NAGHAVI, M. R.; MOHAMMAD, A. E. Evaluation of
drought tolerance in safflower genotypes based on drought tolerance indices. Notulae
Botanicae Hoeti Agrobotanica Cluj-Napoca, v. 4, n. 11, p. 78-85, 2014.

KIM, D. G.; HUR, S. B. Growth and fatty acid composition of three heterotrophic Chlorella
species. Algae, v. 28, n. 1, p. 101-109, 2013.

KIM, G. Y.; HEO, J.; KIM, H. S.; HAN, J. I. Bicarbonate-based cultivation of Dunaliella
salina for enhancing carbon utilization efficiency. Bioresource Technology, v. 237, p. 72—
77, 2017. Disponivel em: http://dx.doi.org/10.1016/j.biortech.2017.04.009. Acesso em: 02
out. 2018.

KIM, S. G.; CHOI, A.; AHN, C. Y.; PARK, C. S.; PARK, Y. H.; OH, H. M. Harvesting of
Spirulina platensis by cellular flotation and growth stage determination. Letters in Applied
Microbiology, v. 40, n. 3, p. 190-194, 2005.

KISHORE, R.A., TIWARI, R., DVIVEDI, A.; SINGH, I. Taguchi analysis of the residual
tensile strength after drillingin glass fiber reinforced epoxy composites. Materials and
Design, v. 30, p. 2186-2190, 2009.



122

KNOTHE, G.; MATHEAUS, A. C.; RYA, T. W. Cetane numbers of branched and straight-
chain fatty esters determined in an ignition quality tester. Fuel, v. 82, p. 971-975, 2003.
KNOTHE, G. Dependence of biodiesel fuel properties on the structure of fatty acid alkyl
esters: Fuel Processing Technology, v. 86, p. 1059-1070, 2005.

KOLLER, M. Design of Closed Photobioreactors for Algal Cultivation. In: PROKOP, A;
BAJPAI R. K.; ZAPPI, M. E. (Ed.). Algal Biorefineries: Products and Refinery Design.
Cham: Springer International Publishing, v. 2, p. 133-186, 2015.

LANDAZABAL, L; SOLANO, A.; FERREIRA, C.; KAFAROV, V. Improvement of lipid
productivity on Chlorella vulgaris using waste glycerol and sodium acetate. Journal
Ciencia Tecnoldgia y Futuro, v. 5, n. 2, p. 113-126, 2013.

LEE, A. K.; LEWIS, D. M.; ASHMAN, P. J. Energy requirements and economic analysis
of a full-scale microbial flocculation system for microalgal harvesting. Chemical
Engineering Research & Design, v. 88, p. 988-996, 2010.

LEKANG, O. I. Aquaculture engineering. Blackwell Pub, Oxford, v. 1, p. 37, 2007.
DOI:10.1002/9780470995945.

LEONARDI, G. R.; CAMPOS, P. M. B. G. Estabilidade de formulacGes cosméticas.
International Journal of Pharmaceutical Compound, v. 3, n. 4, p. 154-156, 2001.

LI, C; YU, Y.; ZHANG, D.; LIU, J.; REN, N.; FENG, Y. Combined effects of carbon,
phosphorus and nitrogen on lipid accumulation of Chlorella vulgaris in mixotrophic culture.
Journal of Chemical Technology & Biotechnology, v. 91, n. 3, p. 680-684, 2016.
Disponivel em: http://doi.wiley.com/10.1002/jctb.4623. Acesso em: 02 out. 2018.

LIRA, R. A. Estudo do rendimento de biomassa da microalga nativa Chlorella
minutissima visando a obtencdo de biocombustiveis. 2011. 119f. Tese (Doutorado em
Engenharia Agricola), Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, 2011.

LOURENCO, S. O. Cultivo de microalgas marinhas. Sdo Carlos: RiMa, 2006.
LOURENCO, S. O.; MARQUES Jr, A. N. Produgdo priméaria marinha. In: PEREIRA, R.
G.; SOARES-GOMES, A. (orgs.) Biologia Marinha. Rio de Janeiro: Interciéncia, 2002. p.
195-227.

MACHADO, J. C. V. Reologia e Escoamento de Fluidos: énfase na industria do
petroleo. Rio de Janeiro: Editora Interciéncia, 2002.

MAGRO, F. G.; DECESARO, A.; BERTICELLI, R.; COLLA, L. M. Bioethanol production

using microalgae: a review. Semina, v. 37, n. 1, p. 159-174, 2016.



123

MAIA, I. S.; RESTREPO, J.J.B.; CASTILHOS JUNIOR, A.B.; FRANCO, D. Avaliacgdo do
tratamento bioldgico de lixiviado de aterro sanitario em escala real na Regido Sul do Brasil.
Engenharia Sanitaria e Ambiental, v. 20, n. 4, p. 665-675, 2015.

MARIANO, A. B.; RAMOS, L. P.; VARGAS, J. V. C.; PULLIAN, R.; BALMANT, W.;
MARTIN, M.; GROSSMANN, I. E. On the synthesis of sustainable biorefineries.
Industrial & Engineering Chemistry Research, v. 52, p. 3044-3064, 2012.

MATA, T. M.; MARTINS, A. A.; CAETANO, N. S. Microalgae for biodiesel production
and other applications: A review. Renewable & Sustainable Energy Reviews. v.14, p. 217-
232, 2010.

MATHIMANI, T; UMA, L; PRABAHARAN, D. Homogeneous acid catalysed
transesterification of marine microalga Chlorella sp. Renewable Energy, v. 81, p. 523-533,
2015.

MELO, R. R.; MENEZZI, C. H. S. Comportamento reoldgico da madeira e derivados.
Ciéncia da Madeira, v. 1, n. 1, p. 25-40, 2010.

MITRA, D.; VANLEEUEN, J.; LAMSAL, B. Heterotrophic/mixotrophic cultivation of
oleaginous Chlorella vulgaris on industrial co-products. Algal Research, v. 1, p. 40-48,
2012.

MOHAN, N.; RAO, P. H. KUMAR, R. R, SIVASANKARAN, S,
SIVASUBRAMANIAN, V. Studies on mass cultivation of Chlorella vulgaris and effective
harvesting of biomass by low-cost methods. Journal of Algal Biomass Utilization, v. 01,
p. 29-39, 2009.

MONTEIRO, S. R; MOTA, J. A. C. Quimica e sustentabilidade: novas fronteiras em
biocombustiveis. Sdo Paulo: Quim. Nova, v. 36, n. 10, 2013.

MORAIS, K. C. C.; DZUMAN, M. J.; ARANTES, A. C. C. Comparacédo de meios de
cultivo autotroficos, mixotréficos e heterotroficos para producdo de biomassa de
microalga com foco em biocombustiveis e coprodutos. In: CONGRESSO
INTERNACIONAL DE BIOENERGIA, 5.; CONGRESSO BRASILEIRO DE GERAC;AO
DISTRIBUIDA E ENERGIAS RENOVAVEIS, 1., 2010, Curitiba.

MORAIS, K. C. C. Analise e desenvolvimento de aquicultura da microalga
Phaeodactylum tricornutum em crescimento autotrofico e mixotréfico em
fotobiorreatores compactos. 2011. 98 f. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia e Ciéncia
dos Materiais) - Setor de Tecnologia, Universidade Federal do Parana, Curitiba, 2011.
MUBARAK, M.; SHAIJA, A.; SUCHITHRA, T. V. A review on the extraction of lipid from
microalgae for biodiesel production. Algal Research. v. 7, p. 117-123, 2015.



124

NAVARRO, R. F. Fundamentos de reologia de polimeros. Caxias do Sul: Universidade
de Caxias do Sul, 1997. 264p.

NECKEL, A.; GOELLNER, E.; BERTOLDI, T. The efficiency in the treatment of effluent
bullets industry with sludge modification in anaerobic. Reget, v. 20, n. 1, p. 427-437, 2016.
NEOFOTIS, P.; HUANG, A.; SURY, K.; CHANG, W.; JOSEPH, F.; GABR, A.; TWARY,
S.; QIU, W.; HOLGUIN, O.; POLLE, J. Characterization and classification of highly
productive microalgae strains discovered for biofuel and bioproduct generation. Algal
research, v. 15, p. 164-178, 2016.

OHSE, S.; DERNER, R. B.; OZORIO, R. A.; BRAGA, M. V. C.;: CUNHA, P.; LAMARCA,
C. P.; SANTOS. M. E. Production of biomass and carbon, hydrogen, nitrogen and protein
contents in microalgae. Ciéncia Rural, v. 39, n. 6, p. 1760-1767, 2009. ISSN 0103-8478.
OLIVEIRA, C. O. Analise das propriedades reoldgicas de materiais cimenticios
associando o conceito de empacotamento de particulas. 2013. 97 f. Disserta¢do (Mestrado
em Engenharia Mecénica) - Faculdade de Engenharia de llha Solteira, Universidade
Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho™, llha Solteira, 2013.

PELEGRINE, D. H. G.; SILVA, F. C.; GASPARETTO, C. A. Rheological behavior of
pineapple and mango pulps. Lebensmittel-Wissenschaft und-Technology, v. 35, n. 8, p.
645-648, 2002.

PELEGRINE, D. H. G.; SILVA, M. B.; LOURES, C. C. Chlorella sp microalgae
suspensions - rheological behaviour analyzes at different culture times. J Fundam
Renewable Energy Appl, v. 5, n. 5, p. 123, 2015. DOI: 10.4172/2090-4541.S1.003
PEREIRA, C. M. P.; HOBUSS, C. B.; MACIEL, J. V.; FERREIRA, L. R.; PINO, F. B.D;
MESKO, F. Biodiesel renovavel derivado de microalgas: avancos e perspectivas
tecnoldgicas. Quimica Nova, v. 35, n. 10, p. 2013-2018, 2012.

PHUKAN, M. M.; CHUTIA, R. S.; KONWAR, B. K.; KATAKI, R. Microalgae Chlorella
as a potential bio-energy feedstock. Applied Energy, v. 88, n. 10, p. 3307-3312, 2011.
Disponivel em: http://dx.doi.org/10.1016/j.apenergy.2010.11.026. Acesso em: 02 out. 2018.
PIRWITZ, K.; RIHKO-STRUCKMANN, L.; SUNDMACHER, K. Comparison of
flocculation methods for harvesting Dunaliella. Bioresource Technology, v. 196, p. 145-
152, 2015.

PITTMAN, J. K.; DEAN, A. D.; OSUNDEKO, O. The potential of sustainable algal biofuel
production using wastewater resources. Bioresource Technology, v. 102, p. 17-25, 2011.
DOI: 10.1016/j.biortech.2010.06.035.


https://doi.org/10.4172/2090-4541.S1.003

125

POHNDORF, R. S.; CAMARA, A. S.; LARROSA, A. P. Q.; PINHEIRO, C. P,
STRIEDER, M. M.; PINTO, L. A. A. Production of lipids from microalgae Spirulina sp.:
Influence of drying, cell disruption and extraction methods. Biomass and Bioenergy, v. 93,
p. 25-32, 2016.

PRAGYA, N.; PANDEY, K. K.; SAHOO, P. K. A review on harvesting, oil extraction and
biofuels production technologies from microalgae. Renewable and Sustainable Energy
Reviews, v. 24, p. 159-171, 2013.

PULZ, O. Photobioreactors: production systems for phototrophic microorganisms. Applied
Microbiology and Biotechnology, v. 57, n. 3, p. 287-293, 2001.

QUEIROZ, L. M.; AMARAL, M.S.; MORITA, D.M.; YABROUD, S.C.; SOBRINHO, P.A.
Aplicacdo de processos fisico-quimicos como alternativa de pré e pos-tratamento de
lixiviados de aterros sanitarios. Engenharia Sanitaria e Ambiental, v. 16, n. 4, p. 403-410,
2011.

QUINTELAS, C.; FERNANDES, B.; CASTRO, J.; FIGUEIREDO, H.; TAVARES, T.
Biosorption of Cr(V1) by three different bacterial species supported on granular activated
carbon - A comparative study. Journal of Hazardous Materials, v. 153, p. 799-809, 2008.
RAMOS, L.; KUCEK, K.; DOMINGOS, A.; WILHELM, H. Biodiesel - um projeto de
sustentabilidade econdmica e socio-ambiental para o Brasil. Revista Biotecnologia Ciéncia
& Desenvolvimento, V. 31, p. 28-37, 2003. Disponivel em:
http://www.resol.com.br/textos/Biodiesel.pdf. Acesso em: 02 out. 2018.

RANA, R. S.; PUROHIT, R.; SHARMA, A. K.; RANA, S. Optimization of Wear
Performance Composites Using Taguchi Method. Procedia Materials Science, v. 6, p. 503-
511, 2014.

RAO, M. A.; RIZVI, S. S. Thermodynamic properties of food in dehydration. Engineering
properties of foods, New York: Marcel Dekker, 1986. p. 133-214.

RAO, M. A.; ANANTHESWARAN, R. C. Rheology of fluids in food processing. Food
Technology, v.36, p.116-126, 1982.

RASDI, N. W.; QIN, J. G. Effect of N:P ratio on growth and chemical composition of
Nannochloropsis oculata and Tisochrysis lutea. Journal of Applied Phycology, v. 27, p.
2221-2230, 2015.

RAVEN, J. A. Limits to growth. In: BOROWITZKA, M. A.; BOROWITZKA, L. J. (eds.).
Microalgal Biotechnology, Cambridge: Cambridge University, 1988. p. 331-356.
RAMSUNDAR, P.; GULDHE, A.; SINGH, P.; BUX, F. Assessment of municipal

wastewaters at various stages of treatment process as potential growth media for Chlorella


https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85006981278&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&sid=247cbc72eb426a8765320882780435d8&sot=autdocs&sdt=autdocs&sl=18&s=AU-ID%2857192639805%29&relpos=2&citeCnt=24&searchTerm=
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85006981278&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&sid=247cbc72eb426a8765320882780435d8&sot=autdocs&sdt=autdocs&sl=18&s=AU-ID%2857192639805%29&relpos=2&citeCnt=24&searchTerm=

126

sorokiniana under different modes of cultivation. Bioresource Technology, v. 227, p. 82-
92, 2017.

RAZAAK, S. A; ALI, S. A. M.; HOSSAIN, M. M.; DELASA, H. Biological CO> fixation
with production of microalgae in wastewater - A review. Renewable and Sustainable
Energy Reviews, v.76, p. 379-390, 2017.

REIS, A.; GOUVEIA, L. Biorrefinarias de microalgas. Boletim de Biotecnologia, v. 2, n.
3, p. 28-29, 2013.

REYIMU, Z.; OZCIMEN, D. Batch cultivation of marine microalgae Nanochloropsis
oculata and Tetraselmis suecica in treated municipal wastewater toward bioethanol
production. Journal of Cleaner Production, v. 150, p. 40-46, 2017.

RICHARDS, R. G.; MULLINS, B. J. Using microalgae for combined lipid production and
heavy metal removal from leachate. Ecological Modelling, v. 249, p. 59-67, 2013.
RICHMOND, A. Handbook of Microalgal Culture. [s.l.] Blackwell Science, 2004.

SAN PEDRO, A.; GONZALEZ-LOPEZ, C. V.; ACIEN, F. G.; MOLINA-GRIMA, E.
Outdoor pilot-scale production of Nannochloropsis gaditana: Influence of culture parameters
and lipid production rates in tubular photobioreactors. Bioresource Technology, v. 169, p.
667-676, 2014. Disponivel em: http://dx.doi.org/10.1016/j.biortech.2014.07.052. Acesso
em: 02 out. 2018.

SCHMITZ, R., MAGRO, C. D.; COLLA, L. M. Aplicagdes ambientais de microalgas.
Revista CIATEC-UPF, v. 4, n. 1, p. 48-60, 2012.

SCHENK, P. M.; THOMAS-HALL, S. R.; STEPHENS, E.; MARX, U. C.; MUSSGNUG,
J. H;

SCHRAMM, G. Reologia e Reometria: fundamentos tedricos e préticos. 2. ed., Sdo Paulo:
Artliber Editora Ltda., 2006.

SELVAKUMAR, P.; UMADEVI, K. Enhanced lipid and fatty acid content under
photoheterotrophic condition in the mass cultures of Tetraselmis gracilis and Platymonas
convolutae. Algal Research, v. 6, p. 180-185, 2014.

SHARMA, S. K.; MULVANEY, S. J.; RIZVI, S. S. H. Food processing engineering: theory
and laboratory experiments. New York: Wiley-Interscience, 1999. 368 p. ISBN: 978-0-471-
32241-2.

SHUBERT, L.E. Nonmotile coccoid and colonial green algae. In: WEHR, J. D.; SHEATH,
R. G. (eds.). Freshwater algae of North America: ecology and classification. San Diego:
Academic Press, 2003. p. 253-309.


https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85006981278&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&sid=247cbc72eb426a8765320882780435d8&sot=autdocs&sdt=autdocs&sl=18&s=AU-ID%2857192639805%29&relpos=2&citeCnt=24&searchTerm=
https://www.scopus.com/sourceid/15423?origin=resultslist
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85015450446&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&sid=ab0ae64884ad33d583e417ecfe8ee6c7&sot=autdocs&sdt=autdocs&sl=18&s=AU-ID%2822981542500%29&relpos=24&citeCnt=56&searchTerm=
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-85015450446&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&sid=ab0ae64884ad33d583e417ecfe8ee6c7&sot=autdocs&sdt=autdocs&sl=18&s=AU-ID%2822981542500%29&relpos=24&citeCnt=56&searchTerm=
https://www.scopus.com/sourceid/27567?origin=resultslist
https://www.scopus.com/sourceid/27567?origin=resultslist

127

SILVA, F.; PELEGRINE, D. H.; GASPARETTO, C. Reologia do suco de acerola: efeitos
da concentracéo e da temperatura. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v. 25, n.1, p. 121-
126, 2005.

SILVA H. A.; SILVA M. B. Aplicacdo de um projeto de experimentos (DOE) na soldagem
de tubos de zircaloy-4. S&o Paulo: Produgdo & Engenharia, v.1, p. 41-52, 2008.

SILVA, L. T.; GOUVEIA, L.; REIS, A. Integrated microbial processes for biofuels and high
value-added products: the way to improve the cost effectiveness of biofuel production.
Applied Microbiology and Biotechnology, v. 98, p. 1043-1053, 2014.

SINGH, A.; OLSEN S. 1. Critical analysis of biochemical conversion, sustainability and life
cycle assessment of algal biofuels. Appl Energy, v. 88, p. 3548-3555, 2011.

SINGH, N. K.; DHAR, D. W. Microalgae as second generation biofuel. A review.
Agronomy Sustainable Development, v. 31, n. 31, p. 605-629, 2011.

SINGH, R. P.; HELDMAN, D. R. Introduction to Food Engineering. 3. ed. Academic
Press, 2003. 656 p.

SINGH, V.; TIWARI, A.; DAS, M. Phyco-remediation of industrial waste-water and flue
gases with algal-diesel engenderment from micro-algae: a review. Fuel, v.173, p. 90-97,
2016.

SIPAUBA-TAVARES, L. H.; PELICIONE, L. C.; OLIVERA, A. Use of organic (NPK) and
the CHU12 medium for cultivation of Ankistrodesmus gracilis in laboratory. Brazilian
Journal of Biology, v. 01, p. 10-15, 1999.

SMEDES, F.; THOMASEN, T. K. Evaluation of the Bligh n” Dyer lipid determination
method. Marine Pollution Bulletin, v. 32, p. 681-688, 1996.

SOARES, D. Avaliacdo do crescimento celular e da produtividade de lipideos de
microalgas marinhas em diferentes regimes de cultivo. 2010. 107f. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias Bioquimicas).Universidade Federal do Parana, Curitiba, 2010.
SOUTO, G. D. D. B. Lixiviado de aterros sanitarios brasileiros - estudo de remogdo do
nitrogénio amoniacal por processo de arraste com ar (“stripping”). 2009. 371 f. Tese
(Doutorado em Engenharia Hidraulica e Saneamento) - Escola de Engenharia de Séo Carlos,
Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos, 2007.

SOUZA, H. J. C.; MOYSES, C. B.; PONTES, F. J.; DUARTE, R. N.; SILVA, C. E. S,
ALBERTO, F. L.; FERREIRA, U. R.; SILVA, M. B. Optimization Molecular assay
optimized by Taguchi experimental design method for venous thromboembolism
investigation. Molecular and Cellular Probes, v. 25, n. 1, p. 231-237, 2011.

SUALI, E.; SARBATLY, R. Conversion of microalgae to biofuel. Renewable &



128

Sustainable Energy Reviews, v. 16, n. 16, p. 4316-4342, 2012.

SUNG, M. G.; LEE, B.; KIM, C. W.; NAM, K.; CHANG, Y. K. Enhancement of lipid
productivity by adopting multi-stage continuous cultivation strategy in Nannochloropsis
gaditana. Bioresource Technology, v. 229, p. 20-25, 2017. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.biortech.2016.12.100. Acesso em: 02 out. 2018.
TAGLIAFERRO. G. V. Cultivo da microalga Chlorella minutissima 262 em modo
batelada e continuo em fotobiorreatores de tanque de bolhas e airlift: influéncia do
meio de cultivo no crescimento e composicdo da biomassa. Tese (Doutorado em
Biotecnologia Industrial), Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de S&o Paulo,
Lorena, 2017.

TAGUCHI, G. Introduction to Quality Engineering: Designing Quality into Products
and Processes. Quality Resources: Asian Productivity Organization, Tokyo. 191p.
TAGUCHI, G.; CHOWDHURY, S.; YUIN, W. Introduction to Orthogonal Arrays. In:
TAGUCHI, S.; YANO, H. (eds.). Taguchi’s Quality Engineering Handbook. Hoboken:
John Wiley & Sons, 2005. p. 584-596.

TAGUCHI, G.; KONISHI, S. Taguchi methods: orthogonal arrays and linear graphs.
American Supplier Institute, 1987.

TANGO, M. D. Cultivo de microalgas em efluentes da industria de beneficiamento de
carnes em fotobiorreator do tipo coluna de bolhas. 2002. 95f. Dissertacdo (Mestrado em
Engenharia Civil). Universidade Federal de Vicosa, Vicosa, 2015.

TANNER, R. I. Engineering Rheology. 2nd ed. New York: Oxford University Press, 2000.
TANSEL, I.N.; GULMEZ, S.; DEMETGUL, M.; AYKUT, S. Taguchi Method - GONNS
integration: Complete procedure covering from experimental design to complex
optimization. Expert Systems with Applications, v. 38, p. 4780-4789, 2011.

TERRY, K. L; RAYMOND, L. P. System design for the autotrophic production of
microalgae. Enzyme and Microbial Technology, v. 7, p. 474-487, 1985.

TIAN, X.; DAI, L.; LIU, M.; LIU, D.; DU, W.; WU, H. Lipase-catalyzed methanolysis of
microalgae oil for biodiesel production and PUFASs concentration. Catcom, v. 84, p. 44-47,
2016.

TISCHER, P. C. S. Estrutura quimica, propriedades reologicas e atividade antiviral das
galactanas sulfatadas das algas vermelhas Meristiella gelidium e Gymnogongrus
(gigartinales). 2006. 174f. Dissertacdo (Mestrado em Bioquimica e Biologia Molecular).

Universidade Federal do Parand, Curitiba, 2006.



129

USEPA - United States Environmental Protection Agency. Test Methods for evaluating
solid waste. Physical Chemical Methods. Method 3005A — Acid Digestion of waters for
total recoverable or dissolved metals for analysis By FLAA or ICP spectroscopy. 1999.
VERMA, N. M.; MEHROTRA, S.; SHUKLA, A.; MISHRA, B. N. Prospective of biodiesel
production utilizing microalgae as the cell factories: A comprehensive discussion. African
Journal of Biotechnology, v. 9, n. 10, p 1402-1411, 2010.

VIDAL, J. R. M. B.; GASPARETTO, C. A.; GRANDIN, A. Efeito da temperatura no
comportamento reoldgico da polpa de manga. Revista Ciéncias Exatas e Naturais, v.1, n.2,
p.69-76, 2000.

VONSHAK, A. Spirulina: Growth, Physiology and Biochemistry. In: , (eds).
Spirulina platensis (Arthrospira): phisiology, cell-biology and biotechnology. London:
Taylor and Francis, 1997. p. 43-66.

WAN, C.; ALAM, M. A.; ZHAO, X. Q.; ZHANG, X.Y.; GUO, S. L.; HO, S. H.; CHANG,
J. S.; BAI, F. W. Current progress and future prospect of microalgal biomass harvest using
various flocculation technologies. Bioresource Technology, v. 184, p. 251-257, 2015.
Disponivel em: http://dx.doi.org/10.1016/j.biortech.2014.11.081. Acesso em: 02 out. 2018.
WANG, L.; MIN, M.; LI, Y.; CHEN, P.; LIU, Y.; WANG, Y.; RUAN. R; Cultivation of
green algae Chlorella sp. in different wastewaters from municipal wastewater treatment
plant. Applied Biochemistry and Biotechnology, v. 162, n. 4, p. 1174-1186, 2010.
WANG, S.; HUANG, G. H. A multi-level Taguchi-factorial two-stage stochastic
programming approach for characterization of parameter uncertainties and their interactions:
An application to water resources management. European Journal of Operational
Research, v. 240, p. 572-581, 2015.

WANG, T. Y.; HUANG, C.Y. Improving forecasting performance by employing the
Taguchi method. European Journal of Operational Research, v. 176, n. 2, p. 1052-1065,
2007.

WEISSMAN, J. C; TILLET, D. M.; GOEBEL, R. P. Design and operation of an outdoor
microalgae test facility. Report SERI/STR-232-3569. Colorado: Solar Energy Research
Institute, 1989.

WILEMAN, A.; OZKAN A.; BERBEROGLU, H. Rheological properties of algae slurries
for minimizing harvesting energy requirements in biofuel production. Bioresourse
Technology, v. 104, p. 432-439, 2012.

WOODWORTH, B. D.; MEAD, R. L.; NICHOLS, C. N.; KOLLING, D. R. J.
Photosynthetic light reactions increase total lipid accumulation in carbon-supplemented


https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-77955926566&origin=resultslist&sort=lfp-t&src=s&st1=cultivation+of+green+algae+chlorella+sp.+in+different+wastewaters+form+municipal+&st2=&sid=f98bb4629756e685c539120cf3c0f920&sot=b&sdt=b&sl=101&s=TITLE-ABS-KEY-AUTH%28cultivation+of+green+algae+chlorella+sp.+in+different+wastewaters+form+municipal+%29&relpos=0&citeCnt=518&searchTerm=
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-77955926566&origin=resultslist&sort=lfp-t&src=s&st1=cultivation+of+green+algae+chlorella+sp.+in+different+wastewaters+form+municipal+&st2=&sid=f98bb4629756e685c539120cf3c0f920&sot=b&sdt=b&sl=101&s=TITLE-ABS-KEY-AUTH%28cultivation+of+green+algae+chlorella+sp.+in+different+wastewaters+form+municipal+%29&relpos=0&citeCnt=518&searchTerm=
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-77955926566&origin=resultslist&sort=lfp-t&src=s&st1=cultivation+of+green+algae+chlorella+sp.+in+different+wastewaters+form+municipal+&st2=&sid=f98bb4629756e685c539120cf3c0f920&sot=b&sdt=b&sl=101&s=TITLE-ABS-KEY-AUTH%28cultivation+of+green+algae+chlorella+sp.+in+different+wastewaters+form+municipal+%29&relpos=0&citeCnt=518&searchTerm=
https://www.scopus.com/sourceid/110291?origin=resultslist
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wileman%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22133605
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ozkan%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22133605
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Berberoglu%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22133605
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22133605
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22133605

130

batch cultures of Chlorella vulgaris. Bioresource Technology, v. 179, p. 159-164, 2015.
Disponivel em: http://dx.doi.org/10.1016/j.biortech.2014.11.098. Acesso em: 02 out. 2018.
XIA, C.; ZHANG, J.; HU, B. A new cultivation method for microbial oil production: cell
pelletization and lipid accumulation by Mucor circinelloides. Biotechnology for Biofuels,
V. 4, p. 4-15, 2011.

YANG, H.J.; HWANG, P.J.; LEE, S.H. A study on shrinkage compensation of the SLS
process by using the Taguchi method. International Journal of Machine Tools &
Manufacture, v. 42, p. 1203-1212, 2002.

YANG J.; RASA, E.; TANTAYOTAI, P.; SCOW K.M.; YUAN, H.; HRISTOVA, K.R.
Mathematical model of Chlorella minutissima UTEX2341 growth and lipid production
under photoheterotrophic fermentation conditions. Bioresource Technology, v. 102, p.
3077-3082, 2011.

YONGMANITCHAI, W.; WARD, O. P. W-3 fatty acids: alternative sources of production.
Waterloo: Applied and Environmental Microbiology, v. 57, n. 2, p. 419-425, 1991.
ZHANG, X.; HU, Q.; SOMMERFELD, M.; PURUHITO, E.; CHEN, Y. Harvesting algal
biomass for biofuels using ultrafiltration membranes. Bioresource Technology, v. 101, p.
5297-5304.,2010.

ZHAO, B.; ZHANG, Y.; CUI, G. Carbon dioxide fixation and biomass production from
combustion flue gas using energy microalgae. Energy, v. 89, p. 347-357, 2015.

ZHU, L.; HILTUNEN, E.; SHU, Q.; ZHOU, W.; LI, Z.; WANG, Z. Biodiesel production
from algae cultivated in winter with artificial wastewater through pH regulation by acetic
acid. Applied Energy, v. 128, p. 103-110, 2014.

ZORN, S. M. F. E.; PEDRO, G. A.; AMARAL, M. S.; LOURES, C. C. A;; SILVA, M. B.
Avaliacdo dos fatores envolvidos na extracdo de lipidios da biomassa da microalga Chlorella

minutissima via solventes. Holos, v. 2, p. 66, 2017.



ANEXOS

ANEXO A - Valores tabelados de Fecritico para teste bilateral com a=0,05.

Critical Mahses of the F Distribution for w = 0,05

o [
bw: Humeraar Degrees of Fresdom (k)
Dngms
Froadom (£) 1 2 3 4 5 [ 7 ] 9 10 12 15 20 24 30 40 &0 120 =

1 1614 1595 157 2244 2300 2340 7368 JIRG 2405 2419 439 259 MB0 2490 250t 2510 2522 2533 254
2 18351 1900 906 192 1930 183 1935 19037 1938 1940 19.41 1943 1945 1945 1946 1947 1948 1949 1950
k] 1033 9% 928 002 901 EW 889 HES  HB] B AT BT 846 Bod  B6d B5Y  BS7  BES B3
a IV £94 640 B39 626 &06 400 £04 400 596 591 AB6  RHO 577 575 572 S6Y  hen S48
& BEl 578 541 S R85 493 4B 4B A7 4T a6 482 A58 485 450 446 44 44D 408
& S50 A04 A4TH 453 43 428 421 A0S 410 406 400 3% SHT 384 A8 YFF 304 Rr0 a7
7 559 474 43 402 197 AT 0 I T 148 364 357 13 344 34l 138 3 33 127 323
& 532 446 407 B4 368 358 RS0 344 339 335 RFE 122 104 312 308 S04 301 297 293

L] 512 426 3B6 163 Ja& Ay 329 333 30E 304 107 300 204 U0 2EE  2&3 x)e ris 27
o 496 4ld 37 348 333 322 R A07 302 298 291 2BS 277 204 270 266 242 258 254
11 484 398 359 3138 30 309 300 295 290 ZBS RF9 273 265 261 257 253 249 245 240
12 475 3189 349 335 301 300 291 XES 240 2% ZED 262 254 251 247 243 23 23 230
1% 467 381 3 08 303 282 283 37 ORI 247 260 253 246 247 238 23 2W 2i% 1A
14 460 374 334 31 296 LEF LMG 270 2ad 260 253 246 239 28 2Mm 22 2212 ZOB 103
15 454 348 329 306 Xm0 AT LTI R4 LAG Q54 FaB 240 231 RE0 225 2200 216 XM and
16 448 3463 QM 300 28BS 274 Ak 259 2N 249 242 235 2 23 249 2AS 211 1p6 101
17 445  35% 120 2an im  1h0 2.6 2.5% 249 Jai 2 2N 2.13 2019 218 PRI X 1.5
18 447 35% R1é 293 27 2as 2SR 281 244 240 X 21 2% 215 210 xpe o 1% 192
19 43 382 513 290 2 28} 254 248 Z4AY 2B OZM 233 206 AWM 20F 203 198 183 188
20 435 34w 3000 287 27 280 251 245 3% 235 R RN 212 XA 204 199 1§ 190 184
] 432 347 307 284 4B 2EF A% 242 237 232 2§ 218 2% DS X0 146 ESE  LEF 1
22 430 344 105 2B &6 255 246 240 234 230 223 215 207 203 19B 193 1E® 1E4 178
23 43 342 301 2E0 264 233 Fa4 237 232 23 RN ORIZ A0S 200 196 191 186 1Bl 198
24 A6 340 B0 RFR Ze2 251 242 236 M 2% 208 211 EO3 O 1%E 194 1ES  1m& 199 173
25 424 330 299 276 26D 249 240 2 238 ZM4 2l ZOR RDY\B6 182 \EF  1&F L3P 1A
24 425 3 288 RFA 258 24T W RAD 33 327 205 ROF 189 145 190 18% 180 175 180
2 421 333 kB4 RFY RS 246 JAF 231 2% 220 213 206 1 183 1BE LB4 19 173 147
28 A0 3 RS 2F1 786 24% 23 XM 224 2% 212 204 198 1 1LEF O LER LI LA 165
2 408 333 283 2P0 245 43 X3 ZEE 0 2220 0B OL10 208 194 190 1BE LB WIS 170 Led
kL 407 132 R 249 253 R4 OXM ORI 2DV 206 e 200 LAY 1A% 184 L% 174 LEE 1,62
40 408 32} B4 Al A% 2B 225 2IE 0 202 208 200 19F VB4 1R LM e% Iea 1SR 151
&0 4000 398 RFA XS 237 225 217 X100 04 0SS 1RZ 0 L4 175 170 1EE 148 143 147 130
120 392 307 248 D4S 29 2WF Z0F 202 196 190 L EE 1S 166 1Al 155 150 143 L3S 1.2§
= 184 260 237 20 2 200 194 188 183 175 A7 157 1.5 148 138 133 nIz 100

100

131



132

ANEXO B - Caracteriza¢do do chorume proveniente do aterro sanitario do municipio
de Cachoeira Paulista.

Eesnltados

Chornme in mamre  Chorome in namra

Parimetros coletado em coletado em Législntini
agosto/2010" julho/2012 i
Demands Quimica de Oxigénio
(DQO) (mg L0 434588 3565,0 -
Diemands Bioguimica da
Oxigémio (DBO:) (mg L™ 0y 408,70 3523 &0
Razio DBODQO 0,064 0,090 -
Carbono Crganice Total (COT)
fmz.l™) 618,1 12333 -
Solidos Tommis (me.L™") d033,2 117000 -
Solidos Totais Fixos (mg.L™) 10320 9180 .0 -
Solidos Totais Voliteis (mz L) 50032 25200 -
pH 2,78 8,60 50a9.0
Oleos e Graxas (mg 1™ 1729 184 3 20
Fermo Total (mz.L™") 43mgl” 15,535 15,0
Turbidez (TLT) 630,0 a10 40
Cor (Pt-Co /mg.L™") 17632 148358 1040
MWitrogémio Amoniacal fmgL™) 1582,3 14520 20,0
Mitrogénio Orginice (mg L™) 26,0 610,0 -
Witmito (mg. L") 03 2.0 -
Mitrate (me.L™) 2.1 1.8 -
Witrogénin Total {mg.L™") 24447 20727 -
Fosforo Total (mz L™ 2,1 15,17 -
Arsénio (mz L) 0,006 0,018 0.2
Cromo Total (meL ") 0,256 0,49 a0
Mangands (mz L™ 0,037 0,223 1.0
Miguel (mg.L™" 0,073 0,18 2.0
Finco (mg Zo'L) 0,080 0,13 a0

Fonte: Brito, (2014).
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ANEXO C - Comparagcao entre os valores de obtencéo de biomassa e lipideos cultivado

em diferentes concentracgdes de nitrato de sédio e acetato de sodio.

Carbon/Nitrogen Biomass Produced Lipid Mitrogen Consumed Phosphorus Consumed
Ratio {a/L) (%) (% NO,-N) (% PO -P)
2.94 mM Nitrat
(Control) 1.75 4 49 13
20 mM Acetote
2.94 mM Nitrate 3.4 2 90 25
10 mM Acetate
294 mh Nitrate 2.66 2 96 18
5 mh Acetote
294 mh Nitrate 1.96 1 64 8
20 mM Acetate
1.47 mM Nitrate 3.02 1 59 21
10 mh Hcgtufe 2 44 9 a1 15
1.47 mM Nitrate
5 mM Acetate
1.47 mM Mitrate 1.69 L 6l 20
20 mM Acetate
1.02 mM Mitrate 2.52 7 25 23
10 mM Acetate
1.02 mM MNitrate 1.97 2 &9 18
5 mM Acetate
1.02 mM Nitrate 1.42 3 &1 15

Fonte: Landazabal, (2013).
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APENDICES

APENDICE A - Caracterizac¢io metalica do chorume utilizado nos cultivos.

Chorume Resultados em mg.L

como meio do

Cultivo Al P Si Se Cr Mg Na K Zn Ti Fe Ca Sn

c1 016 1316 230 014 088 51,20 426350 207425 035 000 595 3178 032

c2 040 1285 030 014 090 4985 388100 207450 051 000 7,48 2898 026

c3 000 1262 000 007 000 5555 295850 121650 0,00 000 357 908 0,05

ca 019 877 000 009 021 4848 323350 202950 094 000 596 3055 1,14

c5 000 1359 000 007 000 69,70 226350 108825 0,14 000 413 922 0,00

cé 063 748 234 010 022 4706 331600 209500 114 000 7,94 2734 114

c7 038 1165 164 014 096 50,95 456100 230925 0,70 000 7,27 3561 038

c8 068 1355 181 013 098 5385 430350 209775 025 000 849 28838 020

c9 000 98 000 014 08 4859 420350 210100 042 000 636 3033 043

C,L"ETRUUR'\QE 453 1413 327 017 230 5686 400550 208450 120 080 616 3676 1,14

APENDICE B - Fotografia do primeiro e Gltimo dia de cultivo para a Condicéo 1.

1°Dia

ESCALA
0,01

mim

Ultimo Dia

ESCALA
001
L |

i

APENDICE C - Fotografia do primeiro e Gltimo dia de cultivo para a Condi¢&o 2.

1°Dia

ESCALA

0

0,01

Ultimo Dia

ESCALA
0,01

i



APENDICE D - Fotografia do primeiro e Gltimo dia de cultivo para a Condig&o 3.

Ultimo Dia

1°Dia

ESCALA ESCALA
V] 0,01 ] 0,01

APENDICE E - Fotografia do primeiro e Gltimo dia de cultivo para a Condicéo 4.

1°Dia Ultimo Dia

ESCALA ESCALA
B o0l 0 001
| L

APENDICE F - Fotografia do primeiro e dltimo dia de cultivo para a Condico 5.

1°Dia Ultimo Dia

ESCALA ESCALA
1] 0,01 o 0,01
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APENDICE G - Fotografia do primeiro e Gltimo dia de cultivo para a Condig&o 6.

1°Dia Ultimo Dia

ESCALA ESCALA
0 001 0oL
L | L |

APENDICE H - Fotografia do primeiro e Gltimo dia de cultivo para a Condicéo 7.

1°Dia Ultimo Dia

ESCALA ESCALA
o oot o oot
| L |

APENDICE I - Fotografia do primeiro e tltimo dia de cultivo para a Condico 8.

1°Dia Ultimo Dia

ESCALA ESCALA
o 0,01 1] 0,01
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APENDICE J - Fotografia do primeiro e tltimo dia de cultivo para a Condic&o 9.

1°Dia

ESCALA
] 0,01

mm

Ultimo Dia

ESCALA
[i] 0,01

mm

APENDICE K - Resultado da analise diaria de precipitacdo da biomassa.

Resultadoem g

Dias
c1 c2 c3 ca (6} (03] c7 c8 c9
1 0,0100 0,0100 0,0100 0,0100 0,0100 0,0100 0,0100 0,0100 0,0100
2 0,0154 10,0154 10,0154 0,0154 0,0154 0,0154 0,0154 0,0154 0,0154
3 0,0126 0,0126 10,0126 0,0126 0,0126 0,0126 0,0126 0,0126 0,0126
4 0,0111 o0,01121 0,011 0,011 0,0111 0,0111 0,0111 0,0111 0,0111
5 0,0124 10,0124 10,0124 10,0124 10,0124 0,0124 0,0124 0,0124 0,0124
6 0,0078 0,0078 0,0078 0,0078 0,0078 0,0078 0,0078 0,0078 0,0078
7 0,0178 10,0178 10,0178 10,0178 0,0178 0,0178 0,0178 0,0178 0,0178
8 0,0136 10,0136 10,0136 0,0136 0,0136 0,0136 0,0136 0,0136 0,0136
9 0,0081 10,0081 10,0081 0,0081 0,0081 0,0081 0,0081 0,0081 0,0081
10 0,0074 0,0074 0,0074 0,0074 0,0074 0,0074 0,0074 0,0074 0,0074
11 0,0107 0,0107 0,0107 0,0107 0,0107 0,0107 0,0107 0,0107 0,0107
12 0,0100 0,0100 0,0100 0,0100 0,0100 0,0100 0,0100 0,0100 0,0100
13 0,0121 o0,01212 0,0122 0,0121 0,0121 0,0121 0,01212 0,0121 0,0121
14 0,0104 10,0104 0,0104 0,0104 0,0104 0,0104 0,0104 0,0104 0,0104
15 0,0122 0,0122 0,0122 0,0122 0,0122 0,0122 0,0122 0,0122 0,0122
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APENDICE L - Curva de calibracdo para obtencdo da concentracido da Demanda
Quimica de Oxigénio (DQO).
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APENDICE M - Curva de calibracéo para a obtencéo da concentragfo da suspenséo
microalgal do cultivo.
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