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RESUMO

No presente estudo foram avaliados aspectos referentes ao crescimento, a estocagem de lipideos e a captura de
nutrientes do meio a partir da espécie de microalga Desmodesmus subspicatus cultivada em efluente
doméstico bruto e tratado. A espécie foi submetida ao metabolismo autotréfico com iluminagdo constante (24
h) e heterotréfico sem iluminagdo; e para avaliar o metabolismo mixotrdfico, foi aplicado fotoperiodo de 12:12
h fase clara e escura, respectivamente. Dos resultados obtidos, com relagdo aos aspectos de crescimento, se
destacaram os cultivos submetidos aos metabolismos autotréfico e mixotrofico em efluente bruto. A espécie,
obteve 3 picos de crescimento, no 8°, 13° e 21° dias, quando cultivada fototroficamente. No entanto, a
densidade celular maxima (DCM), a produtividade (P), e a taxa de crescimento (r) foram maiores quando
cultivadas mixotroficamente durante a fase exponencial de crescimento (4° ao 13° dia), sendo 1988.10*
cel.mL?, 0,347 mg.Lt.dia-1, 0,277 dia, respectivamente. O menor tempo de duplicacdo celular (k) de 0,138
dial) também foi observado para D. subspicatus quando submetida a metabolismo mixotréfico. No entanto,
esta espécie cultivada sob metabolismo autotrofico, obteve uma captura de nutrientes mais rapida, obtendo-se
a total deplecdo de P-PO* e N-NH4*, no 3° e 4° dias, respectivamente. Para os cultivos realizados no efluente
final, a espécie obteve os melhores resultados em termos de crescimento também na condi¢do mixotrdfica,
onde se atingiu uma DCM de 1788.10* cel.mL™, produtividade (P) 0,333 mg.L.dia-%, taxa de crescimento (r)
de 0,268 dia® e um tempo de duplicacdo celular ¢k} de 0,144 dia. No entanto, a total deplecdo de nutrientes
foi observada no 2° dia de cultivo na condi¢do autotréfica, e mixotrofica paralelamente. Uma maior estocagem
lipidica foi observada nos cultivos realizados mixotroficamente, porém uma maior concentracdo foi avaliada
para o efluente final. Os resultados indicam que o comportamento mais favoravel ao crescimento na condicdo
mixotrofica, deve-se a necessidade de se obter uma fase escura paralela & clara para que se otimize a
multiplicacéo celular. J& o rendimento lipidico, deve-se a um maior periodo de escassez nutricional sofrido
pela biomassa no efluente tratado.

PALAVRAS-CHAVE: Microalgas, lipideos, metabolismo, densidade celular, produtividade, crescimento
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INTRODUGAO

Tecnologias baseadas na producdo de microalgas para geragdo de bioenergia, ja sdo estudadas ha pelo menos
50 anos. No entanto, nos Gltimos anos os estudos sobre o tema tém aumentado em razéo da crescente demanda
por energia e os altos custos de produgdo e transporte do petrdleo, além dos impactos ambientais negativos
causados pela queima de combustiveis fosseis (BRENNAN et al., 2010).

Inimeras culturas vegetais como, milho, soja, girassol, palma e cana de aclcar podem ser utilizadas na para
este fim; no entanto, a producédo de biodiesel a partir dessas espécies oleaginosas compete com a de alimentos,
ja que ambas necessitam de grandes areas férteis para cultivo. Essa pratica também tem aumentando a
necessidade de desmatamento para obtencdo de areas livres, comprometendo a biodiversidade de uma regido;
além de promover mudangas na estrutura do mercado de alimentos, com aumento de precos e 0 uso de praticas
agricolas insustentaveis, e até mesmo a dinamica social de uma regido (DEMIRBAS, 2011).

A producao de biocombustivel a partir de microalgas tem como principais vantagens: (i) a de ndo competir por
areas agricultaveis, (ii) ndo necessitar de agrotoxicos e consumo excessivo de agua, e (iii) apresentar um alto
rendimento de biomassa com elevado teor de triglicerideos, essencial & produgdo de biocombustivel. O cultivo
para este fim, também pode ser realizado com a utilizacdo de &guas residudrias, desde que contenham teor
satisfatorio de carbono e nutrientes dissolvidos, como é o caso dos esgotos domésticos e varios efluentes
industriais. Logo, esta pratica também esta associada a remediacdo dessas aguas (BAHADAR et al., 2013;
CHISTI, 2007).

O cultivo de algas de forma controlada ¢ normalmente realizado em sistemas abertos ou fotobiorreatores
fechados em diversas escalas. Nesses sistemas o cultivo pode ser conduzido de modo a se obter ganhos no
volume da biomassa, produtividade lipidica e a remoc¢do dos nutrientes e matéria orgénica. A eficiéncia desta
pratica depende principalmente de: (i) espécie (s) envolvida(s), (ii) do aporte de carbono e nutrientes, e
também (iii) das condigBes de iluminacdo (MATA et al., 2010b).

Algumas espécies podem assumir diversos tipos de metabolismo, como o autotrdfico, o heterotrofico e o
mixotrofico, de acordo com o fotoperiodo ao qual sdo submetidas. Outros grupos ainda possuem a capacidade
de modificar o metabolismo como resposta a alteragdes no meio. Essas alteragdes metabolicas podem atuar de
modo a favorecer o desempenho de crescimento celular, a taxa de remocédo de nutrientes do meio, ou mesmo, a
estocagem de biomoléculas ativas, principalmente quando submetidas a um periodo de escassez nutricional,
sendo uma estratégia para a producdo controlada em larga escala, quando o objetivo € a producéo de biomassa
para a obtencao de biocombustiveis. (LI et al., 2011; LUO et al., 2016).

Dessa forma, a otimizagdo dos sistemas de crescimento de algas e a maximizacdo da producdo de
triglicerideos, fazem parte dos esforcos necessarios para tornar a produgdo do biocombustivel a partir
microalgas, mais sustentavel. A dupla utilizacdo do cultivo de microalgas, tanto para tratamento de aguas
residuais e para geracdo de biocombustivel, é por conseguinte, uma opc¢édo atraente em termos de reducdo do
custo de producéo.

Neste sentido, na presente pesquisa foi cultivado a espécie Desmodesmus subspicatus em efluente doméstico
bruto e tratado final, sob diferentes metabolismos energéticos, de modo a determinar as formas para otimizar
as taxas de crescimento, as concentragfes de células em cultura, e assim, identificar condicdes de cultivo que
promovessem uma melhor producéo de lipideos intracelular, paralelamente ao tratamento do efluente utilizado
como meio de cultivo.

O trabalho foi executado em escala de laboratério, com uso de efluentes domésticos contendo diferentes
propor¢des nutricionais, e submetendo-se a espécie aos metabolismos autotréfico, heterotréfico e mixotréfico,
de modo a avaliar a melhor condicdo em termos de taxas de crescimento, paralela a remocdo de nutrientes
dissolvidos e a estocagem lipidica da espécie
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MATERIAIS E METODOS

Isolamento e producéo do inéculo

A espécie Desmodesmus subspicatus, foi obtida do banco de cepas do Laboratério de Producdo de Alimento
Vivo (LAPAVI — UFRPE). As cepas foram mantidas isoladas em pequenos volumes (5 mL), em tubos de
ensaio, a temperatura de 20 °C, e iluminacdo suprida por lampadas led (2000 lux), supridos por incubadora
(Caltec mod. EI-08F1-AF). Para producdo do in6culo, foi utilizado meio de cultivo Provazoler preparado em
laboratério. O crescimento das cepas foi acompanhado por meio de contagem em microscopio éptico (Leica,
DME 85-265), com auxilio de camara de Neubauer (New Optics, Improved double/bright-line). Replicagens
gradativas foram realizadas durante a fase exponencial de crescimento das cepas, até que se alcancasse 10% do
volume total do experimento.

Delineamento do experimento

O cultivo de D. subspicatus foi realizado em regime continuo, utilizando esgoto doméstico bruto como fonte
de carbono e nutrientes, proveniente da ETE Rio Formoso, litoral sul de Pernambuco. A ETE é composta por
um conjunto de reator UASB em-série, uma lagoa de polimento e um conjunto de filtros percoladores de pedra.
O cultivo foi realizado em aquérios em vidro transparente com volume (til de 20 L, sendo utilizados 5 L para o
experimento. Para favorecer a mistura, foi injetado ar atmosférico filtrado a uma vazdo de aproximadamente
300 L.h%, sob temperatura controlada de 20 + 1 °C.

Para avaliar o efeito do fotoperiodo sob a dindmica de crescimento, utilizacdo de nutrientes e estocagem
lipidica, os cultivos foram expostos a metabolismo autotréfico (At) (iluminacdo continua), mixotrofico (Mt),
sendo 12h de fase clara e 12h de fase escura e heterotréfico (Ht), sendo este em total auséncia de luz, por um
periodo de 30 dias. A incidéncia de luz nos cultivos autotrofico e mixotréfico, foi provida por luz fluorescente
artificial a uma intensidade luminosa de 3000 + 100 lux. Um aparelho timer, foi utilizado para promover a fase
escura do metabolismo mixotréfico, e uma manta negra em PVC, foi usada para isolar a entrada de luz para o
experimento heterotrofico.

Parametros de crescimento e remocao de nutrientes

O crescimento celular foi monitorado através do desenvolvimento de curvas de crescimento, nas quais foi
avaliada a densidade celular méaxima no cultivo (DCM), obtido por meio de contagens diarias em camaras de
Neubauer. Ao longo do monitoramento, avaliou-se também aspectos como a produtividade (P, mg.Lt.dia?), a
taxa de crescimento (r, dia) e o tempo de duplicacdo celular (k, dia?) (LOURENCO, 2006). O peso da
biomassa seca também foi medido ao longo do experimento, a fim de se avaliar o rendimento total em funcéo
do tempo. O consumo de nutrientes foi avaliado diariamente, a partir da concentracdo de DBO, N-NH4* P-
PO,*, dissolvidos no meio de cultivo. Todas as andlises fisico-quimicas e bioldgicas seguiram as
recomendagBes preconizadas em Standard Methods for Examination of Water and Wastewater
(APHAJAWWA/WEF, 1995).

Extracdo e quantificacdo de lipideos

A recuperacdo lipidica foi obtida por meio da mistura de solventes, cloroférmio e metanol 2:1, assistido por
equipamento Sohxlet (Quimis, mod 0388-268). O periodo de cada extracdo foi de 4 h, tempo habil para se
completar 8 ciclos de lavagem no Sohxlet. Um retroevaporador em dois mddulos (IKA mod. HB 10/1IKA mod.
RV 10 basic), foi usado para remover os solventes da amostra, que se manteve em banho maria a uma
temperatura de 65 °C por um periodo de 1 h. Apds remocdo do solvente, a quantificacdo total de dleo
recuperado foi obtida gravimetricamente com uso de balanca analitica (OHAUS mod. AR2140). A técnica
utilizada foi adaptada do método de Blight & Dyer (1959) para detec¢do de 6leos vegetais.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracteristicas dos efluentes utilizados como meio de cultivo

A concentragdo de nutrientes do esgoto doméstico utilizado como meio de cultivo para D. subspicatus,
encontram-se dispostos na Tabela 1 abaixo.
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Tabela 1: Nutrientes e matéria organica nos afluentes utilizado no cultivo de D. subspicatus.

Efluente NTK N-NHg* P-PO4* DBO Relagéo

(mg.L?Y) (mg.L?Y) (mg.LY | (mgO2.L?Y) C:N:P
Bruto 44,35 31,45 3 165 55:10:1
Final 22 18 2 80 40:11:1

A coleta do efluente utilizado como meio de cultivo neste trabalho, foi realizada durante a estacdo seca da
regido (dezembro de 2016), e portanto, apresentaram caracteristicas tipicas deste periodo sazonal, estando
dessa forma, mais concentrado, de acordo com resultados obtidos por estudos prévios realizados no mesmo
sistema (PAIVA, 2012; BARBOSA, 2013). Vale ressaltar, que nos efluentes, ndo foram detectadas células
microalgais em quantidades capazes de interferir neste estudo.

Crescimento celular e consumo de nutrientes
As curvas de crescimento foram avaliadas por meio de aspectos qualiquantitativos das células em suspenséo.
Para elaboracdo da curva de crescimento, foram levados em consideracdo, aspectos que distinguissem as

células metabolicamente ativas ou seja, a turgescéncia, a cor caracteristica e a forma tipica da espécie.

Na Figura 1, tem-se o comportamento das curvas de crescimento de D.subspicatus nos metabolismos
fototrofico, heterotrofico e mixotrofico, nos efluentes utilizados como meio de cultivo.
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Figura 1: Comportamento das curvas de crescimento de D. subspicatus’, no esgoto bruto (A) e efluente
final (B) para os cultivos mantidos em condic6es de iluminacao fototréfica, mixotrdéfica e heterotréfica
ao longo do periodo de monitoramento.

Os cultivos sob metabolismo fotototrofico, foram os UGnicos que obtiveram marcadamente, 3 picos de
crescimento ao longo dos 30 dias de monitoramento, em ambos os efluentes utilizados. No entanto, o ndmero
de células em suspensdo nem sempre superou os cultivos mixotréfico e heterotrofico ao longo do
monitoramento. Em alguns momentos, o nimero de células mostrou-se muito aquém ao obtido no cultivo
mixotrofico, que recebeu luz por um periodo de tempo 50% inferior (12 h).
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Esse comportamento pode ser explicado pela condicdo a qual as microalgas do cultivo autotréfico foram
sujeitas, favorecendo um intenso metabolismo pela iluminagdo. Chisti, (2007), explica que a luz também pode
atuar como um fator inibitério a multiplicacéo celular, ao passo que pode levar a uma condicdo de estresse.
Dessa forma, atribui-se este aspecto ao fato de as microalgas deste cultivo terem mostrado um crescimento
aquém aos dos cultivos realizados mixotroficamente, com 12 h de luz diaria. Os cultivos mixotrofico e
heterotréfico, de ambos os efluentes, apresentaram dois picos de crescimento, sendo o heterotréfico menor e
mais tardio que os demais cultivos. A Densidade Celular Maxima (DCM) observada nos cultivos em esgoto
bruto foram de (10* cel.mL) 1655, 1988 e 998 e no efluente final de 1788, 1698, e 799 nos cultivos
fototréfico, mixotréfico e heterotréfico, respectivamente. Os picos de crescimento dos cultivos foram
acompanhados pelo decréscimo de nutrientes (N-amoniacal dissolvido e fosforo dissolvidos). A Figura 2
abaixo revela o comportamento do N-NH4* e P-PO,%, dissolvidos nos cultivos fototréfico, mixotréfico e
heterotrofico, cultivados em efluente bruto.
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Figura 2: Consumo de N-NH4* e P-PO4*, no esgoto bruto para os cultivos mantidos em condigdes de
iluminacao autotréfica (A e B), mixotrofica (C e D) e heterotréfica (E e F), ao longo do periodo de
monitoramento.

Com efluente bruto, os nutrientes foram completamente consumidos do meio antes do quinto dia de cultivo,
exceto para o das microalgas sob metabolismo heterotrofico, que levou 8 dias para consumir todo o N-NH4* e
P-PO4*, do meio. Os picos de nutrientes observados no meio, pode ser explicado pela morte da biomassa em
cultivo e a consequente mineralizagdo de sua matéria organica pelas bactérias presentes no esgoto doméstico, e
assim, fornecendo uma reposi¢do nutricional ao meio, e por esta razdo o crescimento microalgal foi favorecido.
Fato semelhante foi avaliado Li, et al., (2016), ao cultivar microalgas para tratamento de efluentes.
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A Figura 3 abaixo mostra o comportamento do N-NHs* e P-PO4* dissolvidos nos cultivos fototréfico,
mixotrofico e heterotréfico com efluente final.
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Figura 3: Consumo de N-NH4* e P-PO4*, no efluente final para os cultivos mantidos em condigGes de
iluminacao autotrofica (A e B), mixotrdfica (C e D) e heterotréfica (E e F), ao longo do periodo de
monitoramento.

Com final, os nutrientes foram completamente consumidos do meio no segundo dia de cultivo, exceto para o
cultivo sob metabolismo heterotréfico, que levou de 4 a 5 dias para consumir todo o N-NH4* e P-PO4* do
meio. Assim como com efluente bruto, foram observados alguns picos de concentracdo de aménia e fésforo
dissolvidos no meio, igualmente marcados pelos picos de densidade celular observado nas curvas de
crescimento, porém, de forma menos expressiva. Assim como no caso com efluente bruto, esse fato é também

explicado pela morte e mineralizacdo celular, que nesse caso, ocorre em menor propor¢do por estarem
presentes em menor quantidade.

A Figura 4 revela o comportamento das concentragdes de DBO no meio ao longo do periodo monitorado.

6 ABES - Associagao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental
AESABESP - Associacdo dos Engenheiros da Sabesp



()

pa |
CONGRESSO ABES
FENASAN 2017

200

hy
(=]
o

- -& - Fototrofico  --#--Mixotrdfico  —e— Heterotrofico - -& - Fototréfico a— Mixotréfico o— Heterotréfico
170

=
(=]

140

I
(=]

110 A

(=]

DBO solivel (mgO2iL)
DBO solivel (mgO2/L)

&0

@
(=]

50 - 50

4] 4 & 12 16 20 24 26 30

Dias )
Dias

Figura 4: Decaimento da DBO soltvel nos efluentes nos cultivos de D.subspicatus em efluente bruto (A),
e no efluente final (B) sob metabolismos fototréfico, heterotréfico e mixotrofico

A eficiéncia de remocdo de DBO sollvel foi notéria em ambos os efluentes nas 3 condigdes metabdlicas
estudadas. As eficiéncias com o efluente bruto foram 45, 58 e 30% nos metabolismos fototréfico, mixotréfico
e heterotréfico e tratado final de 43, 51 e 23% nos metabolismos fototr6fico, mixotréfico e heterotrofico
respectivamente. A eficiéncia sob metabolismo fototréfico e mixotréfico esteve aquém do esperado para estas
condicBes. Bahadar et al., (2013), comentam que nessas condi¢des é possivel remover em torno de 90% da
DBO soluvel no meio nos primeiros dias de cultivo. Por outro lado, o cultivo na auséncia de luz, superou a
eficiéncia em termos de remocéo de DBO.

O mesmo autor comenta que na condi¢do heterotréfica, o consumo da DBO so vai ser satisfatorio se esta for
composto de moléculas de facil assimilacdo, como a glicose, o glicerol e o amido, por exemplo, o que ndo ¢é
caso do efluente em estudo, que tem sua DBO composta por carbonatos, bicarbonatos, ureia etc. Assim sendo,
este consumo em meio com auséncia de luz, foi apenas devido as bactérias presentes no esgoto doméstico.
Vale ressaltar que o tipo de matéria carbonacea dissolvida e a sua biodisponibilidade também regera o
rendimento lipidico do cultivo (da MATA, 2010).

Aspectos de crescimento celular

Na Tabela 2 tem-se o resumo dos melhores indices de crescimento celular observados ao longo do
experimento no efluente bruto e final.

Tabela 2: Produtividade, taxa de crescimento e tempo de duplicagédo de D.subspicatus cultivada em
efluente bruto e final sob metabolismo mixotroéfico.

Efluente | Indices de crescimento Periodo (dias)
0a7° 7°ald4° | 14°a2l1° | 21°a28°

Bruto P (mg.LtdY) 0,347 0,339 0,287 0,124
r (diah) 0,277 0,269 0,202 0,118
k (diah) 0,138 0,167 0,181 0,298
Tratado P (mg.L1.d?h) 0,333 0,302 0,265 0,206
final r (dia®) 0,268 0,205 0,188 0,173
Kk (dia™) 0,144 0,181 0,191 0,298

Dos resultados obtidos, com relagcdo aos aspectos de crescimento, se destacaram os cultivos submetidos aos
metabolismos mixotréfico em efluente bruto e no efluente final. Os resultados de produtividade e de taxa de
crescimento foram maiores, sendo os valores mais elevados nos 7 primeiros dias de crescimento, o que revela
sua fase de crescimento exponencial. Os menores tempos de duplicagdo foram também observadas durante
esse periodo, evidenciando um metabolismo mais acelerado durante esta fase.
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Estocagem lipidica

A Figura 5, apresenta o rendimento de biomassa comparado ao rendimento lipidico para a espécie D.
subspicatus cultivada em efluente bruto e final sob metabolismo fototréfico, mixotréfico e heterotréfico.
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Figura 5: Rendimento de biomassa comparado ao rendimento lipidico de D. subspicatus cultivado em
efluente bruto (A), e efluente final (B) sob metabolismos fototréfico, heterotréfico e mixotrofico.

Ao avaliar o contetdo lipidico total associado ao rendimento de biomassa, embora a densidade do cultivo
mixotréfico tenha sido superior em ambos 0s casos, nota-se que a biomassa proveniente do cultivo fototréfico
teve um rendimento lipidico levemente maior, especialmente quando a espécie foi cultivada com o efluente
final. Essa disparidade em termos de acumulo lipidico, pode ser associada ao estresse sofrido pela
luminosidade, e ao mesmo tempo pela escassez nutricional sofrida pela biomassa durante um periodo de
tempo maior, visto que o consumo dos nutrientes disponiveis, foi realizado nos dois primeiros dias.

Bahadar & Kahan (2013) enfatizam que determinadas condi¢des de estresse podem inibir o crescimento
celular, mas em contrapartida, favorecem a estocagem lipidica, por meio da “memdéria metabélica” microalgal.
Na condicdo de escassez, a espécie reduz o crescimento celular, como forma de reduzir o gasto energético e a
necessidade nutricional, ao passo que estoca substancias de reserva que sejam uteis & sua sobrevivéncia em
condi¢Bes prolongadas de caréncia nutricional.

Os autores sugerem que, para que o cultivo heterotréfico seja eficiente em termos de ganho de biomassa e
ganho lipidico, é necessario que seja adicionado uma fonte de carbono mais biodisponivel, ou mesmo, que seja
utilizado um meio de cultivo contendo tais substancias, como a glicose, glicerol entre outros.

A fonte de carbono normalmente encontrada em esgotos domésticos sdo 0s carbonatos e uma pequena parcela
de glicose (MATA et al., 2010). Ainda assim, foi possivel obter uma biomassa significativa a partir do cultivo
heterotrofico, embora com um baixo teor lipidico total.

CONCLUSOES

A producdo de lipideos se destacou quando a espécie foi cultivada no efluente tratado final, na condicao
fototrofica (0,058 g/g).

A remocao de nutrientes do efluente bruto e do final tratado, foi satisfatria quando a espécie foi cultivada nas
trés condicBes, no entanto, foi mais rapida, quando cultivada nas condi¢es fototrofica (2 a 3 dias) e
mixotrofica. (2 a 4 dias).

Assim sendo, o uso da espécie D. subspicatus em efluente doméstico, visando o tratamento do efluente,
paralelo a producdo de energia, poderia ser favorecida no cultivo fototréfico, especialmente quando esta for
cultivada em condic@es de baixo C:N:P (esgoto final tratado, por exemplo).

Para o tratamento de efluentes, um uso mais econdmico e efetivo desta espécie, seria na condi¢cdo mixotréfica,
podendo ser usada para esgoto bruto e/ou efluentes finais de estaces de tratamento de esgoto domestico.
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