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RESUMO

E crescente a aplicacio de algas, entre estas Scenedesmus sp., no contexto da fitorremedia¢io. Foram obtidas
curvas de crescimento, de Scenedesmus subspicatus Chodat (Chlorophyceae), em cultivo estacionario, em
meio Chu;;, (padrdo) e em efluente da ETE-UNISC. O experimento em escala laboratorial foi conduzido em
fotobiorreator estacionario, sob iluminancia de 2800 lux, fornecida por lampadas fluorescentes tipo luz do dia
(Osram, 20W), com inje¢do de ar (filtrado) proveniente de bombas diafragmaticas. Nao foi acrescido CO,
suplementar. Os cultivos tiveram duragdo de 14 dias, iniciados com 1,0 x 10° células/ml de S. subspicatus,
mantidos em sala climatizada em 25°C £+ 2, com fotoperiodo de 24h. A extracdo do 6leo da biomassa
liofilizada foi realizada com solvente a base de cloroférmio, metanol e agua. O dleo obtido foi derivatizado
para analise de Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas em equipamento Shimadzu QP
2010 Plus. Em experimento piloto, com 1,0L de cultura de S. subspicatus sob 10 dias de cultivo, sob idénticas
condigdes de cultivo foi obtida a biomassa liofilizada de 1,020g, resultando em 142mg de 6leo. O cultivo de S.
subspicatus no efluente testado apresenta uma tendéncia favoravel ao desenvolvimento, condizente com o
escopo de fitorremediacdo e concomitante obtengao de biomassa para fins de bioenergia.

PALAVRAS-CHAVE: Bioenergia, Scenedesmus subspicatus, cromatografia, efluente, fitorremediagao.

INTRODUCAO

O crescente interesse no estudo de microrganismos como microalgas, alguns fungos e bactérias deve-se a
essencial importancia destes nas diversas cadeias troficas e na possibilidade de aplicagdo comercial em
distintas areas como na nutri¢do, na saide humana e animal, na producdo de energia (biodiesel e bioetanol) e
na obten¢@o de compostos de interesse das industrias alimentar, quimica e farmacéutica, dentre outras (Derner,
2006).

Recentemente, alguns cultivos tém sido desenvolvidos em equipamento especifico, denominado
fotobiorreator, visando a alcangar elevada produtividade. Os cultivos sdo realizados em sistema fechado, tipo
prismatico, ou serpentinas (tubos, espirais) ou ainda cilindros, construidos com tubos de acrilico ou vidro. Nos
fotobiorreatores, é possivel controlar as condi¢cdes de cultivo (quantidade dos nutrientes, temperatura,
iluminagdo, pH etc.). Isto implica uma elevada produtividade, viabilizando a producdo comercial de uma série
de compostos de elevado valor (Derner, 2006).

As possibilidades de aplicacdo das microalgas, no tratamento de aguas residuais sdo fundamentalmente trés:
remog¢do de nutrientes, desinfec¢do e remogdo de metais pesados. A eficiéncia da remogdo de azoto e fosforo
por algas como Scenedesmus sp. no tratamento de aguas residuais, indica potencial para reducdo da poluigdo
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ambiental em aguas agroindustriais severamente contaminadas. Ressalta-se ainda que a utilizagdo de
microalgas que se desenvolvem naturalmente em aguas residuais, adaptadas as respectivas variagdes de
temperatura e composi¢do idnica, deve resultar numa maior eficiéncia de remogdo de nutrientes, em relagdo a
utilizacdo de espécies comerciais. Contudo, sdo poucos os estudos que utilizam microalgas obtidas dessa
forma (Monteiro, 2004).

Em estudo sobre a performance de Chlorella vulgaris na remogdo de fosforo e nitrogénio de efluente, em
laboratorio, Aslan e Kapdan (2006), sob iluminagio artificial constataram a remogdo média de 21.2mg/L™" do
nitrogénio amoniacal, sobretudo menor tolerancia da espécie para PO4-P. A cultura removeu em média
7.7mg/L" da concentragdo inicial de PO,-P, totalizando 78% de eficiéncia. Sevgi et al, trabalharam com a
remogdo de corantes de industria téxtil e utilizagdo Phormidium sp. imobilizada com suporte a base de
alginato de calcio, os resultados obtidos variaram de 50 a 88% de remog¢io do corante em todas as
concentragdes testadas.

Em 1995 Kaya et al, estudaram a imobilizagdo de Scenedesmus bicellularis utilizando quitosana para remogao
de corantes. O ponto 6timo para a remocao dos corantes foi obtido com as células imobilizadas em pH de 8.5,
independente do corante testado. Além disso, a imobilizagdo proporcionou maior eficiéncia, uma vez que os
rendimentos das cepas livres foram significativamente menores quando comparados com a cepa imobilizada
em alginato de calcio.

Hodaifa et al, investigaram o uso de efluente industrial, a agua de enxdgiic industrial proveniente da
centrifugagdo do dleo de oliva, para a producdo de biomassa de Scenedesmus obliquus. Constataram que a
maior sintese protéica durante a fase exponencial de crescimento foi de 3.7 mg/g h para 50% de agua de
enxagilie. A biomassa de lipidios, segundo os autores, foi dependente da porcentagem de agua residual
utilizada como meio nutritivo, alcancando os maiores teores de acidos graxos mono-insaturados, poli-
insaturados e 4cidos graxos essenciais em 100% de dgua de enxagiie como meio de cultivo.

Gronlund et al. estudaram a sustentabilidade do tratamento de dguas residuais por microalgas em clima frio,
em uma pequena cidade da Suécia, com 10 000 habitantes, a latitude de 60°N, avaliando-a com principios
emergentes e socio-ecoldgicos. O estudo comparou o uso das microalgas com os métodos convencionais
mecanicos e quimicos complementados com uma wetland. Do ponto de vista de sustentabilidade testado, o
tratamento de efluentes com microalgas obteve uma melhor colocagdo para um processo sustentavel, em
comparagdo aos demais testados quando avaliados com os principios sdcio-ecologicos.

A regido do Vale do Rio Pardo detém um alto nivel de industrializagdo pela presenga de industrias de Tabaco.
O uso de uma alternativa de fitorremediacdo de efluentes ¢ uma resposta a necessidade de descarte de um
efluente menos impactante na Bacia Hidrografica do Rio Pardo, uma vez que, os problemas com recursos
hidricos regionais estdo relacionadas com a excessiva eutrofizacdo, agravada pelo descarte de efluentes com
alto nivel de nitrogénio e fosforo.

O objetivo deste trabalho ¢ realizar os estudos preliminares sobre a potencialidade de desenvolvimento da
microalga Scenedesmus subspicatus (Chodat) no efluente da Estagdo de Tratamento de Efluentes da UNISC
(ETE-UNISC), visando empregar a biomassa resultante na producdo de ésteres (biodiesel). Desta forma, esta
pesquisa podera ser uma etapa para a construgdo de um modelo economicamente vidvel de fitorremediagao,
integrada a um processo gerador de bioenergia para pequenas estacdes de tratamento no Vale do Rio Pardo-
RS.

PARTE EXPERIMENTAL
Amostragem
Neste trabalho realizou-se o desenvolvimento, mediante curvas de crescimento de Scenedesmus subspicatus

em meio Chu,, (padrio) e efluente advindo da Estag@o de Tratamento de Efluentes da Universidade de Santa
Cruz do Sul.
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Preparacéo do efluente

O volume amostral de efluente da Estagdo de Tratamento de Efluentes da Universidade de Santa Cruz do Sul
foi previamente esterilizado com ozonizador por 20 minutos. Em seguida foi filtrado em papel filtro. O pH foi
ajustado para 7,0 e em seguida o volume foi distribuido nas unidades experimentais e autoclavado.

Cultivo

Os cultivos foram mantidos em dois meios nutrientes, com diferentes concentragdes especialmente de
nitrogénio e fosforo, para comparagdo das médias referentes a producao de biomassa e o potencial oleaginoso
das cepas. O experimento, em escala laboratorial foi conduzido em fotobiorreator estacionario (fechado), sob
iluminancia de 2800 lux, fornecida por lampadas fluorescentes tipo luz do dia (Osram, 20W), com injecdo de
ar (filtrado) a 1600 cm’/min, proveniente de bombas de ar diafragmaticas. Nao foi acrescido CO, suplementar
além do naturalmente encontrado no ambiente de cultivo e injetado pela bomba ( aproximadamente 500 ppm).
Os cultivos tiveram duragdo de 14 dias, iniciados com densidade celular de 1,0 x 10° células/ml de S.
subspicatus. O aparato experimental foi mantido em sala climatizada em 25°C + 2, com fotoperiodo de 24h
conforme Figura 1.

Extracéo de 6leo

A extragdo do Oleo da biomassa liofilizada foi realizada com solvente contendo uma mistura de
cloroféormio/metanol e 4gua. O dleo obtido utilizado para a producdo de ésteres foi derivatizado com
BF3/metanol para posterior analise cromatografica.

Analise cromatografica

O conteudo lipidico das células foi extraido e analisado por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria
de Massas com método AOCS (Ce 1¢-89), modificado por (AOCS, 2008). Para as analises foi utilizado um
equipamento Shimadzu QP 2010 Plus equipado com Injetor Automatico AOC 20i. Os padrdes de referéncia de
ésteres metilicos de acidos graxos, bem como das amostras de ésteres do Oleo extraido de microalga as
condigdes da coluna de DB5 MS 30m x 0,25 mm x 0,25 pm iniciaram em 150°C (0,1min) aquecendo até
250°C (3°C/ min), continuando o aquecimento a 30°C/min até 300°C; no detector de massas a temperatura da
fonte de ionizagdo e a temperatura de interface em 280°C e split de 1:5, utilizando o modo SCAN, foi injetada
em triplicata uma aliquota de 1uL da mistura de padrdes e da amostra para identificacdo dos ésteres metilicos
presentes.

Figura 1 — Sistema de bancada para fotobiorreator estacionario.
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Resultados e Discusséao

Em experimento teste, com 1,0L (em trés repeti¢des) de cultura de S. subspicatus. em 10 dias de cultivo,
conforme a Figura 2, com auséncia de CO, suplementar (apenas a concentracdo aproximadamente de
0,03mg/L, proveniente do ar atmosférico enviado pela bomba diafragmatica), foi obtida a biomassa liofilizada
de 1,020g. Isto proporcionou 142mg de dleo de microalga.
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Figura 2 — Curva de crescimento (logistico) para S. subspicatus em 10 dias de cultivo (10 observacdes/
contagens em triplicata por Camara de Neubauer)

Observa-se que o cultivo desta microalga no efluente testado apresenta uma tendéncia favoravel ao
desenvolvimento, a partir da comparacio das curvas de crescimento apresentadas na Figura 3. E esperado
maior crescimento no meio Chuj,, pois este possui o equilibrio i6nico de nutrientes necessarios ao
desenvolvimento dos individuos, em contraste com o meio efluente.
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Figura 3 — Comparacdo das curvas de crescimento de S subspicatus cultivada em meio Chul2 e efluente
(ETE - UNISC)

Contudo, a visualizagdo das curvas inspira hipdteses condizentes com o escopo do trabalho, no caso a
viabilidade de desenvolvimento de S. subspicatus em efluente urbano, com producdo de biomassa e
fitorremediacdo. Enfatiza-se que o experimento estd em curso, o que justifica a auséncia do tratamento
estatistico das varidncias amostrais.
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Dalla Colletta trabalhando na mesma ETE em 2008 constatou uma elevada concentragdo de Nitrogénio
amoniacal, com um valor maximo de 68mg/L™" e Fosforo total de até 8,2mg/L™". Embora nio esteja clara a
proporcdo entre NH; que é toxico para os individuos e NH,, que constitui uma das duas principais formas de
assimilac@o do nitrogénio por organismos fotossintetizantes.

No presente trabalho também serd feita a caracterizago fisico-quimica do efluente testado para analise das
quantidades de nutrientes como Nitrogénio amoniacal, nitratos ¢ Fosforo para uma compreensdo mais objetiva
das variaveis determinantes do crescimento celular em questdo. Contudo o crescimento de S. subspicatus,
aparentemente, esta sendo favorecido por estas concentragdes de nutrientes no efluente conforme visualizado
na Figura 3.

Para avaliar a composi¢ao do dleo e iniciar os estudos de viabilidade de producao de biodiesel a partir do dleo
de S. subspicatus foi realizada a reagdo de transesterificagdo. O produto da transesterificago esta apresentado
na figura 4.
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Figura 4 — Amostra do éster metilico de &cido graxo de S. subspicatus

Os cromatogramas das amostras de oleo extraido das microalgas transesterificados apresentaram o perfil
cromatografico da Figura 5. Observa-se a presenca dos mesmos acidos graxos observados em outros 6leos
extraidos de plantas oleaginosas. A diferenca destes 6leos para o 6leo extraido da microalga em estudo esta na
propor¢ao de cada acido graxo presente nos triacilglicerdis. Destaca-se que no 6leo extraido das microalgas S.
subspicatus apresentaram um maior percentual de acido linoléico, o que é um aspecto importante para o seu
destino como biocombustivel ou para outras finalidades. A presenga de acido linoléico em maior quantidade
no o6leo, comparado aos outros acidos graxos presentes, pode ser determinante para a utilizacdo deste 6leo
como biodiesel. Por outro lado, ha uma quantidade maior de &cido palmitico, que ¢ saturado.
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Figura 5 —Cromatograma ion total dos ésteres metilicos do 6leo de S. subspicatus.

CONSIDERACOES FINAIS

Conforme resultados obtidos até o momento, o 6leo obtido apresenta-se adequado a producdo de biodiesel
com relacdo ao perfil de acidos graxos encontrados. No que tange ao crescimento, mais estudos sdo
necessarios no sentido de melhorar as condigdes fisicas de cultivo, quais sejam, a possibilidade de um
fotobiorreator com alimentacdo semicontinua de efluente para suprir as necessidades nutricionais
especialmente de nitrogénio e fosforo, com otimizacdo do uso de energia luminosa (artificial ou solar) e aporte
de CO, suplementar, por exemplo. Sobretudo a biologia da espécie e a facilidade de cultivo, aliadas a
disponibilidade de nutrientes provenientes dos efluentes, permitem a formulacdo e o teste de hipdteses no
sentido de minimizar o impacto destes nos corpos d'agua de uma forma ambientalmente mais correta.
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