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RESUMO

Efluentes domésticos sdo compostos por farmacos capazes de promover a resisténcia
microbiana, portanto precisam ser tratados antes de serem despejados em solo ambiental, e o
uso de microalgas surge como alternativa sustentavel, pois estes microrganismos tém a
capacidade de absorver matéria organica acumulada. Deste modo, este estudo objetivou
cultivar a microalga Chlorella minutissima em presenca de farmacos antimicrobianos sob
condicdes controladas para prevenir a contaminacdo do cultivo por fungos e bactérias,
visando a producdo de biomassa diante do método de Taguchi. Foram realizados trés
experimentos testes: dois em arranjos ortogonais L4 para avaliar a influéncia de diferentes
fontes de carbono na de producdo de biomassa e para aferir a eficiéncia na inibicdo de
bactérias no cultivo por meio de antibidticos e, um em arranjo ortogonal Lg para conferir total
inibicdo de fungos contaminantes no cultivo. O primeiro experimento indicou que a aeracao e
o mel contribuiram no aumento da producdo de clorofila a. J& no segundo experimento, 0
crescimento da microalga foi independente das condi¢Ges experimentais. Entretanto, no
terceiro experimento, o cultivo em presenca do antibiotico Ceftriaxona promoveu a
contaminacdo do meio de cultivo por fungos. Por isso, foram realizados testes com adicéo de
antifungicos. O Unico antifingico que ndo interferiu na coloracdo do cultivo quando
interagido com o antibidtico Ceftriaxona foi o Fluconazol. Portanto, realizou-se um
experimento para avaliar o cultivo da C. minutissima em presenca deste farmaco, o qual
indicou que a microalga utilizou a glicose como fonte de carbono organico. As maiores
concentragdes de clorofila a e b foram, respectivamente, 9,43 mg.L? e 13,34 mg.L . As
fontes de CO contribuiram para as maiores queimas de biomassa (81,75% e 78,98%) durante
a analise termogravimétrica, fato que esta relacionado com a perda de umidade e degradacao
térmica do produto. A ANOVA indicou que a iluminacdo, o Fluconazol e a Glicose sdo
relevantes com Feac > 2 para produzir clorofila a. Diante desses resultados, pdde-se concluir
que o método de Taguchi auxiliou no melhor ajuste das variaveis respostas, indicando que 0s
farmacos utilizados, além de inibirem a contaminacdo do meio de cultivo, proporcionam a

producdo de biomassa.

PALAVRAS-CHAVE: Antibioticos. Antifingicos. Delineamento de experimentos. Taguchi.

Biomassa.



ABSTRACT

Domestic effluents are composed of drugs capable of promoting microbial resistance,
therefore it need to be treated before being discharged into environmental soil, and use
microalgae appears as a sustainable alternative, as these microorganisms have capacity to
absorb accumulated organic matter. Thus, this study aimed to grow the microalgae Chlorella
minutissima in presence of antimicrobial drugs under controlled conditions to prevent
contamination of the cultivation by fungi and bacteria, aiming at the production of biomass
under Taguchi method. Three test experiments were carried out: two in L4 orthogonal
arrangements to assess the influence of different carbon sources on biomass production and to
measure the efficiency in inhibiting bacteria in cultivation by means of antibiotics, and one in
Ls orthogonal arrangement to check total inhibition of contaminating fungi in cultivation. The
first experiment indicated that aeration and honey contributed to increase in chlorophyll a
production. In the second experiment, growth of microalgae was independent of the
experimental conditions. However, in the third experiment, cultivation in presence of the
antibiotic Ceftriaxone promoted contamination of the culture medium by fungi. Therefore,
tests were performed with addition of antifungals. The only antifungal that did not interfere
with the color of culture when interacted with the antibiotic Ceftriaxone was Fluconazole.
Therefore, an experiment was carried out to evaluate the cultivation of C. minutissima in
presence of this drug, which indicated that microalgae used glucose as a source organic
carbon. The highest concentrations of chlorophyll a and b were, respectively, 9.43 mg.L* and
13.34 mg.L™. CO; sources contributed to largest biomass burns (81.75% and 78.98%) during
thermogravimetric analysis, a fact that is related to loss of moisture and thermal degradation
of the product. ANOVA indicated that lighting, Fluconazole and Glucose are relevant with
Feaic > 2 to produce chlorophyll a. In view of these results, it could be concluded that the
Taguchi method helped to better adjust the response variables, indicating that drugs used, in

addition to inhibiting contamination of the culture medium, provide biomass production.

KEYWORDS: Antibiotics. Antifungals. Design of experiments. Taguchi. Biomass.
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1 INTRODUCAO

O mundo esta enfrentando dificuldades em relacdo ao meio ambiente, e a
disponibilidade de 4gua e energia, a polui¢cdo da agua, do ar e do solo e o aquecimento global,
se destacam como os principais fatores impactantes. As atividades industriais estdo crescendo
cada vez mais, gerando residuos e acabando com os recursos naturais (DAL MAGRO et al.,
2011).

Com o esgotamento das reservas de petroleo ligado ao aumento da busca global de
energia refletindo a emissdo de gases no efeito estufa, surge a necessidade de desenvolver
fontes de energia renovaveis que acarretem menos impactos ao meio ambiente e que tenham
custos competitivos com as fontes de energia atuais. Perante isso, as inddstrias buscam por
fontes de energia mais limpas como a energia solar, térmica, hidrelétrica, edlica e de
biocombustiveis (NETRAVALI & CHABBA, 2003; MUTANDA et al., 2011; NEJAT et al.,
2015).

O uso de biocombustiveis é considerado Gtil para a geracdo de energia obtida por meio
de biomassa (TOLMASQUIM, 2003). Os biocombustiveis sdo fontes de energia renovaveis,
nativas de produtos vegetais e animais, incluindo matéria organica morta ndo fossilizada, e
causam menos danos ao meio ambiente em relacdo aos combustiveis provenientes do
petroleo. Os gases gerados da queima de biocombustiveis sdo reabsorvidos pelas plantas e
algas, mantendo um equilibrio entre a emissdo e absorcdo de gases poluentes (DEMIRBAS,
2009; SAMIMI & ZARINABADI, 2012; SILVA & KONRADT-MORAES, 2012).

Outro problema a ser considerado é o descarte de efluentes ndo tratados em solo
ambiental, que pode ocasionar a eutrofizagdo, um processo natural causado pelo acimulo de
nutrientes em corpos hidricos provenientes de atividades antropicas (CARPENTER, 1998).
Esse processo é considerado um problema para 0 meio ambiente, pois promove a degradacéao
de habitats e perdas de biodiversidade (HOWARTH, 1998).

Os efluentes domésticos sdo compostos por 15% de antimicrobianos (SANTOS et al.,
2010). O uso destas substancias na aquicultura esta aumentando pois, se usados corretamente,
previnem o crescimento de bactérias (MILIC et al., 2013). Existe a necessidade de se obter
uma fonte de energia renovavel e tratar efluentes, e 0 uso de microalgas como matéria-prima
surge como uma alternativa sustentavel (CHISTI, 2008).

As microalgas sdo microrganismos procariontes ou eucariontes fotossintetizantes com
composi¢do quimica bastante diversificada como proteinas, lipideos, carboidratos, etc.
(BRENNAN & OWENDE, 2010). O cultivo de microalgas pode ser realizado em &aguas
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residudrias, pois contém muitos nutrientes necessarios para o seu crescimento, como fontes de
carbono, fosforo e nitrogénio (CHINNASAMY et al., 2010; CHO et al., 2011). Algumas
substancias, como determinados antibidticos, podem afetar o desenvolvimento celular
(LOURENCO, 2006), assim como fontes de carbono organicas colaboram com a reducao de
perda de biomassa durante o periodo noturno (TORZILLO et al., 1991), no qual a respiracdo
celular supre o processo de energia do microrganismo (ANDRADE & COSTA, 2008).

As fontes de carbono organicas utilizadas como suplemento para os cultivos de
microalgas sdo provenientes da adicdo de matérias-primas como acgucares, melaco e até
mesmo o0 mel, que é constituido por mais de 50% de acuUcares e também de atividade
antimicrobiana, fato que permite a reducdo da contaminacdo do meio de cultivo por
organismos indesejaveis (ANDRADE & COSTA, 2008). Alguns autores utilizaram o melaco
como fonte de carbono no cultivo de microalgas (LEE & KYUN KIM, 2001; LAZARIDOU
et al., 2002; ANDRADE & COSTA, 2008), porém ndo ha registros atuais de pesquisas
utilizando essa substancia como suplemento para cultivos heterotréficos de microalgas.

Quando aplicado na area de producdo de biomassa a partir de microalgas, 0 método de
Taguchi possibilita a melhoria do desempenho dos processos e reducao da variabilidade. Esta
técnica tem sido muito utilizada para planejar experimentos e conta com a estatistica como
ferramenta para anélise de dados. Além disso, permite o ajuste das condi¢des experimentais e
avaliacdo dos efeitos que os fatores/varidveis tém sobre as respostas de interesse (FAROOQ et
al., 2016; Ll et al., 2011).

Portanto, com o intuito de diminuir os impactos ambientais causados pela eutrofizacdo e
pelos combustiveis fésseis, este estudo tem como objetivo aferir o potencial biotecnoldgico da
microalga Chlorella minutissima, avaliando os principais fatores de cultivo em meio de
cultivo contendo farmacos antimicrobianos com fontes de carbono organico, a fim de reduzir
a matéria organica acumulada neste meio, oferecendo um destino apropriado para esses

residuos liquidos e otimizando o processo de cultivo com métodos estatisticos.
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1.1 DELIMITACAO DA PESQUISA

A pesquisa em questdo limita-se em realizar testes laboratoriais e estatisticos
envolvendo o cultivo da microalga C. minutissima em fotobiorreatores tubulares (fechados).
Foram realizados testes para verificar o rendimento de biomassa produzida em mg.L™" e em
biomassa seca, producdo de clorofila e consumo de agucares.

Os testes estatisticos foram realizados com o método de Taguchi, razdo sinal ruido
(S/N) e ANOVA. Estas técnicas permitiram a andlise das melhores condi¢des de ajuste do
processo de producdo de biomassa microalgal. Existem muitas barreiras que precisam ser
superadas quando o objetivo é a producdo de microalgas para fins energéticos. Os métodos
descritos neste trabalho sdo apenas alguns de varios. Muitas espécies de microalgas sdo
utilizadas em estudos cientificos a fim de melhorar a eficiéncia de producdo de biomassa,
como também para aplicagdes ambientais.

Os resultados obtidos a partir deste trabalho sdo validos somente para as condigdes
experimentais do cultivo da microalga C. minutissima, com o intuito de melhorar a producéo
celular em relacdo as variaveis respostas ja citadas com meio de cultivo com acréscimo de
antimicrobianos.

As questdes de pesquisa foram as seguintes:

- A producdo de microalgas cultivadas com o antifingico Fluconazol tem rendimento
em larga escala?

- O antifungico Fluconazol previne a contaminacdo por fungos no cultivo de
microalgas?

- O principio ativo farmacéutico (antifingico Fluconazol) tem acdo inibitéria no
crescimento da microalga?

- O método de Taguchi auxilia na identificacdo do melhor ajuste das varidveis respostas

e dos principais fatores influentes no cultivo?

1.2 OBJETIVO GERAL

- Cultivar a microalga C. minutissima em presenga de farmacos antimicrobianos.
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1.2.1 Objetivos especificos

- Cultivar a microalga C. minutissima em fotobiorreatores fechados sob condicdes
controladas;

- Prevenir a contaminacao do meio de cultivo por microrganismos indesejaveis;

- Obter biomassa de microalgas;

- Propor a melhor condicdo do processo de cultivo da microalga em presenca de

farmacos antimicrobianos pelo método de Genichi Taguchi.

1.3 JUSTIFICATIVA

A justificativa desta pesquisa consiste em complementar os trabalhos publicados na
literatura referindo-se a integracdo de técnicas estatisticas aplicadas a Engenharia da
Sustentabilidade com destaque no cultivo da microalga C. minutissima.

Tendo em vista a necessidade de realizar o tratamento de aguas residuais contaminadas
por antibidticos, o presente trabalho visa estudar a eficiéncia do cultivo de microalgas em
presenca de antibioticos e fontes de carbono orgénico na tentativa de prevenir a contaminagdo
do meio por organismos indesejaveis e identificar as melhores condi¢Bes de cultivo para

produzir biomassa em larga escala.

1.3.1 Analise bibliométrica

A evolugdo da producéo cientifica pode ser observada por meio da andlise de dados
bibliométricos, relacionando todas as areas do conhecimento e conferindo a qualidade dos
documentos publicados ao longo dos anos. Com isso, torna-se possivel observar as mudancas
nas subareas do conhecimento e até mesmo em contextos especificos (WITTER, 1999).

As bases de dados internacionais permitem que 0s pesquisadores tenham acesso rapido
e facil a artigos cientificos, monografias, dissertagdes, teses, normas técnicas, patentes, livros,
estudos de caso, relatérios, ensaios, entre outros documentos originados de varias regides do
mundo (SILVA et al., 2014).

Existem diferentes bases de dados, cada uma abrangendo temas especificos ou
multidisciplinares. Entre as que mais compreendem assuntos relevantes para este estudo estéo
a SCIELO, Web Of Science, Science Direct e Scopus, as quais séo todas descritas por Silva et
al. (2014).
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A SciELO - Scientific Eletronic Library Online (http://www.scielo.org/php/ index.php),
permite 0 acesso a mais de 544 periddicos de acesso gratuito na internet publicados no Brasil,
Portugal, Chile, Peru, Argentina, Cuba, Espanha, México, Costa Rica, Venezuela, Colémbia e
Uruguai. Esta compreende documentos das areas de Ciéncias Bioldgicas, Ciéncias Exatas e da
Terra, Engenharias, Ciéncias da Salde, Ciéncias Agréarias, Ciéncias Sociais Aplicadas,
Ciéncias Humanas, Letras e Artes.

A Web Of Science (https://www.webofknowledge.com) € uma base de dados
organizada e administrada pela Thomson Reuters, empresa considerada uma das maiores do
mundo no setor de jornalismo e que atua em varios segmentos deste ramo. A Web Of Science
é considerada um dos mais tradicionais bancos de dados de pesquisas por artigos cientificos.

Na base de dados Science Direct (https://www.sciencedirect.com) sdo disponibilizados
2558 periddicos da Elsevier e de outras editoras cientificas que abordam as Areas de Ciéncias
Bioldgicas, Ciéncias Exatas e da Terra, Engenharias, Ciéncias da Saude, Ciéncias Sociais
Aplicadas, Ciéncias Humanas, Ciéncias Agrérias, Letras e Artes. Este varia a partir do ano
1993 e, além de ndo ser gratuito, os pesquisadores precisam ter cadastro ou pertencerem a
alguma instituicdo financiadora para poderem acessar a plataforma.

A base de dados Scopus (https://www.scopus.com) disponibiliza periddicos
relacionando o0 meio ambiente com outros variados assuntos na area da saude, tecnologia,
agricultura, educacdo e direito. A maior parte dos tdpicos tem inicio na década de 1990, com
contetdo incluido desde 1948.

A Scopus é a maior base de dados de referéncias, resumos de literatura e de fontes de
alta qualidade na internet. Apesar de abranger diversos conteddos multidisciplinares, seu
acervo inclui mais de 4300 documentos nas areas de ciéncias da vida e mais de 6800 na &rea
de ciéncias da saude. Esta plataforma oferece opc¢des de busca por filtro como: a busca por
autor e filiacdo deste, assim como a busca simples por palavras chave e frases.

A Scopus diferencia-se das outras bases de dados por estar atualizada com a tecnologia
e sua integracdo com outros produtos chave da Elsevier, como a Science Direct e Scirus, fato
que procura diminuir os trabalhos de busca da informacao e precipitar 0 avanco das pesquisas
dos pesquisadores.

As plataformas Science Direct e Scopus sdo dois portais da Elsevier muito utilizados
por quase todos os pesquisadores por abranger conteudo multidisciplinar. Estas, oferecem
excelentes meios de pesquisas de documentos nas principais revistas cientificas, permitindo

arquivar buscas personalizadas e fazer listas de autores, temas e instituicdes.
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A Scopus possui uma ferramenta de analise e comparacgdo entre a importancia de uma

ou Vérias revistas ao longo dos anos, além de filtrar os resultados por varias categorias, o que

na Science Direct somente é disponibilizado por tema, titulo, tipo de documento e ano.

Nesse contexto, foram utilizadas as bases de dados Scopus, Web Of Science (WQOS),

SciELO e Science Direct (SD) para analisar a importancia do presente estudo. Na Tabela 1,

observa-se uma analise bibliométrica realizada nas bases de dados citadas, onde combinaram-

se as palavras-chave na area da pesquisa desenvolvida.

Tabela 1 - Taxas de ocorréncias das palavras-chave envolvidas na pesquisa.

(continua)
Palavras-chave Scopus | WOS SciELO SD
Microalgae x Biodiesel 3324 5269 45 6898
Microalgae x Wastewater 2914 2630 47 8820
Bioremediation x Antibiotic 1254 399 3 3867
Microalgae x Antibiotic 301 243 3 3193
Bioremediation x Microalgae 854 467 15 2011
Bioremediation x Pharmaceutical
48 91 1 2214
wastewater
Fluconazole x Ceftriaxone 7 32 0 1900
Microalgae x DOE 482 462 0 735
Microalgae < Aluminum Sulfate 49 38 1 1413
Microalgae x Antifungal 82 72 2 818
Microalgae x Antibiotic x Biodiesel 8 15 0 530
Bioremediation x Microalgae x
Pharmaceutical wastewater 3 10 ' 470
Chlorella minutissima x Biodiesel 41 62 2 353
Microalgae x Taguchi Method 8 12 0 307
Microalgae < Honey 4 4 0 200
Chlorella minutissima x Antibiotic 4 3 0 87
Chlorella minutissima < Aluminum
0 1 0 73

Sulfate
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Tabela 1 - Taxas de ocorréncias das palavras-chave envolvidas na pesquisa.

(concluséo)

Palavras-chave Scopus | WOS SciELO SD
Microalgae x Fluconazole 4 2 0 45
Bioremediation x Chlorella minutissima
_ 0 0 0 48
x Pharmaceutical wastewater
Pharmaceutical wastewater x
] _ 0 0 0 35
Microalgae x Taguchi Method
Chlorella minutissima x DOE 0 1 0 24
Microalgae x Ceftriaxone 1 2 0 14
Chlorella minutissima x Taguchi Method 1 1 0 11
Chlorella minutissima x Honey 1 0 0 1
Biorremediation x Chlorella minutissima 1 0 0 0
Chlorella minutissima x Ceftriaxone 0 0 0 0
Chlorella minutissima x Fluconazole 0 0 0 0
Chlorella minutissima x Fluconazol x
) 0 0 0 0
Ceftriaxone
Microalgae x Fluconazol x Ceftriaxone 0 0 0 0
Microalgae x Miconozole 0 0 0 0
Microalgae x Ketoconozole 0 0 0 0
Microalgae x Thymidazole 0 0 0 0

Fonte: Scopus e Web Of Science, SCiELO e Science Direct (2020).

Observa-se que foram encontradas apenas sete publicacBes utilizando microalgas
envolvendo os seguintes temas: Microalgas, Antibidtico e Biodiesel; e no que diz respeito a
microalga C. minutissima, foram encontradas apenas seis publica¢cdes nos temas: DOE e
Taguchi. Com base no que foi aludido, esta pesquisa releva a importancia do uso de tais
ferramentas para melhorar a qualidade do processo em questéo.

Combinando as palavras-chave “microalgae” e “antibiotic” nas bases de dados Scopus
e Web Of Science (WQOS), SciELO e Science Direct (SD), foram encontrados, em média,
cerca de 1380 publicacdes sobre o tema entre os anos de 2010 e 2019. E, ao comparar as
palavras-chave “microalgae” e “DOE”, foram encontrados, em média, cerca de 419

documentos. Porém, ao combinar essas mesmas palavras-chave com o termo “antibiotic”,
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foram encontrados apenas 7 artigos publicados entre os anos de 2010 e 2019. Os graficos séo
ilustrados, respectivamente, nas Figura 1 e na Figura 2.

Figura 1 - Grafico comparativo das palavras-chave “microalgae” ¢ “antibiotic” de

publicacGes por ano.
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Fonte: Scopus e Web Of Science, SCiELO e Science Direct (2020).

Figura 2 - Grafico comparativo das palavras-chave “microalgae” e “DOE” de artigos

publicados por ano.
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Fonte: Scopus e Web Of Science, SciELO e Science Direct (2020).

Nota-se ainda que a busca dos termos ndo gerou muitos resultados na base de dados
SciELO, fato explicado por esta compor apenas documentos publicados no Brasil, Portugal,
Chile, Peru, Argentina, Cuba, Espanha, México, Costa Rica, Venezuela, Colémbia e Uruguai
(SILVA et al., 2014).
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Os paises que mais publicaram artigos com palavras-chave “microalgae”, “DOE” ¢
“biodiesel” durante os anos de 2010 e 2020 podem ser observados na Figura 3.

Figura 3 - Paises que mais publicaram artigos com as palavras-chave “microalgae” ¢ “DOE”.

2 120 m Scopus mWOS
2 100
< 80
3
P 60
S 40
=8 BN ETH ETH I
g, i ]| in
\
Q) Qro*\ ,\@\\ Q*‘b& \5\6 \@\ Q,&“’% q;@ &‘v
Q)G" Yy \0% Y>©
Pais

Fonte: Scopus e Web Of Science, SCiELO e Science Direct (2020).

Neste grafico, sdo mostrados dados somente das bases de dados Scopus e Web Of
Science pois, 0s termos pesquisados ndo mostraram resultados na base de dados SciELO e, a
base de dados Science Direct (SD) ndo consta no grafico pelo fato de esta base ndo
disponibilizar o refinamento de dados para paises (SILVA et al., 2014).

Com auxilio do software VOSviewer, foi possivel mapear as palavras-chave mais
utilizadas em pesquisas que utilizam os termos “Wastewater” (“Efluente”, em portugués) e

“Taguchi”, observadas na Figura 4.
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Figura 4 - Palavras-chave mais utilizadas em relagdo aos termos “Wastewater” e “Taguchi”.
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Fonte: VOSviewer (2020).

E observavel que, ao pesquisar os termos “Wastewater” e “Taguchi”, 0s quais podem
ndo apresentar relagcdo direta com cultivos de microrganismos, foram encontrados termos
relacionados ao processo de cultivo de microalgas, tais como: “microbiology”, “phosphorus”,
“nitrogen”, “bioreactor”, “metabolism”, entre outros.

Portanto, o presente estudo justifica a importancia do uso das ferramentas estatisticas

para melhorar a qualidade do processo de cultivo de microalgas para a producdo de biomassa.

1.3.2 Classificagédo da pesquisa

Este trabalho tem natureza aplicada, pois foram aplicados metodos praticos para
solucionar o problema, que pode ser considerado quantitativo, pois requereu o0 uso de métodos
e técnicas estatisticas para analisar relagcGes entre os fatores. Quanto ao objetivo, este é
considerado empirico e descritivo, pois foram aplicados métodos experimentais para
desenvolver estratégias de otimizar os processos utilizados. Os procedimentos apresentam
caracteristica experimental, com modelagem para definir os fatores influentes em algum

fendmeno, proporcionando fazer o controle sobre o efeito que esses fatores possam causar.
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Pode-se observar na Figura 5, de forma resumida, a classificagdo desta pesquisa e, na Figura
6, um fluxograma das principais etapas a serem desenvolvidas durante a fase experimental da

pesquisa.
Figura 5 - Classificagéo da pesquisa.
Natureza Aplicada
Problema Quantitativo
Classificagdo da Empirico
pedalse Objetivos
Descritivo
Experimental
Procedimentos <
Modelagem
Fonte: Autora.
Figura 6 - Fluxograma das principais etapas a serem desenvolvidas na pesquisa (etapa
experimental).
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Fonte: Autora.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 MICROALGAS

As microalgas sdo organismos autotréficos, classificados como procariotos ou
eucariotos, e sdo encontradas em ambientes marinhos e de &gua doce. Compdem a
comunidade fitoplancténica e sua estrutura celular permite que convertam, por meio da
fotossintese, o dioxido de carbono atmosférico em uma grande variedade de metabdlitos e
produtos quimicos como: proteinas, hidrogénio e lipideos (BRENNAN & OWENDE, 2010;
TAN et al., 2015; NASCIMENTO, 2016).

Os principais sistemas utilizados para o cultivo de microalgas sdo classificados como:
autotrofico, heterotréfico e mixotrofico. O cultivo autotrofico utiliza a luz como fonte de
carbono por meio do processo de fotossintese, e o heterotr6fico faz uso apenas de matéria
orgéanica dissolvida como fonte de energia e de carbono. Por sua vez, o sistema mixotrofico é
misto de duas etapas, a primeira em cultivo autotrofico e a segunda em cultivo heterotréfico,
consentindo acrescer a producdo de biomassa (BRENNAN & OWENDE, 2010; MATA et al.,
2010).

Segundo Dominguez (2013), esses microrganismos estdo sendo mundialmente
utilizados em diferentes aplicagdes como na industria farmacéutica, nutricdo humana e
animal, cosméticos, producdo de bioenergia e até mesmo para o tratamento de aguas
residuais.

Além dos nutrientes do meio de cultura, para ter um crescimento adequado das
microalgas é necessaria uma fonte luminosa que emita comprimentos de onda que auxiliem
no processo da fotossintese, afetando o crescimento e a composicao dos acidos graxos desses
microrganismos (RA et al., 2016). Pesquisas estdo sendo desenvolvidas com o intuito de obter
maior eficicia da fotossintese, transformando a energia quimica em biomassa (BOLTON &
HALL, 1991; CORNET et al., 1994; ZHU et al., 2008).

Portanto, a quantidade e qualidade de energia luminosa fornecida durante o cultivo de
microalgas pode ser considerado um dos pardmetros mais importantes, por ser um fator
insubstituivel para o processo de fotossintese e para regular diferentes processos no

desenvolvimento das microalgas (SCHULZE et al., 2016).
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2.1.1 Chlorella minutissima

A espécie Chlorella minutissima (Figura 7) pode ser encontrada em ambientes marinhos
e se caracteriza por ser uma microalga unicelular eucariética com diametro entre 5-10 um
com parede celular bastante ortodoxa. Tem capacidade de converter a energia solar em
energia quimica pelo processo de fotossintese, que permite a producdo de clorofila a e
clorofila b, que equivale a quase 2% de seu peso seco e 0s lipideos sdo 0s seus principais
constituintes celulares. A C. minutissima faz uso do diéxido de carbono (CO.), luminosidade,
sais e 4gua para se reproduzir e até mesmo para produzir energia (BECKER, 2004, COSTA et
al., 2009).

Figura 7 - Fotomicrografia da microalga C. minutissima (40x).

Fonte: Borghetti (2009).

2.2 CLOROFILA

A clorofila é um pigmento encontrado, principalmente, em plantas e algas, organismos
que possuem compostos capazes de absorver radiagdo (ESTEVES, 1998). Existem quatro
tipos de clorofila, os quais sdo destacados no Quadro 1 acoplado a suas respectivas funcgdes.
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Quadro 1 - Tipos de clorofila.

Tipo Presente em Fungéo

] ) . Essencial para a fotossintese,
Clorofila a Plantas, algas e cianobactérias o .
produz substancias organicas

Pigmento acessdrio: absorve a
Plantas, algas verdes e

Clorofilab ) luz e a transfere para a Clorofila
euglenoides
a
] . . Pigmento acessorio: substitui a
Clorofila c Algas pardas e diatoméaceas ]
Clorofilab
Clorofilad Algas vermelhas Pigmento acessorio

Fonte: Santos (2019).

Todos os organismos fotossintetizantes possuem a clorofila a, um pigmento que tem a
funcdo de captar a energia luminosa, destacando-se o pigmento mais importante para o
processo de fotossintese (LOURENCO, 2006).

Quando expostas em aguas turbulentas, as microalgas sdo capazes de se adaptarem &
altas e baixas concentracdes de energia luminosa subaquatica. O desenvolvimento em baixas
intensidades de energia luminosa aumenta a concentracdo de clorofila na célula (TUNDISI,
2008).

Contudo, alguns fatores podem interferir na qualidade da clorofila produzida pelo
organismo. Quando expostos em altas concentracdes de energia luminosa, ocorre 0 processo
de fotoinibicéo associada a taxa de fotodestruicdo ou oxidacao dos pigmentos, definindo que a
qualidade, a intensidade e a duracdo da irradiacdo na superficie aquatica sdo fatores
importantes para os organismos fitoplanctonicos (CALIJURI et al., 2006). A estrutura

quimica da clorofila a e clorofila b pode ser observada na Figura 8.

Figura 8 - Estrutura da clorofila a e da clorofila b.

Clorofila a @ = ——CHy
o
Clorofila s (&) - A,

CH3

CH, CH, CHy CHy

Fonte: Streit et al. (2005).
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Devido ao aspecto de cor verde, as clorofilas sdo bastante utilizadas em industrias
alimenticias e de cosméticos, servindo como corante para os produtos. Nas industrias
alimenticias, o uso da clorofila destaca-se, principalmente, na producdo de bebidas, queijos,
chocolate e biscoitos (VOLP, 2009).

O uso deste pigmento como corante natural faz com que a utilizagdo de recursos
sintéticos provindos do petréleo diminua (ROMERO-LOPEZ et al., 2012). Além disso, as
clorofilas sdo compostas de agentes terapéuticos, os quais protegem o DNA de radiacOes
ibnicas, como também atuam como agentes anticancerigenos e antimutagénicos (VOLP,
2009).

2.3 FONTES DE CO, ORGANICO EM CULTIVOS DE MICROALGAS

O carbono orgénico é um composto que beneficia o desenvolvimento das microalgas,
além de oferecer fonte de energia a esses microrganismos. Normalmente, em cultivos
heterotroficos e mixotroficos, pesquisadores fazem uso de sacarose, glicose, amido, entre
outras fontes de carbono (CHEN et al., 2011; DALIRY et al., 2017; KIM, 2015).

A adicdo de fontes de carbono ao meio de cultivo é considerada um fator importante
para o desenvolvimento das microalgas pois, dependendo da espécie, elevadas concentracdes
de CO2 podem inibir a producdo de biomassa, enquanto que para outras espécies pode

estimular o crescimento de células (DALIRY et al., 2017).

2.3.1 Glicose

A suplementacdo com glicose (10%) no meio de cultivo de microalgas estimula o
acumulo de células, o rendimento de lipideos neutros e também a producdo de acidos graxos
saturados ao inveés de poli saturados e monossaturados (REN et al., 2016).

H& muito tempo, pesquisas vém sendo realizadas utilizando glicose e outras fontes de
carbono organico em cultivos de microalgas. Becker e Venkataraman (1984) cultivaram a
microalga Scenedesmus sp. com acréscimos de glicose, sucrose, manose, frutose e galactose,
nos quais todos os experimentos tiveram crescimento de biomassa da microalga, embora o
que continha glicose demonstrou ser a melhor fonte de carbono orgéanica para a espécie de
microalga em estudo.

A glicose colabora com a redugdo da perda de biomassa durante o periodo noturno

(TORZILLO et al., 1991), no qual a respiracdo celular supre o processo de energia do
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microrganismo (ANDRADE & COSTA, 2008). Esta substancia, quando utilizada como
suplemento para os cultivos de microalgas, pode ser proveniente da adicdo de matérias-

primas, como sacarose, melago, mel ou até mesmo pura.

2.3.2 Sacarose

A sacarose compde até 60% da biomassa seca de determinadas espécies vegetais como
a cana de acgucar e a beterraba, além de poder ser utilizada como suplemento de fonte de
carbono organico em cultivos de microalgas em processos de producdo de 6leos unicelulares
(OLGUIN et al. 2008).

Dissacarideos como a sacarose sdo substratos oxidaveis, podendo ser utilizados como
reservas energeéticas para manter o nivel de energia celular (ATP) durante o processo de
respiracdo das células. Por este motivo, as células sdo capazes fazer uso deste substrato,
adaptando-o para o desenvolvimento heterotrofico de microalgas (FRANCISCO et al., 2014).

Cheng et al. (2009) estudaram o efeito da sacarose como fonte de carbono organico na
producdo de lipidios da microalga Chlorella protothecoides cultivada em sistema
heterotréfico, descobrindo que o acréscimo de sacarose como fonte de carbono estimulou a

producdo do contetdo lipidico da espécie de microalga estudada.

2.3.3 Mel

O mel é uma substancia produzida por abelhas meliferas Apis sp. para servir como fonte
de alimento as mesmas, e a principal matéria-prima é o néctar das flores. Este produto tem um
alto valor nutricional, além de ser constituido por agucares como d-frutose e d-glicose
(SILVA et al., 2006; SOUZA et al., 2006).

Essa substancia possui mais de 50% de agucares, aferindo uma possivel utilizagdo como
fonte de carbono para suplementar meios de cultivo de microalgas (LAZARIDOU et al.,
2002; LEE & KYUN KIM, 2001).

Alguns autores utilizaram o melaco como fonte de carbono no cultivo de microalgas
(LEE & KYUN KIM, 2001; LAZARIDOU et al., 2002; ANDRADE & COSTA, 2008),
porém nao ha registros atuais de pesquisas utilizando essa substancia como suplemento para
cultivos heterotroficos de microalgas.

Um estudo com o mel produzido por abelhas comprovou atividade antibacteriana do

produto, atuando na cicatrizacdo de feridas e queimaduras, e até mesmo impedindo a entrada
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de substancias e perdas de fluido (ALVES et al., 2008). Outra pesquisa mais recente indica
que os méis Meliponini produzidos por abelhas da Costa Rica possuem grande atividade
antibacteriana contra as bactérias S. aureus e P. aeruginosa. Além disso, 0 mel produzido
pelas espécies de abelhas T. angustula e M. beeecheii foram mais eficazes do que aquele
produzido pela espécie A. mellifera (ZAMORA, 2018).

Andrade e Costa (2008) realizaram o cultivo da microalga S. platensis com a
suplementacdo do meio de cultivo com melaco liquido (MEL) e melaco em p6 (MEP) (33
dias), que resultou em maior producdo de biomassa do que em cultivo autotrofico (30 dias).
Porém, a velocidade de crescimento da microalga ndo se mostrou significativa em relacdo a
concentragdo de MEL e MEP no meio de cultivo, indicando que a potencialidade que o Brasil

tem em produzir melago pode ser aproveitada para obter-se biomassa a partir de microalgas.

2.4 TRATAMENTO DE EFLUENTES COM MICROALGAS

De acordo com Carpenter (1998), a biotecnologia das microalgas é bastante eficiente
guando o assunto é o tratamento de efluentes; elas atuam nesses meios biorremediando metais
pesados, nitrogénio e fosforo que, quando descartados em rios e lagos, podem causar a
proliferacdo de matéria orgénica, ou seja, a eutrofizacdo. Este € um processo natural, mas
considerado um problema para o meio ambiente, pois promove a degradacdo de habitats e
perdas de biodiversidade (HOWARTH, 1998).

Cultivar microalgas em aguas residuarias permite o acesso a diferentes meios de
cultivos, pois a composi¢do organica e inorganica dos efluentes varia de acordo com sua
origem (DAL MAGRO et al., 2011). Quando cultivadas com fonte de carbono organica
inserida em seu meio de cultivo, ou seja, em meio mixotrofico, as microalgas conseguem
atingir maior porcentagem de crescimento se comparadas as cultivadas em meio autotréfico,
apresentando também, biomassa com composicdes diferentes (ORPEZ et al.,, 2009;
DICKNSON et al., 2013; TUANTET et al., 2014). Esta capacidade de absorver nutrientes
permite que as microalgas sejam utilizadas no tratamento de efluentes domésticos e
industriais, reduzindo a matéria organica do meio (ANDRADE & COSTA, 2008).

Souza et al. (2015) utilizou efluente doméstico com cultivo da microalga Desmodesmus
subspicatus adaptada em cultivo em efluente universitario. O efluente foi tratado pelas
microalgas, obtendo 90% de eficiéncia na remo¢do da matéria orgénica contida no meio.

Além disso, o efluente resultante foi classificado como adequado para a adubacdo do solo
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cultivado com Zantedeschia aethiopica. O sistema utilizado neste estudo é demonstrado na
Figura 9.

Figura 9 - llustracdo esquematica da estacdo de tratamento de esgoto instalada no Campus

Avraras da UFSCar.
Saida do
Entrada do efluente Caixas de inspecdo efluente
bruto tratado
e &
-
=t < éi:,"':‘:_? ""-v"‘;i:i-"}/ -

Caixa de Tanque de microalgas
gordura -

Wetlands
Filtro anaerdbico ascendente Caixas de inspegao

Tanque séptico

Fonte: Pulschen et al. (2013).

Estudos de Solimeno et al. (2015) afirmam que neste tipo de sistema de tratamento de
efluente as microalgas ministram oxigénio para as bactérias aerdbias, que degradam outros

constituintes dos efluentes, o que reduz mais ainda a carga poluidora do meio.

2.5 POLUENTES MAIS ABUNDANTES EM EFLUENTES FARMACEUTICOS

Os farmacos estdo entre os poluentes mais abundantes em ambientes aquaticos e
ganham maior atencdo por causa de sua competéncia de se conter no ambiente e também o0s
danos que podem causar a biota (GHISELLI & JARDIM, 2004). A presenca de antibidticos
em rios e/ou lagos pode originar resisténcias bacterianas, além do impacto nesses
ecossistemas e até na salde humana (MILIC et al., 2013). A Figura 10 ilustra, de forma

resumida, as rotas feitas pelos efluentes provindos da industria farmacéutica.



Figura 10 - Rotas de contaminagéo dos farmacos.
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Artigos publicados entre 1997 e 2009 (cerca de 52% de 134 artigos) relatam que 0s

farmacos mais abundantes em ambientes aquéaticos sdo anti-inflamatorios ndo esteroides

(16%), antibioticos (15%), reguladores lipidicos (12%) e hormonios sintéticos (9%)

(SANTOS et al., 2010).

Em pesquisa, Rios Pinto (2014) adicionou concentra¢@es dos antibidticos Cloranfenicol

(10mg.mL™?), Kanamicina (10mg.mL™), Carbenicilina (10mg.mL*) e Amoxilina (500mg.mL"

1Y a0 meio de cultivo BG-11 a fim de avaliar a possibilidade de eliminar ou controlar o

crescimento das bactérias presentes no cultivo da microalga Desmodesmus sp. Houve

acréscimo de glicose (10g.L™) como fonte de carbono. A reagdo dos antibioticos no cultivo da

microalga pode ser observada no Quadro 2.

Quadro 2 - Reacgéo dos antibioticos

Antibidtico

Observacao

Cloranfenicol

Inibiu o crescimento da microalga

Kanamicina Mostrou crescimento e diminuiu as bactérias
Carbenicilina Crescimento de diferentes classes de bactérias
Amoxilina Nao diminuiram as bactérias

Fonte: Rios Pinto (2014).
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O dUnico antibidtico que ndo inibiu o crescimento da microalga estudada foi o
Kanamicina (10mg.mL™). Além disso, a microalga utilizou parte da glicose para seu
crescimento, durante os 6 dias de cultivo.

Analises toxicologicas envolvendo microalgas expostas a antibioticos presentes no
ambiente aquético sdo relevantes, pois os dados relativos a essas substancias sdo importantes
para uma avaliacdo global do impacto dos farmacos liberados no meio ambiente (FERREIRA
et al., 2007). Para uma melhor avaliacdo, é interessante realizar testes em outros organismos
marinhos de ordem superior as microalgas, a fim de compreender melhor o impacto que 0s
farmacos podem causar quando liberados em ambiente marinho. Andlises do solo ou de
sedimentos onde essas substancias se acumulam também s&o indicadas (PRATA, 2016).

2.5.1 Antibiético Ceftriaxona sddica

O antibi6tico Ceftriaxona sédica € um produto derivado de fermentagdo e de uso
parental; classificado como uma cefalosporina semi-sintética de terceira geracdo, tem a
capacidade de ultrapassar a barreira hematoencefalica, fato de extrema importancia, pois as
geracdes anteriores ndo possuem esta capacidade (GUIMARAES et al., 2010; TORTORA et
al., 2012; MANFIO et al., 2013). Este farmaco atua tanto sob bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, entretanto, apresenta maior eficacia contra bactérias Gram-negativas
(LOURENCO et al., 2013; MANFIO et al., 2013; ALI; ELBASHIR; ABOUL-ENEIN, 2015).

Os métodos analiticos para determinacdo do teor de Ceftriaxona sddica ndo sdo
ambientalmente eficazes e, devido a importancia deste farmaco na industria farmacéutica,
pesquisas envolvendo métodos mais sustentaveis ao meio ambiente sdo requisitadas, a fim
deste farmaco causar menos danos ao meio ambiente (SANTQOS, 2005) e a absor¢do deste por

microalgas pode ser uma das alternativas.

2.5.2 Antifangico Fluconazol

O Fluconazol é um antifungico classificado como triazol bem tolerado (triaz6ico) que
apresenta farmacocinética linear, permitindo que as concentracfes plasmaticas aumentem
quando se administra o farmaco. Serve para tratar infeccdes fungicas sistémicas especificas,
podendo alcancar concentracdes plasmaticas de até 80% ap6s a administragdo do farmaco.
Apresenta uma farmacocinética linear, permitindo maiores concentragdes plasmaéticas quando

se incrementa a dose aplicada devido a sua alta biodisponibilidade (FICA, 2004).
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Possui boa acdo contra Cryptococcus neoformans e contra a maioria de Candida spp;
porém existem algumas limitages de atividades do Fluconazol como a inibi¢do de fungos
filamentosos e resisténcia natural a algumas leveduras contra este farmaco (C. krusei) e a
resisténcia adquirida por Candida e C. neoformans (COLOMBO, 2002; FICA, 2004).

2.6 BIOCOMBUSTIVEIS COM MICROALGAS

Além de dar um destino apropriado para as aguas de efluentes, as microalgas vém sendo
utilizadas na produgdo de biocombustiveis. Com a crescente demanda mundial por
combustiveis, e a possibilidade de esgotar as fontes de petréleo, o0 mundo estd enfrentando
diversos problemas em relacdo ao aquecimento global e o aumento do preco do petréleo. Uma
das alternativas de carater sustentavel é o cultivo de microalgas para producdo de biomassa
com acumulo de 6leo, que pode ser convertido em biodiesel (WANG & HUANG, 2007).

As microalgas sdo capazes de absorver CO> da atmosfera, reduzindo os gases do efeito
estufa (SANI et al., 2013) e por esse motivo, é aconselhavel que o cultivo desses
microrganismos seja feito proximo as empresas que produzam altas concentracfes de CO>
(GAZZONI, 2014). Estima-se que, aproximadamente 1,8 toneladas de CO. possa ser
convertida em cerca de 1 tonelada de biomassa microalgal. E imprescindivel grande oferta de
CO; para a producéo de biomassa em larga escala (GAZZONI, 2016).

A American Society for Testing Materials (ASTM; D6751, 2015) define biodiesel como
um combustivel sintético, proveniente de matéria-prima renovavel e composto por ésteres
alquilicos de acidos graxos de cadeias longas que sdo originados de 6leos vegetais ou gordura
animal. A producdo de biocombustiveis derivados da biomassa microalgal é um processo que
ocasiona menor impacto ambiental, pois seu cultivo ndo compete por espaco com a producao
de alimentos, como os biocombustiveis obtidos a partir de outras matérias-primas
(MIRANDA, 2011).

Existem quatro geracdes de biocombustiveis, primeira (1G), segunda (2G), terceira (3G)
e quarta (4G). Os biocombustiveis 1G sdo baseados em fermentar aglcares provenientes da
cana-de-agucar para obter etanol. J& os 2G sdo obtidos de agucares extraidos de residuos
agroindustriais, como restos de madeira, palha e bagaco. Porém, as etapas de producdo dos
biocombustiveis 2G ainda tém custos ndo acessiveis e sdo dependentes de ajustes
tecnoldgicos (GIBBS et al., 2008).

Por sua vez, os biocombustiveis 3G séo baseados na producdo da biomassa obtida de

microalgas. Esses sistemas s@o dependentes de recursos tecnologicos menos exigentes que 0s
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sistemas 2G, pois possuem beneficio de serem cultivados em espacos menores e tém menor
custo de producdo quando comparados com 0s processos de producdo dos biocombustiveis

4G, que envolvem modificacdes genéticas nas espécies mais oleaginosas (MARQUES, 2013).

Quadro 3 compara as quatro geracdes citadas com produtos derivados do petroleo.

Quadro 3 - Comparacdo das geragdes de biocombustiveis.

(continua)
[5]
‘g’ Tecnologia Matéria-prima Produto Problema Beneficio
LL
) Alta eficiéncia
Hidrocarbonetos .
) ) energética;
Gasolina, liberam gases, loai
tecnologia
o nafta, diesel, | esgotamento do .
= Refinaria de ) ) desenvolvida;
3 " Petrdleo bruto querosene, petréleo, facilidad
L petrdleo i . acilidade no
combustivel dificuldades
L . transporte
de aviacdo econdmicas e (liquid
o iquido e
ecologicas
gasoso)
3 Fontes limitadas .
Fermentacéo o ) Ambientalmente
& ) ) i Biodiesel, (alimento x
@ microbiana e Oleo vegetal, i correto;
°T o ) ) etanol de combustivel) o
@ & | transesterificagéo | milho, girassol, ] ) econdmico e
T 5 o i cana-de- Mistura parcial )
E o quimica e cana-de-agucar ] socialmente
3 L aglcar com
enzimatica . seguro
combustivel
o N&o compete por
{1} - -
S ) ) Bio-6leo, alimentos,
= Pré-tratamento, Residuos o )
> L ) etanol, A tecnologiando | tecnologia em
& hidrélise e florestais, . .
© butanol e esta totalmente | desenvolvimento,
© fi a ol idual
ermentacéo, 6leo residual, . .
§ L ] misturas de pronta ambientalmente e
< transesterificagdo | gordura animal . _
g alcoois socialmente
@ correta
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(concluséo)

L . ;. . ;.
1= Tecnologia Matéria-prima Produto Problema Beneficio
o
LL
o Né&o compete por
G .
S o _ alimentos,
= . . Biodiesel, Tecnologia em
<) Sintese direta, Algas, . i consumo de COx,
& b Microal bioetanol, desenvolvimento .
@ iomassa icroalgas, o . mais
° ] ] . biohidrogenio e custos o
@ fraccionada Cianobactérias ) produtividade de
g e biometano elevados ]
5 oleo do que
@ outras biomassas
Modificacdo Em ) i
& » o ) Biocombustivel
TR, genetica das Especies o desenvolvimento .
T 8 N Biodiesel e livre de CO,,
o & espécies produtoras de ] dos aspectos
g = ] bioetanol e seguranga
E ©| produtoras de oleo técnicos e .
5 ] . energética
o6leo econdmicos

Fonte: Adaptado de Suganya et al. (2016); LU, Sheahan e Fu (2011).

Mas, assim como os 0leos provenientes das plantas, o 6leo de microalgas ndo pode ser

utilizado diretamente como combustivel, pois é composto por triglicerideos, mono e

diglicerideos, acidos graxos livres, entre outras impurezas (KHAN et al., 2009; HUANG et

al., 2010). Para que esse Oleo seja usado como combustivel, € necessario transforma-lo

guimicamente por meio da transesterificacdo, processo que transforma os triglicerideos em

diglicerideos, e depois em monoglicerideos que sdo convertidos em ésteres e glicerol, e por
fim, obtendo-se o biodiesel (MATA et al., 2010). A Figura 11 ilustra os métodos utilizados

para obtencéo de lipideos de acordo com o produto desejado a obter-se no final do processo.



43

Figura 11 - Fluxograma de extracdo de 6leos a partir de biomassa microalgal.
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Fonte: Adaptado de Brasil & Costa (2016).

Nessa perspectiva, estudos com énfase em processos bioldgicos estdo sendo
desenvolvidos para o tratamento de &guas residuais a partir de microrganismos capazes de
absorver compostos toxicos para 0 meio ambiente acumulados no efluente. Esse processo ja é
considerado uma tecnologia promissora em expansdo (QUINTELAS et al., 2008; MODENES
et al., 2009) e, com o planejamento de experimentos, ja é possivel avaliar os principais efeitos

entre os fatores de um processo.

2.7 DELINEAMENTO DE EXPERIMENTOS (DOE)

O delineamento/planejamento experimental (DOE) é um método utilizado para
determinar diferentes fatores de entrada e saida de um processo, envolvendo todo o conjunto
de experimentos, onde todos os fatores significativos sdo variados ordenadamente (HARIDY
etal., 2011).

Este método consiste juntar critérios estatisticos e cientificos, objetivando determinar a
influéncia das varidveis de entrada selecionadas nas variaveis de resposta, possibilitando

identificar as melhores condigcdes experimentais e melhorar a qualidade de bens e servicos
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com maior precisdo estatistica visando o menor custo (BUTTON, 2005; ARANDA, 2008;
SILVA & SILVA, 2008; SOUZA et al., 2011).
As etapas do DOE consistem em: (i) planejamento, (ii) execucao dos experimentos, (iii)

analise dos dados, (iv) experimentos de confirmacéo e (v) concluséo.

2.7.1 Método de Taguchi

O método criado por Genichi Taguchi permite investigar como a influéncia dos
parametros afeta um dado processo (KISHORE et al., 2009). Consiste em empregar uma
matriz na qual a quantidade de colunas se refere ao numero méaximo de fatores a serem
analisados (RANA et al., 2014), permitindo uma avaliacdo estatistica independente do efeito
de cada fator e assim, analisar os dados coletados (TANSEL et al., 2011). De forma geral,
esse método € muito utilizado para fazer a otimizacéo de processos e produtos (PANDEY &
PANDA, 2015).

Para desenvolver a andlise desse método, € necessario seguir as seguintes etapas: (i)
selecdo de variaveis independentes, (ii) selecdo de nimeros de configuracbes de nivel para
cada varidvel independente, (iii) selecdo da matriz ortogonal, (iv) atribuicdo das varidveis
independentes para cada coluna, (v) realizacdo dos experimentos e (vi) analise dos dados
obtidos (NELLIAN, 1996). O método de Taguchi é muito importante para a engenharia de
qualidade por ser capaz de minimizar a funcdo perda de qualidade e maximizar ou minimizar
a relacdo sinal-ruido (S/N), definindo assim, as matrizes ortogonais (Vidal,2014).

Loures (2016) utilizou 0 método de Taguchi para avaliar diferentes variaveis de entrada
no cultivo da microalga C. minutissima, tais como CO, (%), NOs (g.L ™), PO4 (g.LY),
suplementagdo (mL), temperatura (°C) e salinidade (g.L™), possibilitando a redugdo do
nimero de experimentos para ter uma pré-ideia sobre o processo em estudo. E aplicavel em
experimentos de alto custo ou tempo e quando ha pouco ou nenhum conhecimento sobre o
comportamento do processo em questao.

Amaral et al. (2015) fez o uso do método de Taguchi utilizando uma matriz ortogonal
Lg para determinar os fatores mais influentes no processo de cultivo da microalga Chlorella
sp. Os fatores analisados foram: intensidade da luz (0,85 e 14,50 klux), NaNOs (0,025 e 0,075
g.L?1), CO2 (5 e 10%) e taxa de aeracdo (3,33 e 1,67 vvn). Ao realizar o delineamento
experiemental, o autor teve como resultado uma boa producdo de biomassa microalgal ao usar
0,85 klux de intensidade luminosa, 0,075 g.L de NaNOs e 5% de CO2, enquanto que a
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producdo de lipideos foi influenciada positivamente na concentracdo de 0,025 g.L*! de
NaNOs. A taxa de aeragdo ndo mostrou-se significante nestes processos.

2.7.2 Razéo Sinal/Ruido (S/N)

A razdo Sinal/Ruido (Signal of Noise, em inglés) se encaixa no método de Taguchi para
investigar a variabilidade de resposta, reduzindo a variacdo da caracteristica de qualidade. De
acordo com as equacdes (1), (2) e (3), a funcdo da razdo S/N é dividida em trés classes
(NETO et al., 2010):

2.7.2.1 Menor é melhor

A equagéo (1) tem como objetivo minimizar os resultados obtidos no processo.
S 10logx?” (1)
N 08 n

Sendo n equivalente ao numero de respostas de cada experimento, e yi ao valor da

resposta na condig@o experimental, sendo i um valor inteiro e positivo.
2.7.2.2 Maior é melhor

O objetivo da equacéo (2) é maximizar os resultados obtidos no processo.

1

S_ _ e
5= 10log2n (2)

2.7.2.3 Nominal é melhor

Quando o objetivo é reduzir a variabilidade em torno de um valor nominal em um

processo, a equacéo (3) deve ser utilizada.

S =10logT % 3)

N
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Sendo y valendo a n e yi e S equivalente a 2.
As réplicas e os efeitos dos niveis de ruido definem o valor da razdo S/N com a
observacgdo de apenas um resultado observado, possibilitando analisar a média e variacdo das

caracteristicas qualitativas do processo (RANA et al., 2014).

2.7.3 Andlise de Variancia

A Anélise de Variancia (ANOVA) é uma tabela que permite analisar estatisticamente os
dados obtidos pelo Planejamento de Experimentos, tornando possivel fazer a comparacgéo de
mais de dois fatores e testar a significancia da regressdo por meio do teste F. Este teste é
utilizado para definir as interagdes e fatores mais significantes no processo. Com os resultados
obtidos por meio da ANOVA, € possivel validar os modelos estatisticos e criar novas formas
para calcular coeficientes para modelar o processo (MONTGOMERY, 2008).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MICRORGANISMO

Foi utilizada uma linhagem da microalga marinha C. minutissima gentilmente cedida
pelo Departamento de Oceanografia Biologica do Instituto Oceanografico da USP campus de
Sdo Paulo ao professor Dr. Messias Borges Silva do Departamento de Engenharia Quimica da
Escola de Engenharia de Lorena (EEL-USP) e do Departamento de Engenharia de Producéo
da Faculdade de Engenharia de Guaratingueta (FEG-UNESP).

3.2 MEIO E CONDICOES DE CULTIVO
Para o preparo do indculo, utilizou-se o meio de cultivo F/2 (GUILLARD & RYTHER,
1962) sem a adicdo de vitaminas; este foi composto por 10% de conteudo celular da cepa da

microalga C. minutissima. Na Tabela 2 € possivel observar a composicdo do meio de cultivo

utilizado.

Tabela 2 - Composi¢do do meio de cultivo F/2.

Reagentes Concentracao
NaCl 30,00g.L?
NaNO; 75,00 g.L?
NaH>PO4.H,0O 5,00g.L?
Na,Si03.9 H,0 30,00 g.L*?
~ CuS045H,0 9,80 mg.L
% ZnS04.7H,0 22,20 mg.L?
& CoCl,.6H20 10,00 mg.L*
é MnCl,.4H,0 180,00 mg.L*
NazM004.2H,0 6,30 mg.L!
~ FeCls.6H:0 3,159.L?
Na,EDTA 4,36 9.L"

Fonte: Guillard & Ryther (1962).

Para evitar a precipitacdo dos sais durante o processo de autoclavagem (121°C por 15
min), solugdes de cada reagente foram preparadas e autoclavadas separadamente da agua com
NaCl para posterior formagdo do meio F/2. O ino6culo foi cultivado durante 14 dias para

posterior réplica dos experimentos no arranjo ortogonal Lg de Taguchi.
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Os cultivos foram realizados em fotobiorreatores no Laboratorio de Pesquisas e no
Laboratdrio de Caracteriza¢do de Biocombustiveis do Departamento de Energia da Faculdade
de Engenharia de Guaratinguetd (FEG-UNESP) sob regime de batelada em temperatura

ambiente com retirada diaria de amostras experimentais.

3.3 DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO CELULAR POR
ESPECTROFOTOMETRIA

Para determinar a concentragdo celular por espectrofotometria, foi necessério realizar a
(i) determinacdo do peso seco e a (ii) construcdo da curva padrdo. O célculo do peso seco foi
utilizado para converter o valor da absorvancia obtido por meio das medidas

espectrofotométricas em concentracio celular (g.L™).
3.3.1 Determinacgéo do peso seco

Para determinacdo da concentracdo de biomassa em peso seco, foram construidos
recipientes de papel aluminio posteriormente tarados em estufa a 100° C. Realizou-se uma
coleta de 3 mL da suspensdo celular em meio F/2 e inseridas nos recipientes de papel
aluminio (Figura 12). Com o intuito de subtrair o peso de NaCl da concentracdo final das
amostras, um teste com 3 mL de solucdo salina (NaCl 30%) deve ser realizado. As amostras

foram incubadas em estufa a 100° C até obter peso constante.

Figura 12 - Amostras de suspenséo celular e solucéo salina (NaCl) 30%.

Fonte: Autora.
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3.3.2 Construcédo da curva padréo

O crescimento celular da microalga C. minutissima foi determinado a partir da
suspensdo de células por meio de analise da densidade Optica da cultura em espectrofotémetro
(SHIMADZU UV 1280), com comprimento de onda maximo (Amax) definido a partir da
varredura na regido da luz visivel (400 a 1000 nm). Para o branco, utilizou-se agua
deionizada. Na Figura 13, observa-se o comprimento de onda para as avaliacdes
espectrofotométricas, onde a maior absorcdo foi observada a 570 nm. Portanto, este foi o

comprimento de onda utilizado para a leitura das amostras.

Figura 13 - Espectro de varredura UV vis (400 a 1000 nm) da suspensdo de células da

microalga C. minutissima.
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Fonte: Autora.

A curva padrdo (Figura 14) foi construida realizando dilui¢cdes continuas a partir de uma
amostra de suspensdo celular, obtendo-se a equacdo (4) da reta e o coeficiente de

determinacéo R?.
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Figura 14 - Curva padrao do crescimento celular da microalga C. minutissima.
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Fonte: Autora.
y = 595,75 X ABSs,, — 3,7526 (R? = 0,9979) ()

Ao plotar os valores obtidos por espectrofotometria na equacdo obtida pela curva
padrdo, foi possivel converter estes resultados em mg.L?' como também identificar as
seguintes fases do ciclo de crescimento da microalga C. minutissima: (i) fase de laténcia (lag),
(ii) fase exponencial (log), (iii) fase estacionéria e (iv) fase de declinio.

3.4 DETERMINACAO DOS PARAMETROS CINETICOS

Os parametros cineticos foram determinados a partir dos métodos de Guimaraes (2016).
Apo0s o0 ajuste dos parametros para determinar o crescimento celular, o cultivo da microalga
em estudo foi realizado durante 15 dias com o objetivo de identificar as seguintes fases do
ciclo de vida celular: (i) fase de laténcia (lag) ou adaptacdo, (ii) fase exponencial (log) ou
aceleracdo do crescimento celular, (iii) fase estacionaria (desaceleracdo do crescimento
celular) e (iv) fase de declinio (morte celular).

3.4.1 Produtividade

A produtividade celular foi calculada com a equacéo (5).

_ XXy
RS ©)
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Sendo que:
P = produtividade (g.Ldia™);
Xr= densidade celular (g.L ™) no tempo #

Xi = densidade celular (g.L™) no tempo ¢.

3.4.2 Taxa de crescimento

A taxa de crescimento determina a formacdo de biomassa por unidade de biomassa

existente no fotobiorreator por unidade de tempo, podendo ser calculada com a equagéo (6).

anZh
X.
= i 6
r (tr—ty) (6)
Sendo que:

r= taxa de crescimento (dia);
. . Xf

In = logaritmo neperiano de =
i

X; = densidade celular no tempo # (g.L™);

Xr= densidade celular no tempo #(g.L™Y).
3.4.3 Tempo de duplicacéo
O tempo de duplicacdo, também chamado de tempo de geracdo, é 0 tempo necessario

para uma determinada populacdo dobrar de numero (MADIGAN; MARTINKO; BENDER,

2016), podendo ser calculado de acordo com a equagéo (7).

Sendo que:

K = tempo de duplicacdo (dia™);
r=taxa de crescimento (dia);

In = logaritmo neperiano de 2.
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3.5 DETERMINAGCAO DE ACUCARES REDUTORES

Para determinar a quantidade de agUcares redutores nos cultivos, foi realizado o teste
DNS (acido dinitrosalicilico) que, na reacdo entre o acido 3,5-dinitrosalicilico e o agUcar
redutor, é reduzido pelo acido 3-amino5-nitrosalicilico, que oxida o monossacarideo redutor
(MALDONADE et al., 2013). Os reagentes necessarios para a realizacdo deste teste foram:
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), metabissulfito de sodio (Na.S20s), hidroxido de sodio
(NaOH 2N), fenol, acido cloridrico (HCI 2N), tartarato duplo de sddio e potassio

tetrahidratado (KNaCsH40e.4H-0). Os preparos das solucdes séo descritos a seguir:

3.5.1 Solucdo padrao e determinacdo da curva padréo

Para o preparo da solucdo padréo, deve-se pipetar ImL da solucdo de glicose (10%),
dissolvendo-a em 20 mL de &gua deionizada com agitacdo constante. Esta solucdo deve ser
transferida para baldo volumétrico de 100 mL, completando o volume com agua deionizada e
homogeneizando a solucéo.

A curva padrdo (Figura 15) foi determinada por meio da realizacdo de diluicGes
continuas da amostra de glicose, obtendo-se assim, a equacdo da reta e o coeficiente de
determinacdo (R?).

Figura 15 - Curva padréo de aglcares redutores (AR) em g.L™*
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Fonte: Autora.
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O célculo da quantidade de agUcar redutor para a construcdo da curva padrédo foi feito
conforme a equacéo (8).

AR Glicose (g.L™1) = 0,4742 X ABSg,, + 0,0424 (R? = 0,9917) (8)

3.5.2 Reagente DNS

A fim de obter 1 L de solugdo, pesou-se 5,3 g do &cido 3,5-dinitrosalicilico e 9,9 g de
NaOH, dissolvendo estes reagentes em 708 mL de agua deionizada. Adicionou-se 3,8 mL de
fenol previamente fundido a 50° C e 4,15 g de metabissulfito de sodio. A solucdo do reagente
DNS é fotossensivel e deve ser armazenada em frasco ambar coberto por papel aluminio em

refrigerador.

3.5.3 Solucdo de Tartarato duplo de sodio e potéssio

Dissolveu-se 15,1 g de tartarato duplo de sddio e potassio tetrahidratado
(KNaCsH406x4 H20) em 1 L de 4gua deionizada. A solucéo foi armazenada em frasco &mbar

em temperatura ambiente.

3.6 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE CLOROFILA

A clorofila foi determinada de acordo com Lv et al. (2017) com algumas modificaces.
As células foram centrifugadas a 4500 rpm durante 15 minutos e, apds a retirada do
sobrenadante, foram suspendidas em Alcool Etilico Absoluto 99,8%. A suspensdo logo foi
colocada em lavadora ultrassonica (Eco - sonics 1,8L) (Figura 16) por 1 hora e depois
mantida a 4° C no escuro por 24 horas.
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Figura 16 - Amostras dos experimentos submetidas em banho ultrassom.

Fonte: Autora.

Apdbs o tempo decorrido, as amostras foram centrifugadas novamente a fim de eliminar
os detritos celulares e lidas a 649 e 665 nm em espectrofotometro (SHIMADZU UV 1280).
Uma solucdo de Alcool Etilico Absoluto 99,8% foi utilizada como branco. As concentragdes
de clorofila a e de clorofila b podem ser calculadas na equacdo (9) e na equacdo (10),

respectivamente.

Clorofila a = 13,95 x ABSess — 6,88 X ABSeu9 9)

Clorofila b = 24,96 X ABSe49 — 7,32 X ABSess (10)

3.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VAREDURA (MEV)

A morfologia superficial das microalgas foi analisada por meio de microscopia
eletronica de varredura (MEV) com um microscopio eletrénico de varredura disponivel no
Laboratério de Analise de Imagens de Materiais da Faculdade de Engenharia de
Guaratingueta (FEG-UNESP) com voltagem de 15 a 20 kW. A principio, as amostras foram

metalizadas a ouro e com faixa de magnificacdo variando de 30 a 300000 vezes.
3.8 OBTENCAO DA BIOMASSA MICROALGAL
Amaral et al. (2009) definem que os tratamentos fisicos e quimicos atingem 6timos

niveis de eficiéncia, porém, tém custos elevados. O sulfato de aluminio (Al>.SO.)s pode ser

utilizado para remover matérias organicas e inorganicas no meio aquoso, todavia, ndo é facil
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tratar o precipitado resultante desta reacdo quimica, além do uso de reagentes quimicos ter
alto custo.

Portanto, ap6s o cultivo celular, a biomassa foi recuperada por floculagdo induzida por
solucdo 1N de sulfato de aluminio (Al2SO4)s. Para cada litro do cultivo, utilizou-se 2 mL de
solucdo (ZORN et al., 2017). A biomassa obtida foi filtrada a vacuo com papel de filtro
antecipadamente tarado e lavada com &gua deionizada para remover os sais e ser submetida a

secagem em estufa a 50° C.

3.9 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

As analises termogravimétricas da biomassa de microalgas foram realizadas em
analisador termogravimétrico (TA Instruments Q600 SDT), operando sob fluxo de nitrogénio a
100 mL.min"t em temperatura de 40 a 600° C, utilizando cadinho de de a-alumina de 900 pL
contendo 5 mg da amostra. A determina¢do do teor de agua deve ser feita de modo dindmico
(FARIA, 2002), utilizando a primeira derivada da curva de TGA para identificar os pontos de
inicio e de fim da andlise térmica entre um intervalo de 30 a 800° C para determinar a perda
de massa e a temperatura de degradacéo em cada etapa do processo.

As etapas constituem-se em: (i) aquecer o analisador termogravimétrico em temperatura
ambiente até 105° C, mantendo essa temperatura por 12 minutos, (ii) aquecer a rampa a 250°
C a 10° C por minuto, mantendo 250° C por 30 minutos e (iii) aumentar a temperatura da
rampa para 575° C a 20° C por minuto e manter a 575° C por 180 minutos, finalizando o

procedimento.

3.10 EXPERIMENTOS PRELIMINARES

3.10.1 Influéncia da luminosidade na produgéo de microalgas utilizando fontes de CO2
Foi proposto um arranjo ortogonal Ls do método de Taguchi feito em quatro réplicas

para analisar trés fatores inseridos na proporcdo de dois niveis no processo de cultivo: luz,

aeracdo e mel. A matriz experimental codificada é representada pela Tabela 3.
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Tabela 3 - Matriz experimental codificada.

Exp. | Luz | Aeragdo | Mel

1 1 1 1
2 1 2 2
3 2 1 2
4 2 2 1

Fonte: Autora.

Os cultivos foram feitos em regime de batelada em temperatura ambiente. Os
fotobiorreatores submetidos a iluminacgdo ficaram expostos a 6 lampadas fluorescentes de cor
branca em ciclo de 24 horas. Foram retiradas amostras diarias para analise do pH do meio de

cultivo. A matriz experimental pode ser observada na Figura 17.

Figura 17 - Matriz experimental L4 de Taguchi com quatro réplicas.

Fonte: Autora.

Para determinar o crescimento celular, utilizou-se um espectrofotémetro (SHIMADZU
UV 1280) pelo método indireto por densidade Optica da cultura com auxilio de cubeta de
guartzo. O comprimento de onda maximo (Amax) para realizar a leitura das amostras foi
determinado pela varredura na regido da luz visivel (A=570 nm). Para o branco, utilizou-se
agua deionizada.

A curva padrdo foi determinada por meio da realizagdo de diluicbes continuas de
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amostra de suspensdo celular, obtendo-se assim, a equagdo da reta e coeficiente de
determinacéo (R?), conforme equagéo (11).

Y = 595,75 X ABS + 3,7526 (R% = 0,9979) (11)

Ao final realizou-se a extracdo de clorofila a de acordo com os métodos de Lv et al.
(2017). O calculo do teor de clorofila a pode ser realizado na equagdo (9). Utilizou-se o

software Minitab® 19 a fim de obter os dados estatisticos do melhor ajuste dos fatores.

Clorofilaa = 13,95 X Asss — 6,88 X Asag 9)

3.10.2 Crescimento da microalga C. minutissima em presenca de farmacos

antimicrobianos

3.10.2.1 Sulfametoxazol e Trimetoprima

Para avaliacdo do crescimento da microalga C. minutissima em presenca dos
antibidticos Sulfametoxazol e Trimetoprima, foram utilizados fotobiorreatores com
capacidade total de 5L de volume de trabalho, iluminados por 4 lampadas fluorescentes de cor
branca, 18 W em ciclo de 24h. A aeracdo foi realizada por compressor de ar (Xilong, AP-
003).

Para avaliacdo da influéncia dos fatores (concentracdo de antibidticos, concentracdo de
nitrato e aeracdo) na variavel resposta biomassa produzida (g), foi aplicado o método Taguchi
em matriz L4 para o planejamento experimental. Na Tabela 4 sdo detalhadas as varidveis de
entrada, seus parametros e os respectivos niveis selecionados e, na Tabela 5 é exposto o

arranjo ortogonal da matriz L4 de Taguchi.

Tabela 4 - Matriz experimental com seus respectivos niveis e fatores.

Cadigo Fatores Nivel baixo (1) Nivel alto (2)
A Antibidticos (g.L™) 0,005 0,025
B Nitrato (g.L™%) 75,000 150,000
C Aeracdo Isento Borbulhamento

*Antibioticos refere-se ao Sulfametoxazol e Trimetoprima.

Fonte: Autora.
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Tabela 5 - Arranjo ortogonal L4 Taguchi.

Fatores
Exp. — .
Antibioticos | Nitrato Aeracédo
1 1 1 1
2 1 2 2
3 2 1 2
4 2 2 1

Fonte: Autora.

3.10.2.2 Antibiético: Ceftriaxona sodica

Os testes com o antibidtico Ceftriaxona sddica foram realizados em duas concentracdes
diferentes: 1 g.L! (para nivel baixo) e 2 g.L? (para nivel alto). O p6 foi diluido diretamente

nos respectivos meios de cultivos.

3.10.2.3 Antifungicos: Fluconazol, Miconazol, Cetoconazol e Timidazol

Para prevenir a contaminacdo dos cultivos por fungos, realizou-se testes com 0s
antifingicos Fluconazol, Miconazol, Cetoconazol e Timidazol em duas concentracdes
diferentes: 0,005 g.L? (para nivel baixo) e 0,01 g.L (para nivel alto). O pé foi diluido
diretamente nos respectivos meios de cultivos.

Na Figura 18 é possivel observar que o cultivo da microalga C. minutissima em
presenca de somente do antibi6tico Ceftriaxona sédica promoveu a contaminacao do meio de
cultivo por fungos (presenca de muitas hifas). Porém, este antibidtico ndo causou a

degradacéo de clorofila.

Figura 18 - Pseudo-hifas de fungos contaminantes (100x).

Fonte: Autora.
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Portanto, foi necessario realizar testes com alguns antiflngicos juntamente com o
antibiotico escolhido para a prevengdo de fungos contaminantes no meio de cultivo. Os testes
avaliaram a interacdo do antibi6tico com os antifingicos: Timidazol (0,005 g.L™Y),
Cetoconazol (0,005 g.L™?), Miconazol (0,005 g.L™) e Fluconazol (0,005 g.L™). Por ter sido o
tnico farmaco ndo degradante de clorofila, o Fluconazol (0,005 g.L™?) também foi avaliado
separadamente do antibidtico.

3.11 METODOS ESTATISTICOS

Utilizando o método de Taguchi, foi possivel analisar as seguintes variaveis respostas:
(i) crescimento celular (em g.L™?), (ii) tempo de floculagdo da biomassa (em minutos) e (iii)

produc&o de clorofila a (em mg.L™).

3.11.1 Método de Taguchi

Para determinar a influéncia dos fatores nas variaveis respostas, utilizou-se uma matriz
Lgs de Taguchi para o planejamento experimental exploratorio. Foram propostos 6 fatores: luz,
aeracdo, Fluconazol (antifingico), mel, glicose e sacarose. O antifungico Fluconazol foi
escolhido para este experimento por ter obtido maior concentracdo celular e prevenir a
contaminacdo por fungos nos cultivos. Na Tabela 6, os fatores Fluconazol, mel, glicose e

sacarose sdo listados com suas respectivas quantidades.

Tabela 6 - Concentracdo dos fatores Fluconazol (antifingico), mel, glicose e sacarose.

Fatores Nivel baixo (1) Nivel alto (2)
Fluconazol 0,005 ¢g.L* 0,01g.L*
Mel Isento 1mL.L?
Glicose Isento 1mL.L?
Sacarose Isento 1mL.L?

Fonte: Autora.

Para as analises estatisticas utilizou-se o software Minitab® 19. Na Tabela 7 estdo
listados os pardmetros de controle e niveis para selecdo das varidveis significativas utilizando
a matriz Lg do método de Taguchi e, no Quadro 4 nota-se a matriz experimental utilizada para

o planejamento.
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Tabela 7 - Pardmetros de controle e niveis usados para selecionar as variaveis

significativas no cultivo da microalga C. minutissima.

Codigos | Fatores | Nivel baixo (1) | Nivel alto (2)
A Luz 120 pmol/m?s 180 pmol/m?s
B Aeragéo Isento Borbulhamento
C Fluconazol 5x10* % 1x102 %
D Mel Isento 1,0 mL
E Glicose Isento 10 % (p/v)
F Sacarose Isento 50 % (p/v)

Fonte: Autora.

Quadro 4 - Matriz experimental segundo o planejamento de Taguchi Ls.

Experimento Fatores codificados

A B C D E F
1 1 1 1 1 1 1
2 1 1 1 2 2 2
3 1 2 2 1 1 2
4 1 2 2 2 2 1
5 2 1 2 1 2 1
6 2 1 2 2 1 2
7 2 2 1 1 2 2
8 2 2 1 2 1 1

Fonte: Autora.

O gréfico linear da matriz Lg de Taguchi pode ser observado na Figura 19.

Figura 19 - Gréficos lineares de Taguchi para a matriz experimental Ls.

Fonte: Ranjit (2010).

Como o objetivo da varidvel resposta (ii) tempo de floculacdo da biomassa (em
minutos), foi minimizar o tempo de floculacdo da biomassa, a equacgdo (1) (menor € melhor)

deve ser utilizada para obter a razdo S/N para posterior analise de variancia (ANOVA).

S i2
N> —1010g2% (1)
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Ja para as varidveis respostas (i) crescimento celular (em g.L) e (iii) producdo de
clorofila a (em mg.L™?), deve ser utilizada a equacéo (2), a fim de maximizar estes processos.

1

S_ _ e
o= 1010g2n (2
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo serdo analisados e apresentados os resultados obtidos durante o

desenvolvimento dos métodos.

4.1 EXPERIMENTOS PRELIMINARES

4.1.1 Influéncia da luminosidade na producéo de microalgas utilizando fontes de CO2
Utilizando o método proposto por Taguchi (1986), foi possivel analisar os efeitos dos

trés fatores (luz, aeracdo e mel) implantados no processo de cultivo. A matriz L4 decodificada

com os resultados pode ser observada na Tabela 8.

Tabela 8 - Arranjo ortogonal L4 decodificado.

Exp. | Luz Aeragéo Mel Réplicas (biomassa em mg.L™?) Meédia (mg.L?)
1 Isento Isento Isento 146,37 143,99 164,24 182,12 159,19
2 Isento Borbulhamento 1mL.L' 626,79 1118,28 1250,54 1190,78 1046,60
3 24h Isento 1mL.L? 564,41 899,22 583,06 961,00 751,93
4 24h  Borbulhamento Isento 858,71 795,56 856,33 899,22 640,88

Fonte: Autora.

O crescimento celular foi acompanhado diariamente por espectrofotometria durante 10

dias de cultivo, podendo ser observado na Figura 20.
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Figura 20 - Curva de crescimento celular referente as 4 condic¢des de cultivo testadas.
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Fonte: Autora.

As condicBes do Experimento 2 (sem luz, e com aeracdo e mel em nivel alto) foram
favoraveis para aumentar a producdo de biomassa no meio de cultivo. Na Figura 21, €
possivel observar os efeitos, em relagdo a média, que cada fator exerce sobre a variavel
resposta em estudo. Observa-se que os fatores aeracdo e mel tém melhor ajuste em nivel alto,
enguanto a luminosidade ndo manifestou relevancia para a producdo de biomassa, portanto,
esta foi retirada da ANOVA.

Figura 21 - Efeito dos fatores sobre a média.
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1 2 1 2 1 2

Fonte: Minitab® (2020).

A ANOVA, com grau de confianca de cada fator determinado por meio do teste F, foi
feita para considerar os fatores de maior influéncia (significancia estatisticamente

comprovada) no processo de producgédo de biomassa da C. minutissima (Tabela 9).
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Tabela 9 - ANOVA referente a producdo de biomassa em relagdo a media.

Fonte SQ GL | SMQ F p
Aeracdo 145241 1 145241 3183,01 0,011
Mel 359394 1 359394 7876,27 0,007

Erro 46 1 46 - -
Fonte: Autora.

Com base nos resultados obtidos na ANOVA, pode-se afirmar com 95% de confianca
que a aeracdo e o mel foram significantes para o processo de producdo de biomassa; porém, o
mel exerce maior influéncia sobre esta variavel resposta. Este fator possui componentes
organicos que servem como fonte de energia em cultivos de microalgas, beneficiando a
producdo de células (GROBBELAAR, 2003).

Chiranjeevi e Mohan (2016) analisaram a produgdo de biomassa de microalgas
utilizando uma matriz ortogonal Lig de Taguchi. Dos oito fatores analisados, dois deles foram
a iluminacdo e a aeracdo. Os experimentos obtiveram maior producdo de biomassa na
presenca de luz. O metabolismo fotossintético e respiratério em meio mixotrofico
proporcionaram aumento na concentragcdo de biomassa.

O carbono organico adicionado ao meio de cultivo de microalgas propde maior taxa de
crescimento quando comparada a utilizacdo de carbono inorgéanico por vias fotossintéticas
(OLIVER & ATSUMI, 2014). De acordo com Ren (2016), quando submetidas a fonte de
carbono organica inserida no meio de cultivo, as microalgas possuem crescimento celular
elevado, assim como o metabolismo respiratorio.

Na Tabela 10, observa-se a matriz L4 de Taguchi, as variaveis de entrada codificadas e
decodificadas e a variavel resposta. Nota-se que a condi¢do do Experimento 2 (sem luz, com
aeracdo, e adicdo de mel em nivel alto (2mL.L™) favoreceu a producéo de clorofila a. Na
Tabela 11 pode-se observar a ANOVA da producdo de clorofila a em relacdo média,

indicando que apenas a variavel iluminacéo foi relevante com Fcac > 2 (PADKE, 1989).
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Tabela 10 - Matriz L4 de Taguchi com as variaveis codificadas, decodificadas, e

variavel resposta.

Variaveis Codificadas Variaveis Decodificadas Variavel Resposta
Exp Mel Clorofila a
A B C Luz Aeracéo
(mL.LY) (mg.LY)
1 1 1 1 Isento Isento 1,00 0,44 £ 0,03
2 1 2 2 Isento  Borbulhamento 2,00 0,78+ 0,14
3 2 1 2 24h Isento 2,00 0,29 £ 0,06
4 2 2 1 24h  Borbulhamento 1,00 0,33+0,11

Fonte: Autora.

Tabela 11 - ANOVA referente a producdo de clorofila a em relagdo a média.

Fonte SQ GL | SMQ F p

lluminagdo 0,09 1 0,09 4,00 0,29
Aeragéo 0,04 1 0,04 1,60 0,42

Erro 0,02 1 0,02 - -
Fonte: Autora.

Os experimentos realizados podem ser observados na Figura 22a. De acordo com a
Figura 22b, o ajuste dos fatores aeracdo e adi¢do de mel em nivel alto e iluminacdo em nivel

baixo contribuiu com 0 aumento da producéo de clorofila a.

Figura 22 - (a) Sistema de fotobiorreatores e (b) Efeito dos fatores sobre a média da

producdo de clorofila a.

Luz Aeragdo Mel

1 2 i 2 1 2

Fonte: Autora. Fonte: Minitab® 19 (2020).

A aeracdo estimula a producéo celular em cultivos de microalgas e atua na distribuicéo
homogénea de células ao longo do fotobiorreator. Permite ainda, que a iluminacdo seja
uniforme favorecendo a fotossintese (GROBBELAAR, 2003; PALUDO, 2012). A iluminacéao
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é um fator fundamental na producdo de clorofila (BERTOLDI et al., 2008). De fato, no
presente estudo a luz foi o fator de maior relevancia, porém nédo estimulou a producdo deste
pigmento, e por essa razdo deve ser ajustada em nivel baixo (ausente).

Cultivos em regime fotoheterotréficos (iluminacdo em periodo integral e com oferta de
carbono orgénico) e heterotréficos (sem iluminacdo e com oferta de carbono orgéanico)
normalmente apresentam perfil de crescimento celular diferente. No presente trabalho, a
adicdo de mel e, consequentemente, de acucares, associada a oferta de luz resultou em menor
producdo de clorofila a quando comparada aos cultivos sem oferta de luz, porém com
presenca de acUcares. Esta condicdo sugere que as células desviaram o seu metabolismo em
direcdo ao consumo de agUcares, caracterizando o cultivo em regime heterotréfico. Neste
caso, a producdo de clorofila ndo foi prioriza, visto que o consumo da fonte de carbono

organico foi favorecido.

4.1.2 Crescimento da microalga C. minutissima em presenca de farmacos

antimicrobianos

Como a iluminagdo ndo mostrou ser um fator significante, esta foi retirada da matriz
ortogonal e inserida como um fator constante e, em seu lugar, foram avaliados a presenca de

farmacos antimicrobianos no cultivo da microalga C. minutissima.

4.1.2.1 Antibiéticos Sulfametoxazol e Trimetoprima

De acordo com a Figura 23, o crescimento da microalga foi dependente das condicGes
experimentais. Esta infomacdo esta de acordo com Lourengo (2006), que verificou alteracGes
no crescimento microalgal variavel de acordo com a temperatura e o pH do meio de cultivo,

nutrientes disponibilizados, concentracdo salina e de CO> dissolvido.
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Figura 23 - Perfil de crescimento da microalga C. minutissima.
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Fonte: Autora.

O Experimento 1 n&do apresentou crescimento celular relevante quando comparado aos
demais. Conforme Grima et al., (1996), Borghetti, (2009) e Paludo, (2012) a injecdo de ar nos
cultivos permite a difusdo dos nutrientes ofertados, evita a sedimentacdo das células e garante
a incidéncia luminosa. No referido experimento, a microalga foi cultivada sem aeracéo,
indicando uma possivel causa para reducao do crescimento. O Experimento 4, também sem
injecdo de ar, resultou em fase lag (adaptacdo) longa, sendo que no 8° dia houve um declinio
na proliferacdo celular. O Experimento 2, por sua vez, apresentou crescimento exponencial
relevante quando comparado ao controle. No entanto, o Experimento 3 ndo apresentou
crescimento satisfatério. Além disso, o crescimento exponencial foi observado somente a
partir do 8° dia de cultivo.

De acordo com a Figura 24, os experimentos com maior produgdo de biomassa apds 0s
15 dias de cultivo foram 2 > 3 > 4 > 1. Ressalta-se que a melhor condicéo de cultivo para a
producdo de biomassa nas condi¢bes experimentais avaliadas foi: concentracdo de
antibioticos (0,005 g.L™%), nitrato (150 g.L™) com aeragéo.
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Figura 24 - Fatores decodificados, pH dos cultivos e biomassa final.
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Fatores decodificados

N i pH pH Biomassa
Exp. Antibiéticos Nitrato o .
. . Aeracdo inicial  final (g.L
(9.L7) (9.L%)
Controle sem 75 com 7,1 8,1 1,39
1 0,005 75 sem 8,5 6,6 0,94
2 0,005 150 com 8,3 7,4 2,38
3 0,025 75 com 75 6,0 1,09
4 0,025 150 sem 7,8 59 0,98

Fonte: Autora.

A Figura 25 ilustra o efeito dos fatores em cada nivel para a variavel resposta “produg¢io

de biomassa”.

Figura 25 - Efeito dos fatores sobre a média e sobre a racdo S/N sob a producéo de

biomassa.
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Fonte: Minitab® 19 (2020).

Nota-se que o crescimento das microalgas foi mais favoravel nas condi¢Ges de nivel

baixo (1) dos antibidticos e com nitrato e a aeragdo em nivel alto (2).

Na Figura 26 observa-se a morfologia celular da microalga C. minutissima em

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) nas condigdes experimentais propostas. Além da

alteracdo morfologica provocada pela agdo dos antibidticos, no Experimento 4, é possivel
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observar a formacdo de cristais, provavelmente proveniente da combinacdo entre os sais

utilizados na suplementacéo e os sais presentes no meio de cultivo.

Figura 26 - Microscopia Eletronica de Varredura (10.000Kx) das células da microalga

C. minutissima nas diferentes condigdes de cultivo.

Controle

Fonte: Autora.

Na Figura 27, é possivel observar que o Experimento 2 obteve maior producdo de
clorofila a e clorofila b.
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Figura 27 - Perfil da concentracdo de clorofila a e de clorofila b apds 15 dias de

cultivo.
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Fonte: Autora.

Os Experimentos 3 e 4 obtiveram coloracdo marrom durante o periodo de cultivo. Estes
foram compostos por antibidticos em nivel alto, o que sugere que o0s antibidticos
Sulfametoxazol e Trimetoprima causam a degradacéo de clorofila.

Nota-se também que, apds os 15 dias de cultivo houve maior sintese de clorofila b em
relacdo a clorofila a pelas células, tanto do controle quando pelos cultivos realizados segundo
a matriz de Taguchi. Resultados semelhantes foram encontrados por Simdes et al. (2019).

No entanto, Bertoldi et al., (2008); Orddg et al., (2012) observaram resultados que se
opdem aos obtidos nesta pesquisa, encontrando valores maiores de clorofila a em relacdo a
clorofila b em seus experimentos. Este comportamento pode ser explicado por Teixeira e
Granek (2017), que afirmam que a presenca de antibioticos no cultivo pode inibir o
crescimento celular, influenciando diretamente na sintese de proteinas responsaveis pela
codificacdo de cloroplastos (clorofila a e b).

Além disso, o Experimento 2 forneceu a maior producdo de pigmentos. Segundo
Lourengo, (2006) e Paludo (2012), niveis altos de nitrato sdo essenciais para 0
desenvolvimento da célula microalgal, além de fazer parte da constituicdo dos pigmentos
fotossintetizantes. Portanto, evidencia-se uma tendéncia de aumento na concentracdo de
clorofila quando presente em quantidade abundante de nitrato.

No presente trabalho, a coloracdo dos cultivos variou de verde a marrom, de acordo com

as condigdes experimentais e o tempo de cultivo (Figura 28).
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Figura 28 - Alteragéo na coloragéo dos cultivos nos fotobiorreatores.

Fonte: Autora.

O cultivo da microalga C. minutissima apresenta coloracdo verde, em tonalidades
diferentes, sendo decorrente da presenca dos pigmentos clorofilianos (NELSON & COX,
2014). Situacdo semelhante foi observada por Dubé (1952), que relatou variacdo da coloracao
(verde e tons amarelados) de cultivos de Chlorella vulgaris crescida na presenca do
antibidtico Estreptomicina. A clorofila a é o pigmento mais abundante encontrado na
natureza, correspondendo em torno de 75% dos pigmentos verdes (STREIT et al., 2005;
GROSS, 1991). A degradacdo de clorofila a pode ocorrer em diversas situcfes e interferir
diretamente na coloracdo do meio de cultivo, pois produzem feopigmentos com coloragédo
tendendo para marrom.

Portanto, nota-se que os antibidticos Sulfametoxazol e Trimetoprima foram os
principais causadores da degradacdo de clorofila a e clorofila b quando inseridos em nivel
alto. Com isso, fez-se necessario realizar testes com outro antibi6tico e, por ser de facil
diluicdo em agua (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010), o antibi6tico Ceftriaxona sodica
foi o escolhido.

A Figura 29 representa o grafico do crescimento celular nos cultivos contendo o
antibidtico Ceftriaxona interagido com os antifungicos Timidazol, Miconozol, Cetoconozol e

Fluconazol.
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Figura 29 - Curva de crescimento celular de cultivos contendo diferentes farmacos.
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Fonte: Autora.

Os cultivos contendo somente o Fluconazol obtiveram maior producdo celular quando
comparados aos cultivos contendo somente o Ceftriaxona sddica. O antifungico Cetoconozol
quando interagido com o Ceftriaxona também proporcionou a producdo de células, porém,
este causou a degradacdo de clorofila, tanto em presenca ou ndo do Ceftriaxona. No entanto,
ao observar os cultivos contendo Fluconazol e Ceftriaxona, notou-se que estes farmacos tém
boa interacdo e promovem a producdo celular. Portanto, realizou-se um experimento em
matriz Ls do método de Taguchi para avaliar o antifingico Fluconazol (sem acréscimo de

Ceftriaxona) sob determinadas variaveis respostas.
4.3 CRESCIMENTO DA MICROALGA C. minutissima DE FLUCONAZOL
4.3.1 Perfil do crescimento celular
O perfil do crescimento da microalga C. minutissima (Figura 30) foi estimado conforme

a média dos valores obtidos a partir da duplicata da concentracdo celular (densidade das
celulas).
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Figura 30 - Curva de crescimento celular dos cultivos contendo o antifungico

Fluconazol.
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Fonte: Autora.

Nota-se que, embora o Experimento 6 obteve maior taxa de crescimento no 10° dia de
cultivo, ao final do periodo experimental o Experimento 7 foi o que obteve maior
concentragdo celular. Este foi composto por nivel alto de iluminagdo, aeracdo, glicose e
sacarose, € nivel baixo de fluconazol e mel.

Os parametros cinéticos de cada experimento podem ser observados no APENDICE 1.
A taxa de crescimento e concentracdo de células durante a fase de crescimento exponencial

dos experimentos realizados podem ser observados na Figura 31.
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Figura 31 - Produgéo celular e taxa de crescimento da microalga C. minutissima
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Analisando os parametros cinéticos dos cultivos, foi possivel notar que a taxa de
crescimento celular nos experimentos foi decrescente ao longo dos dias de cultivo e que o
mesmo experimento que obteve maior concentracdo celular no udltimo dia de cultivo
(Experimento 7) foi 0 mesmo que obteve maior producéo celular também ao final do periodo
de cultivo.

Embora a aeracdo estimule a reproducdo celular (PALUDO, 2012), este fator ndo
interferiu na producédo da microalga C. minutissima pelo fato de o cultivo ser suplementado
com glicose, uma fonte de carbono organica que estimula o crescimento das microalgas
quando inserida como suplemento em cultivos mixotréficos (CHOJNACKA &
NOWORYTA, 2004; MARQUEZ et al., 1993).

Na Figura 32 nota-se os fotobiorreatores no Gltimo dia de cultivo (15° dia). A diferenca
da coloracdo dos meios de cultivo é perceptivel e é resultado da concentracdo celular em cada

fotobiorreator e da producgéo de clorofila pela microalga.

Figura 32 - Sistema de fotobiorreatores em duplicata.

Fonte: Autora.

4.3.2 Determinacao de acUcares redutores pelo método de DNS

O mel apresentou concentracdo de aclcares redutores igual a 0,52 g.L ™. A Figura 33,

ilustra a quantificacdo de agUcares redutores (ap6s 15 dias de cultivo) em cada experimento,
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indicando que, quanto mais claro for o liquido do teste de DNS, menor é a quantidade de
acucares redutores no experimento, ou seja, as celulas microalgais consumiram maior

quantidade de acgucares redutores contidos no meio de cultivo.

Figura 33 - Tubos de ensaio com teste de DNS e curva de consumo de agucares

redutores (AR) em cada experimento.
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Fonte: Autora.

O maior consumo de agucares redutores foi observado no Experimento 7, o qual
também obteve maior taxa de crescimento celular. Os resultados indicam que a microalga
utilizou a glicose (1 g.L™) adicionada ao meio de cultivo como fonte de carbono organico. De
acordo com Grobbellar (2003), o cultivo heterotrofico € o segundo melhor meio de nutricdo
para a microalga (perdendo apenas para o cultivo mixotr6fico), devido a presenca de
componentes organicos que servem como fonte de energia.
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4.3.3 Determinacao da concentragéo de clorofila a e clorofila b

A diferenca da producao de pigmentos fotossintetizantes, ou seja, de clorofilas, ao final

do periodo de cultivo pode ser observada na Figura 34a e, na Figura 34b observam-se tubos

de ensaio contendo amostras pigmentares extraidas dos respectivos experimentos.

Figura 34 - Experimentos ao final do cultivo (15° dia) (a) e tubos de ensaio apds o tempo de

extra(;éo de clorofila (b).
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Fonte: Autora.
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Na Tabela 12, observa-se a quantificacdo (em mg.L™?) de biomassa, clorofila a e

clorofila b presente em cada experimento.

Tabela 12 - Concentragdo de biomassa, clorofila a e clorofila b no 15° dia de cultivo.

. Concentracéo de
Experimentos

biomassa (mg.L™)

Concentracédo de

clorofila a (mg.L%)

Concentracéo de

clorofila b (mg.L™)

37,9042
129,3+£1,26
1459 £ 3,79
138,9 + 3,79
48,6 +1,26
118,5+ 3,79
154,7 + 2,53
119,5+ 2,53

0 N o oA WN -

7,87+0,22
9,43+1,21
559+1,28
8,47 + 3,30
6,00+ 1,41
4,78 £ 2,40
9,30+ 2,16
5,64 £0,17

2,22+0,25
11,40 £ 0,52
13,34 £ 7,54
2,85+1,43
2,95+ 2,64
1,08 +1,19
7,32+ 3,50
2,67+£1,00

Fonte: Autora.
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Comparando os resultados obtidos na concentragéo de biomassa e nas concentracOes de
clorofilas, pode-se dizer, de acordo com Ores et al. (2013), que a quantidade de biomassa néo
interfere no valor de clorofila. Nota-se também que a concentracdo de clorofila b
(Experimento 3) extraida da microalga C. minutissima foi maior do que a concentragdo de
clorofila a (Experimento 2) extraida no 15° dia do periodo experimental, embora a média de
clorofila a (7,13 mg.L?) seja maior do que a média de clorofila b (5,47 mg.L™?).

A producdo em mg.L ™ de clorofila a foi observada nos experimentos2>7>4>1>8>
3 >5> 6, e de clorofila b nos experimentos 3 >2 >7 >5 >4 >8> 1 > 6. Portanto, 0
Experimento 2 apresentou maior concentragéo de clorofila a (9,43 mg.L™) e o Experimento 3
de clorofila b (13,34 mg.L™?). Os dois experimentos foram realizados com iluminagéo em
nivel baixo (120 pmol/m?s).

De acordo com Calijuri et al. (2006), pode ocorrer a fotoinibicdo dos pigmentos
fotossintetizantes, ou seja, a fotodestruicdo ou oxidagdo destes pigmentos quando as
microalgas sdo expostas em altas concentragcdes de energia luminosa, justificando a maior
producdo de clorofila em menor quantidade de iluminacdo. Portanto, a baixa intensidade

luminosa permitiu a maior producao de clorofila.
4.3.4 Obtencéao da biomassa
Durante o processo de floculacdo (Figura 35a), foi registrado o tempo (em minutos) de

floculacdo total da biomassa de cada experimento, sendo possivel observar os dados na Figura
35bh.
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Figura 35 - Biomassa dos experimentos em processo de floculagéo (a) e tempo de

floculacéo total da biomassa (b).

Experimento 5 Experimento 6 Experimento 7 Experimento 8
(a)
95,18 min
78,41 min
63,23min
49,66 min
1 2 3 4 5 6 7 8

Experimentos

(b)

Fonte: Autora.

Como os experimentos foram compostos por concentracdes em nivel baixo (1) e em
nivel alto (2) de cada fator analisado, estes obtiveram tempos de floculagdo diferentes,
sugerindo que a composicdo do Experimento 3 (iluminacéo, aeracdo e fluconazol em nivel
baixo e mel, glicose e sacarose em nivel alto) favoreceu o menor tempo de floculacao,
podendo-se afirmar que a quantidade de biomassa ndo interfere no tempo de floculagdo da

microalga.



80

Apos o processo de floculacdo total da biomassa contida nos experimentos, estes foram
submetidos ao processo de filtragdo a vacuo para separar as células do meio de cultivo (Figura
36).

Figura 36 - Processo de filtracdo e de secagem de biomassa: (a) filtracdo a vacuo, (b)
Biomassa Umida, (c) Biomassa em processo de secagem, (d) Biomassa seca e (e) Biomassa

recuperada no processo de raspagem do filtro.

(d) (€)

Fonte: Autora.

Os valores de peso seco (em g.L ) obtidos da biomassa de cada experimentos podem
ser observados na Tabela 13. Nota-se que o Experimento 6 obteve maior quantidade de
biomassa em peso seco; este foi composto por Fluconazol (0,01 g.L™?), mel e sacarose (1

mL.L™?) e iluminagdo em nivel alto, com a auséncia de aeragdo e glicose.
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Tabela 13 - Concentracdo de biomassa em peso seco obtida em cada experimento.

Concentracdo de

Experimentos |
biomassa seca (g.L™?)

0,64 + 0,07
1,59+0,15
1,70+ 0,04
1,88 +£0,03
0,86 + 0,07
2,15+ 0,02
1,72+0,01
1,78 + 0,06

o ~N o O A W N P

Fonte: Autora.

Pode-se afirmar, entdo, que a aeracdo e a glicose sdo fatores estimulantes para a
producdo de biomassa de microalgas (BECKER & VENKATARAMAN, 1984; PALUDO,
2012), porém, na auséncia destes fatores, o antifingico Fluconazol, o mel, a sacarose e a
iluminacdo em nivel alto sdo fatores que supriram e favoreceram o processo de producéo de
biomassa da microalga no presente estudo.

O processo de floculagdo da biomassa da microalga C. minutissima com sulfato de
aluminio (Al2SO4)s foi eficiente para a separacdo da biomassa do meio de cultivo. Além
disso, este processo pode ser utilizado para o reaproveitamento da dgua do cultivo (SOUZA et
al., 2015).

4.3.5 Comportamento da decomposicao térmica (TGA)

As curvas de decomposicdo térmica da biomassa produzida por cada experimento em
atmosfera inerte (nitrogénio) foram determinadas com a TG (termogravimetria), indicando a
decomposic¢do da massa em funcdo da temperatura por programacao controlada.

De acordo com Agrawal e Chakraborty (2013) e Chen et al. (2011), a degradacéo da
biomassa de microalgas pode ser dividida em trés etapas basicas: i) entre 25-190°C para a
guebra de proteinas e de fosfolipideos, ii) entre 200-450°C para decompor carboidratos e
proteinas e iii) acima de 450°C para quebrar a cadeia de acidos graxos.

No APENDICE 2 estdo as analises termogravimétricas com os respectivos graficos de

degradacdo da biomassa dos experimentos, onde observa-se que 0S experimentos obtiveram
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variados eventos de decomposicao térmica diferidos pela temperatura (em °C), os quais estdo
relacionados com a perda de umidade e degradacao térmica da biomassa.

No entanto, é notavel que nenhum dos experimentos apresentou biomassa 100%
gueimada ao final da TGA. Contudo, ao comparar todos os experimentos realizados, no
Experimento 2 foi observado a segunda maior queima de biomassa (78,98%), 0 que pode
haver relagdo com as fontes de carbono organico (mel, glicose e sacarose) adicionadas ao
cultivo, enquanto a biomassa do Experimento 8 foi a que mais degradou durante a TGA.
Portanto, as condicGes de cultivo com os fatores luz, aeracdo e mel em nivel alto, e
fluconazol, glicose e sacarose em nivel baixo, contribuiram para a queima de maior
porcentagem (81,75%) de biomassa. A curva de degradagdo da biomassa do Experimento 2

pode ser observada na Figura 37 e a do Experimento 8 esté ilustrada na Figura 38.

Figura 37 - Andlise termogravimétrica em atmosfera inerte (nitrogénio) para a

biomassa do Experimento 2.
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Fonte: Autora.
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Figura 38 - Analise termogravimétrica em atmosfera inerte (nitrogénio) para a

biomassa do Experimento 8.
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Fonte: Autora.

4.3.6 Método de Taguchi

O método de Taguchi foi utilizado para determinar o melhor ajuste do processo de
cultivo da microalga C. minutissima sob as seguintes varidveis respostas: (i) crescimento

celular (g.L™), (ii) clorofila a (mg.L™) e (iii) tempo de floculagio da biomassa (minutos).

4.3.6.1 Crescimento celular

A Tabela 14 representa a matriz Lg do método de Taguchi com as variaveis codificadas
e decodificadas, contendo também os valores (em g.L ) da variavel resposta “crescimento

celular”.
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Tabela 14 - Matriz Lg com as variaveis decodificadas e resultado do crescimento

celular ao final do periodo de cultivo.

Variaveis decodificadas
Exp Luz Ner Fluc Mel | Gli Sac g.L?
(pmol/m?s) (g.Lh | (mL) | (mL) | (mL)
1 120 Is 0,005 Is Is Is 0,38+0,42
2 120 Is 0,005 1 1 1 1,29+ 1,26
3 120 Bor 0,01 Is Is 1 1,46 + 3,79
4 120 Bor 0,01 1 1 Is 1,39+ 3,79
5 180 Is 0,01 Is 1 Is 0,49+ 1,26
6 180 Is 0,1 1 Is 1 1,19+ 3,79
7 180 Bor 0,005 Is 1 1 1,55+ 2,53
8 180 Bor 0,005 1 Is Is 1,20+ 2,53
Exp: Experimento; Aer: Aeragdo; Fluc: Fluconazol;, Gli: Glicose; Sac: Sacarose; Is:

Borbulhamento.

Fonte: Autora.

Isento; Bor:

Observa-se que a ordem dos experimentos que obtiveram maior crescimento celular foi:

7>5>3>4>1>2>8>6.0s Experimentos 7 e 5 apresentaram maior crescimento celular;

estes foram compostos, em semelhanca, de glicose (1mL/L) e iluminag&o a 180 umol/m?s.

A Figura 39 ilustra os efeitos, em relacdo a média e a razdo S/N, que cada fator exerce

sobre a variavel resposta “crescimento celular”. Observa-se que os fatores aeracdo, mel,

glicose e sacarose tém melhor ajuste em nivel alto. Os fatores iluminacdo e concentracdo do

antifangico Fluconazol ndo se manifestaram significativos em relacdo ao nivel de uso.

Figura 39 - Efeito dos fatores sobre a média e sobre a razdo S/N sob o crescimento

celular.

Médias

Razao sinal/ruido

Fonte: Minitab® 19 (2020).
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Como mencionado anteriormente, as condic¢des de cultivo do Experimento 7 resultaram
em maior concentracdo celular, assim como maior produgdo celular; portanto, resultados
semelhantes foram encontrados durante a analise grafica da producdo celular (Figura 40),

justificando a importancia de cada fator analisado neste estudo.

Figura 40 - Efeito dos fatores sobre a média e sobre a razdo S/N sob a produc¢éo

celular.

Médias Razao sinal/ruido

.

1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

Fonte: Minitab® 19 (2020).

A ANOVA, foi realizada para considerar os fatores de maior influéncia (significancia
estatisticamente comprovada) no processo de crescimento celular da microalga C.

minutissima (Tabela 15).

Tabela 15 - Analises de variancia do crescimento celular em relacdo a média e a razéo
SIN.

ANOVA (médias) ANOVA (S/N)
SQ GL | SMQ F P SQ | GL [sSMQ F P
lluminagdo  0,00101 1 0,00101 1,65 0,42 0,07 0,07 0,45 0,62
Aeracéo 0,63281 1 063281 1033,16 0,02 62,80 62,80 405,70 0,03
Fluconazol  0,00151 1 000151 247 036 0,64 0,64 4,14 0,29
Mel 0,17701 1 017701 289,00 0,03 30,70 30,70 198,36 0,04
1
1
1

Fonte

Glicose 0,03001 0,03001 49,00 0,09 2,76 2,76 17,88 0,14
Sacarse 0,51511 0,51511 841,00 0,02 54,98 54,98 355,17 0,03
Erro 0,00061 0,00061 - - 0,15 0,15 - -

e e e

Fonte: Autora.

De acordo com a ANOVA, os fatores aeragdo, mel e sacarose mostraram-se
significantes na analise dos limites unilaterais da distribuicdo F de Fisher-Snedecor com Ftab

> 161,4 e p > 5%. Estes mesmos fatores sdo melhores ajustados em nivel alto. Embora o
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Fluconazol e a glicose ndo se mostraram significantes, ainda sdo relevantes neste processo
com Fcalc > 2 (PADKE, 1989) e melhores ajustados em nivel alto.

Com base nos resultados obtidos na ANOVA, pode-se afirmar com 95% de confianca
que os fatores aeracdo, mel e sacarose foram significantes para quando no que diz respeito ao
aumento do crescimento celular. Estes fatores, quando adicionados em cultivos de microalgas,
beneficia a producdo de células (GROBBELAAR, 2003).

O carbono organico adicionado ao meio de cultivo de microalgas propde maior taxa de
crescimento quando comparada a utilizacdo de carbono inorgéanico por vias fotossintéticas
(OLIVER, 2014). De acordo com Ren (2016), quando submetidas a fonte de carbono orgénica
inserida no meio de cultivo, as microalgas apresentam crescimento celular elevado, assim
como o metabolismo respiratdrio. Este fato justifica a significancia do mel, da glicose e da

sacarose para a variavel resposta “crescimento celular”.

4.3.6.2 Tempo de floculagéo da biomassa

Com os resultados da Tabela 16 e assisténcia do software Minitab® 19 foi plausivel a
elaboragéo da Figura 41, na qual sdo ilustrados os efeitos que cada fator exerce sobre a
variavel resposta “tempo de floculagdo da biomassa” (minutos), sendo esta analise em relagédo
a média das réplicas.

Tabela 16 - Matriz Lg com as varidveis decodificadas e resultado do tempo de

floculagéo da biomassa dos cultivos.

Variaveis decodificadas Tempo de

Exp Luz Aer Fluc Mel Gli Sac floculacéo

(nmol/m?s) (LY | (mL) | (mL) | (mL) (minutos)
1 120 Is 0,005 Is Is Is 63,23+ 1,51
2 120 Is 0,005 1 1 1 138,48 + 2,76
3 120 Bor 0,01 Is Is 1 49,66 + 2,02
4 120 Bor 0,01 1 1 Is 135,46 + 4,07
5 180 Is 0,01 Is 1 Is 78,41 + 2,64
6 180 Is 0,01 1 Is 1 135,38 £ 2,56
7 180 Bor 0,005 Is 1 1 95,18 + 5,73
8 180 Bor 0,005 1 Is Is 129,78 + 4,91

Exp: Experimento; Aer: Aeracdo; Fluc: Fluconazol; Gli: Glicose; Sac: Sacarose; Is: lIsento; Bor:
Borbulhamento.

Fonte: Autora.
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Figura 41 - Efeito dos fatores sobre a média e sobre a razdo S/N sob o tempo de

floculagéo da biomassa.

Médias Razao sinal/ruido
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Fonte: Minitab® 19 (2020).

Observa-se que o Experimento 3 apresentou menor tempo de floculagdo (49,66
minutos). Pode-se dizer também que os fatores iluminacdo, mel e glicose possuem melhor
ajuste em nivel alto, enquanto o fator Fluconazol € melhor ajustado em nivel baixo. Os fatores
aeracao e sacarose ndo se manifestaram significativos em relacdo ao nivel de uso.

Contudo, para analisar quais fatores possuem maior influéncia (significancia
estatisticamente comprovada) no processo de floculacdo da biomassa da microalga C.
minutissima com sulfato de aluminio (Al2SOa4)s, perpetrou-se a ANOVA, com grau de
confianca de cada fator determinado por meio do teste F (Tabela 17), podendo-se notar que 0s
fatores iluminacdo, mel e glicose apresentaram-se relevantes com Fcac > 2 (PADKE, 1989),
embora 0 mel tenha se manifestado o fator de maior relevancia para esta variavel resposta,
podendo-se supor que este fator, quando inserido em meio de cultivo de microalgas, promove

a aglutinacdo das células, fazendo-as decantarem mais rapido.

Tabela 17 - Analises de variancia do tempo de floculacdo da biomassa microalgal em

relacdo & média e a razdo S/N.

ANOVA (médias) ANOVA (S/N)
SQ GL | sSMQ | F p SQ GL [SMQ | F p
lluminacio 336,96 1 33696 249 036 6,03 1 603 309 032
Aeragio 3,67 1 367 003 08 011 1 011 006 084
Fluconazol 96,33 1 933 071 055 1,62 1 162 083 053
Mel 797711 1 797711 5889 0,08 6590 1 6590 3367 0,10
1 1
1 1
1 1

Fonte

Glicose 603,43 603,43 4,45 0,28 8,17 8,17 418 0,29
Sacarose 17,46 17,46 0,13 0,78 0,002 0,002 0 0,97
Erro 135,47 135,47 - - 1,95 1,95 - -

Fonte: Autora.
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Em relagdo aos outros experimentos, os Experimentos 3 e 7 flocularam em menor
tempo, assim como obtiveram maior concentragdo de biomassa; estes foram compostos por
aeracdo e sacarose em nivel alto, podendo-se afirmar que a maior concentracdo de biomassa
favoreceu o menor tempo de floculacdo. A concentracdo de biomassa no meio de cultivo
também afeta o processo de floculagdo da biomassa de microalgas utilizando sulfato de
aluminio (Al2SO4)3 (HESSE-BIBER & JOHNSON, 2015).

4.3.6.3 Clorofila a
A Tabela 18 representa a matriz Lg do método de Taguchi com as variaveis codificadas
e decodificadas, contendo também os valores (em mg.L™?) da variavel resposta “concentragio

de clorofila a”.

Tabela 18 - Matriz Ls com as varidveis decodificadas e resultado da concentracdo de

clorofila a ao final do periodo de cultivo.

Variaveis decodificadas
Exp Luz Aer Fluc Mel | Gli Sac mg.L?
(nmol/m?s) (g.Lhy | (mL) | (mL) | (mL)
1 120 Is 0,005 Is Is Is 7,87 0,22
2 120 Is 0,005 1 1 1 943+121
3 120 Bor 0,01 Is Is 1 5,59 +1,28
4 120 Bor 0,01 1 1 Is 8,47 £ 3,30
5 180 Is 0,01 Is 1 Is 6,00+ 1,41
6 180 Is 0,01 1 Is 1 4,78 £ 2,40
7 180 Bor 0,005 Is 1 1 9,30+ 2,16
8 180 Bor 0,005 1 Is Is 5,64 £ 0,17

Exp: Experimento; Aer: Aeracdo; Fluc: Fluconazol; Gli: Glicose; Sac: Sacarose; Is: lIsento; Bor:
Borbulhamento.

Fonte: Autora.

Nota-se que a condigdo do Experimento 2 (120 umol/m?s, sem aeracdo, 0,005 g.L™ de
fluconazol, adicdo de mel, glicose e sacarose) favoreceu a producdo de clorofila a. A Figura

42 ilustra os gréaficos dos efeitos de cada fator sobre a média e sobre a razdo S/N.
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Figura 42 - Efeito dos fatores sobre a média e sobre a razdo S/N sob a produgéo de
clorofila a.

Razao sinal/ruido
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Fonte: Minitab® 19 (2020).

Pode-se notar que a iluminacédo e o Fluconazol sdo melhores ajustados em nivel baixo, e
a glicose é melhor ajustada em nivel alto. A aeragdo e a sacarose ndo se mostraram fatores
relevantes neste processo, porém sdo bem ajustados em nivel alto e o0 mel em nivel baixo. Na

Tabela 19 pode-se observar a ANOVA da producédo de clorofila a em relagdo média.

Tabela 19 - Analises de variancia da producéo de clorofila a em relacdo a média e a razao

S/N.
ANOVA (médias) ANOVA (S/N)
Fonte

SQ |GL | SMQ | F p SQ GL [SMQ | F p
lluminagdo 3,97 1 397 225 0,37 6,78 1 6,78 2,79 0,34
Aeracédo 0,10 1 0,10 0,06 0,84 0,22 1 0,22 0,09 0,81
Fluconazol 6,84 1 6,84 3,87 0,29 10,45 1 1045 431 0,28
Mel 0,02 1 0,02 0,01 0,92 0,16 1 0,16 0,07 0,83
Glicose 10,85 1 10,85 6,14 0,24 16,52 1 16,52 6,80 0,23
Sacarose 0,15 1 0,15 0,09 0,81 0,01 1 001 0,01 0,95

Erro 1,76 1 1,76 - - 2,42 1 2,42 - -

Fonte: Autora.

Nota-se que nenhum fator se mostrou estatisticamente significante, porém, com Fcalc >
2, a iluminacéo, o Fluconazol e a glicose séo relevantes para o aumento da concentragéo de
clorofila a no cultivo da microalga C. minutissima (PADKE, 1989).

Ores et al. (2013) analisaram o teor de clorofila a da microalga Dunaliella tertiolecta
em meio Conway sob aeracdo constante e fotoperiodo de 12h, na qual a pesquisa obteve uma

média de 30,53 mg.L? de clorofila a. Outro estudo realizou pesquisas com a microalga
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Chlorella vulgaris cultivada em meio BG11 suplementado com 0,5 mL.L? de vitaminas
(cianocobalamina: 0,001 g.L%, HCI tiamina: 2 g.L! e Biotina: 0,001 g.L™) obtendo cerca de
11 mg.L™ de clorofila total extraida dos cultivos (CHINNASAMY et al., 2010).

Os valores de clorofila obtidos por estes autores sdo maiores do que a média obtida
neste estudo (7,13 mg.L™?). Estes autores também afirmam que a concentragdo de células no
meio de cultivo ndo interfere na producédo de clorofila, pois os maiores teores de clorofila a
foram encontrados em concentragdes menores de células (0,5 g.L™?). Este fato pode ser
observado no presente estudo, onde a maior producio de clorofila a (9,43 mg.L™) néo foi
obtida no experimento com maior concentragéo celular.

Simdes et al. (2019) cultivaram a mesma microalga em condigdes semelhantes:
iluminacdo horizontal em ciclo de 24h e meio de cultivo F/2; porém sem a adicao de fontes de
carbono organico e nem o antifangico fluconazol ao meio de cultivo. Os autores obtiveram
uma taxa muito inferior de clorofila a quando comparada ao presente estudo (0,018 mg.L™?)
fato que os préprios autores explicam devido a producdo de clorofila poder variar conforme as

condic¢des submetidas ao cultivo.


https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk01lLaBufs_5jwIkc9eZj8sFGa34fw:1596290328732&q=HCl+tiamina+-+2+g+L+1&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwjtjoLwlPrqAhUgIbkGHej5BgwQBSgAegQIDBAq
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Efetuou-se um extenso trabalho experimental, no qual os resultados obtidos foram

altamente satisfatorios sendo possivel responder as questdes de pesquisa:

A producdo de microalgas cultivadas com o antifungico Fluconazol tem
rendimento em larga escala?

A producdo de microalgas nas condicGes cultivadas apresenta 1,55
g.LL; este ainda é um valor muito baixo para ser considerado viavel para a

producdo de biomassa em larga escala.

O antifungico Fluconazol previne a contaminacdo por fungos no cultivo de
microalgas?

O Fluconazol, embora seja pouco relevante nas varidveis respostas
estudadas, ndo possui acdo inibitoria no crescimento da microalga C. minutissima,

pois 0 mesmo pode ser ajustado em nivel alto para melhor ajuste do processo.

O principio ativo farmacéutico (antifangico Fluconazol) tem acédo inibitéria no
crescimento da microalga?

O antifngico Fluconazol previne a contaminacdo por fungos no cultivo,
além de ndo causar a degradacdo de clorofila ao interagir com o antibiotico

Ceftriaxona sodica.

O método de Taguchi auxilia na identificacdo do melhor ajuste das variaveis
respostas e dos principais fatores influentes no cultivo?
O método de Taguchi auxiliou a identificar o melhor ajuste dos fatores para

as variaveis respostas estudadas.
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6 CONCLUSOES

Mediante a avaliacdo do potencial biotecnolégico das microalgas sob as variaveis

respostas dos experimentos realizados, foi possivel concluir que:

e A aeracdo e 0 mel podem ser considerados fontes de carbono estimulantes para o
crescimento da microalga. Em relacéo a producéao de clorofila a, conclui-se que o
cultivo realizado em condicdo heterotrofica proporcionou maior producdo de
clorofila a pela microalga C. minutissima quando comparado ao realizado em

condicdo fotoheterotroéfica.

e A adicdo dos antibidticos Sulfametoxazol e Trimetoprima combinados com os
demais fatores (nitrato e aeracdo) apresentou efeito positivo na producdo de
biomassa. Foi observada producdo de clorofila, com destaque para a producdo de
clorofila b em relacdo a clorofila a. Ainda, os cultivos apresentaram coloracao

verde e marrom, indicando uma possivel degradacao destes pigmentos.

e A presenca do antifingico Fluconazol ndo inibiu o crescimento celular, porém,
proporcionou a producdo de células, podendo este ser utilizado em cultivos de
larga escala para obtencdo de biomassa. Além disso, a presenca deste farmaco nos

meios de cultivos preveniu a contaminacdo por fungos.

e O método de Taguchi auxiliou na identificacdo do melhor ajuste das variaveis
respostas: (i) crescimento celular, (ii) tempo de floculagdo da biomassa e (iii)
producdo de clorofila a, assim como na identificagdo dos principais fatores

influentes nos cultivos.

e A presenca do antifungico Fluconazol nos meios de cultivo ndo interferiu,
positivamente como negativamente, nas variaveis respostas estudadas. Porém, os
cultivos heterotréficos (com adicdo de fontes de carbono orgénica e inorganica)
proporcionaram maior producdo de biomassa da microalga C. minutissima,
podendo-se concluir que, de acordo com a ANOVA, os fatores aeracdo, mel e

sacarose sdo mais significantes sob esta variavel resposta.
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O processo de floculagéo da biomassa da microalga C. minutissima com sulfato de
aluminio (Al.SOa)3 foi eficiente para a separacdo da biomassa do meio de cultivo
e, de acordo com a ANOVA, a iluminagéo e o mel sdo os fatores mais relevantes
para esta variavel resposta, podendo-se supor que estes, quando inseridos em meio
de cultivo de microalgas, promovem a aglutinacdo das celulas, fazendo-as

decantarem mais rapido.

A concentracdo da biomassa no meio de cultivo também afeta o processo de
floculagdo celular com sulfato de aluminio, pois os cultivos que apresentaram
menor tempo de floculacdo obtiveram maior concentracdo de biomassa nos

fotobiorreatores.

A maior producdo de clorofila a foi observada em cultivos submetidos em nivel
baixo de iluminacdo, podendo-se concluir que, quando expostas em nivel alto de
iluminacdo, as microalgas sofrem o processo de fotoinibicdo. Pode-se também
dizer que tanto a iluminacdo e o Fluconazol ndo sdo fatores relevantes para a
producéo de clorofila a pela microalga C. minutissima quando o cultivo é exposto

as concentracdes de carbono organico e inorganico.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Utilizar o método de Taguchi para analisar o cultivo da microalga C.
minutissima em presenca do antifungico Fluconazol juntamente com o

antibiotico Ceftriaxona sédica;

e Melhorar o sistema de floculacdo da biomassa produzida pela microalga C.
minutissima nas condi¢fes sugeridas por este estudo para que 0 processo seja

realizado mais rapido;

e Analisar e aprimorar o processo de producdo de clorofila b fazendo-se uso dos

métodos do Delineamento Experimental;

e Aplicar o método da Superficie de Resposta sob as variaveis respostas
estudadas, a fim de obter o caminho ascendente, atingindo o experimento

rotacional.
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APENDICE A - PARAMETROS CINETICOS DE CADA UM DOS EXPERIMENTOS

REALIZADOS

Neste apéndice sdo apresentados os valores dos parametros cinéticos, tais como:

concentracdo de células (g.L™?), produtividade P (g.L™.dia™), taxa de crescimento r (dia?) e

tempo de duplicacdo k (dia™) referentes a cada dia do periodo de cultivo, a fim de determinar

o crescimento celular. Os valores de cada parametro para cada dia de cultivo podem ser

observados nas Tabelas 20 a 28.

Tabela 20 - Parametros cinéticos do Experimento 1.

Concentracéo de

Tempo . P r k
(dias) celulas (g L*dia™) (dia™) (dia™)
(gL

0 0,21+0,84 - - -
1 0,24+0,84 32,17+1,68 0,15+ 0,09 0,22 +0,09
2 0,28 + 1,69 38,12+1,26 0,12 +0,07 0,17 £ 0,07
3 0,28 £0,42 25,31+£0,14 0,10+ 0,01 0,15+ 0,00
4 0,29 £1,69 21,14+ 0,63 0,09 £0,01 0,14 +0,00
5 0,27 £0,42 13,04 + 0,08 0,08 + 0,01 0,13+0,00
6 0,25+ 1,69 6,45+ 0,42 0,03+0,01 0,05+0,01
7 0,27+2,111 8,29+ 0,42 0,04 +0,01 0,05+ 0,00
8 0,27 +0,84 7,29+0,21 0,03+0,01 0,04 +0,00
9 0,29+ 0,42 9,03+0,14 0,31+0,01 0,04 +0,01
10 0,26 + 0,42 533+0,12 0,03+0,01 0,03+ 0,00
11 0,33+£1,69 11,26 £ 0,23 0,04+0,01 0,06 + 0,00
12 0,33+£211 10,45+ 0,10 0,04+0,01 0,06 + 0,00
13 0,35+1,26 11,06 + 0,16 0,04+0,01 0,06 + 0,00
14 0,38+ 0,42 12,27 £ 0,09 0,04 +0,00 0,06 + 0,00

P: produtividade; r: taxa de crescimento; k: taxa de geragéo.

Fonte: Autora.



Tabela 21 - Pardmetros cinéticos do Experimento 2.

Concentracao de

Tempo P r k
células
(dias) (g Lt dia?) (dia?) (dia™)
(gLh
0 0,22+0,42 - - -
1 0,37+0,42 146,55 + 0,00 0,53+0,03 0,77 £ 0,04
2 0,50 £ 0,42 134,34 £ 0,42 0,41+0,02 0,59+ 0,02
3 0,73+0,00 168,04 + 0,14 0,41+0,01 0,58+0,01
4 0,80+ 0,84 144,65 + 0,10 0,33+0,01 0,47 +0,01
5 0,80+ 1,69 115,36 + 0,25 0,26 + 0,00 0,37+ 0,00
6 0,91+1,69 114,40 £ 0,35 0,24 +0,00 0,34 +0,00
7 0,95+ 0,84 104,44 + 0,06 0,22+ 0,00 0,31+0,00
8 1,29+1,26 134,15+0,10 0,21+0,01 0,31+0,01
9 1,43 +£0,00 133,84 + 0,05 0,19+0,01 0,27 £ 0,01
10 1,60 £ 0,00 136,18 + 0,04 0,2+0,00 0,29+ 0,02
11 1,34 +2,53 101,54 £ 0,26 0,16 £ 0,00 0,24 +0,00
12 1,14+ 2,53 76,25 £ 0,24 0,13+0,00 0,20+ 0,00
13 1,02 +2,53 61,72 +0,16 0,12+0,00 0,17 +£0,00
14 1,29+1,26 76,52 +0,12 0,12+0,00 0,18 +0,00

P: produtividade; r: taxa de crescimento; k: taxa de geragéo.

Fonte: Autora.
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Tabela 22 - Pardmetros cinéticos do Experimento 3.

Concentracdo de

Tempo P r k
células
(dias) (g Lt dia?) (dia?) (dia™)
(9L
0 0,21 +0,00 - - -
1 0,50+0,42 271,36 £ 0,42 0,79+0,00 1,13+ 0,00
2 0,73+0,84 259,95+ 0,42 0,60+ 0,00 0,86 + 0,00
3 0,86 + 1,69 214,41 + 0,56 0,46 + 0,01 0,66 +0,01
4 0,77 £ 2,53 139,21 £ 0,63 0,31+0,01 0,45+ 0,01
5 0,74 + 3,37 104,81 + 0,67 0,23+0,00 0,34 +0,01
6 0,91+1,18 116,40 + 0,20 0,23+0,00 0,34 +0,01
7 0,91+0,84 98,95+0,12 0,20+ 0,00 0,30+ 0,00
8 1,11+1,69 112,13+0,21 0,20+ 0,00 0,30+ 0,00
9 1,27 +2,53 117,72 £ 0,28 0,19+0,00 0,28+ 0,00
10 1,36+ 1,26 114,26 £ 0,12 0,18+ 0,00 0,26 + 0,00
11 1,39+1,26 106,95 £ 0,11 0,16 £ 0,00 0,24 +0,00
12 1,45+ 2,53 102,73 £0,21 0,15+ 0,00 0,23+0,00
13 1,48 £2,53 97,58 + 0,19 0,14 +0,00 0,21+0,00
14 1,46 £ 3,79 88,89 + 0,27 0,13+0,00 0,19+0,00

P: produtividade; r: taxa de crescimento; k: taxa de geragéo.

Fonte: Autora.
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Tabela 23 - Pardmetros cinéticos do Experimento 4.

Concentracao de

Tempo P r k
células
(dias) (g Lt dia?) (dia?) (dia™)
(9L
0 0,23+0,00 - - -
1 0,56 +0,42 334,00+ 0,42 0,84 +0,17 1,21+0,17
2 0,91+1,69 340,08 + 0,84 0,68 + 0,04 0,98+0,01
3 1,08 £ 0,84 283,71 +0,28 0,52+ 0,00 0,75+ 0,00
4 1,12+0,84 222,91 +0,21 0,37 +0,03 0,54 +0,03
5 1,13+1,69 180,60 + 0,33 0,30+ 0,04 0,43+ 0,04
6 1,27 £ 0,00 174,39 + 0,00 0,28 + 0,00 0,41+0,00
7 1,27+1,26 149,09 + 0,18 0,24 +0,01 0,35+0,01
8 1,54 +£1,26 163,97 £ 0,15 0,23+0,01 0,34 +0,01
9 1,54+1,26 145,55 + 0,14 0,21 +£0,01 0,30+0,01
10 1,564+ 1,26 131,00 £ 0,12 0,19+0,00 0,28 +0,01
11 1,50+1,26 115,35+0,11 0,17 £ 0,00 0,25 £ 0,00
12 1,45+ 2,53 102,24 £ 0,21 0,15+ 0,00 0,22 +0,00
13 1,45+2,53 93,82 +0,19 0,14 +0,00 0,21+0,00
14 1,39 £ 3,79 82,97 £ 0,27 0,13+0,00 0,19+0,00

P: produtividade; r: taxa de crescimento; k: taxa de geragéo.

Fonte: Autora.
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Tabela 24 - Pardmetros cinéticos do Experimento 5.

Concentracao de

Tempo P r k
células
(dias) (g Lt dia?) (dia?) (dia™)
(9L
0 0,22 +0,00 - - -
1 0,22 +1,26 0,00 +1,26 0,00+0,15 0,00+0,15
2 0,29 £ 1,69 32,47 £ 0,84 0,20 £0,11 0,30 £0,11
3 0,34 £0,42 40,01 +0,14 0,22 £0,11 0,32+0,11
4 0,42 £ 084 50,79 £ 0,21 0,19+ 0,04 0,28 + 0,04
5 0,50+0,42 50,06 + 0,08 0,17 +0,01 0,24 +0,01
6 0,50+2,11 46,32 £ 0,35 0,12+0,03 0,18 +0,03
7 0,47 +1,26 35,87 +0,18 0,10+ 0,02 0,14 +0,02
8 0,45+0,42 28,85+ 0,05 0,08 +0,02 0,13+0,02
9 0,45+211 25,38+ 0,23 0,08 + 0,02 0,11+0,02
10 0,44 £ 1,69 21,86 £ 0,17 0,07 +£0,00 0,10+0,01
11 0,45+ 1,26 20,60+0,11 0,06 + 0,00 0,09+0,00
12 0,45+ 0,84 19,26 + 0,07 0,06 + 0,00 0,09+0,00
13 0,46 + 1,69 18,01+ 0,13 0,05+0,00 0,08 +0,00
14 0,49 +1,26 18,91 +£ 0,09 0,06 £ 0,00 0,08 +0,00

P: produtividade; r: taxa de crescimento; k: taxa de geragéo.

Fonte: Autora.
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Tabela 25 - Pardmetros cinéticos do Experimento 6.

Concentracao de

Tempo P r k
células
(dias) (g Lt dia?) (dia?) (dia™)
(9L
0 0,23+1,26 - - -
1 0,34 +0,42 106,64 + 0,84 0,43+0,01 0,63+0,01
2 0,56 + 1,69 161,60 + 0,21 0,49 + 0,04 0,70+ 0,04
3 0,77 £ 0,84 178,76 £ 0,70 0,43+0,02 0,62 +0,02
4 0,93+0,00 174,43 + 0,31 0,35+0,01 0,51+0,01
5 0,99 + 3,37 151,46 + 0,92 0,30+ 0,00 0,43+0,00
6 0,98 + 3,37 123,83 +0,77 0,22 +0,01 0,32+0,01
7 1,04 £1,69 114,65+ 0,42 0,20+0,01 0,29+0,01
8 1,63+2,53 174,17 £ 0,15 0,21+0,01 0,30+0,01
9 1,71+ 3,79 164,25 + 0,56 0,19 £ 0,01 0,27 +0,01
10 1,44 £2,53 121,11 £ 0,37 0,18 £ 0,00 0,26 £ 0,01
11 1,39+2,53 105,55 + 0,11 0,16 £ 0,00 0,23+0,00
12 1,25+2,53 84,69+ 0,31 0,14 +0,00 0,20+ 0,00
13 1,13 £ 3,79 69,30+ 0,38 0,12+0,00 0,18 +0,00
14 1,19 £ 3,79 68,06 + 0,18 0,12+0,00 0,17 +£0,00

P: produtividade; r: taxa de crescimento; k: taxa de geragéo.

Fonte: Autora.
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Tabela 26 - Pardmetros cinéticos do Experimento 7.

Concentracao de

Tempo P r k
células
(dias) (g Lt dia?) (dia?) (dia™)
(gLh
0 0,22 + 0,84 - - -
1 0,33+0,00 107,83 + 0,84 0,55+0,22 0,80+ 0,22
2 0,71+ 253 244,16 + 1,68 0,52 + 0,07 0,75+ 0,07
3 0,89+1,69 222,55 +0,84 0,45+ 0,01 0,65+0,01
4 0,82+2,53 148,30 + 0,84 0,35+ 0,04 0,51+0,04
5 0,80 +3.37 115,42 + 0,50 0,30+ 0,05 0,42 + 0,05
6 0,91+0,84 113,96 + 0,28 0,24 +0,01 0,35+0,01
7 0,99 +1,69 109,68 + 0,36 0,20+0,01 0,30+0,01
8 1,57 +253 168,63 + 0,21 0,20+0,01 0,30+0,01
9 1,58 + 3,79 151,18 + 0,51 0,19 £ 0,01 0,27 £ 0,01
10 1,47+ 1,26 125,16 £ 0,21 0,19 £ 0,00 0,27 +0,01
11 1,52 +£2,53 117,60 £ 0,15 0,17 £ 0,00 0,25 £ 0,00
12 1,57 + 5,06 112,56 + 0,49 0,16 £ 0,00 0,23+0,00
13 1,58 £2,53 104,04 + 0,13 0,15+0,00 0,21+0,00
14 1,55+2,53 94,57 +0,12 0,14 +0,00 0,20+ 0,00

P: produtividade; r: taxa de crescimento; k: taxa de geragéo.

Fonte: Autora.

113



Tabela 27 - Pardmetros cinéticos do Experimento 8.

Concentracao de

Tempo P r k
células
(dias) (g Lt dia?) (dia?) (dia™)
(gLh
0 0,22+0,42 - - -
1 0,38+2,11 158,47 + 2,52 0,54 +0,01 0,775+0,01
2 0,75+ 3,37 263,68 + 1,89 0,61+0,01 0,881+ 0,01
3 1,01+£0,84 263,36 + 0,42 0,50+ 0,00 0,73+0,00
4 1,09 +2,53 217,77 £ 0,73 0,40+ 0,00 0,57 +0,00
5 1,06 + 3,37 167,66 + 0,75 0,32+0,02 0,47 £ 0,02
6 1,08 £ 0,84 143,20 + 0,07 0,26 + 0,01 0,37 +£0,01
7 1,02+0,84 113,90 + 0,06 0,22+ 0,00 0,31+0,00
8 1,05 £ 3,37 103,30 + 0,47 0,21+0,01 0,30+0,01
9 1,13+1,69 100,96 + 0,23 0,18 +0,01 0,27 £ 0,01
10 1,19+ 3,79 96,77 + 0,33 0,17 +0,00 0,24 +0,00
11 1,17+ 1,26 85,70 £ 0,07 0,15+ 0,00 0,21+0,00
12 1,09 +2,53 72,08 +0,17 0,13+0,00 0,19+ 0,00
13 1,05+2,53 63,37 £ 0,22 0,12+0,00 0,17 +£0,00
14 1,20 £2,53 69,44 + 0,21 0,12+0,00 0,17 +£0,00

P: produtividade; r: taxa de crescimento; k: taxa de geragéo.

Fonte: Autora.
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Tabela 28 - Pardmetros cinéticos do Experimento Controle.

Concentracao de
Tempo ] P r k
(dias) celulas (g Lt dia?) (dia?) (dia™)
(9L
0 8,76 - - -
1 12,93 4,17 0,39 0,56
2 15,31 3,28 0,28 0,40
3 20,08 3,77 0,28 0,40
4 43,91 8,79 0,40 0,58
5 61,78 10,60 0,39 0,56
6 70,72 10,33 0,35 0,50
7 110,04 14,47 0,36 0,52
8 157,10 18,54 0,36 0,52
9 198,21 21,05 0,35 0,50
10 230,38 22,16 0,33 0,47
11 240,50 21,07 0,30 0,43
12 321,53 26,06 0,30 0,43
13 390,04 29,33 0,29 0,42
14 435,32 30,47 0,28 0,40

P: produtividade; r: taxa de crescimento; k: taxa de geragéo.

Fonte: Autora.
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APENDICE B - ANALISE TERMOGRAVIMETRICA DA BIOMASSA PRODUZIDA
PELOS EXPERIMENTOS

Este Apéndice compara as etapas e eventos ocorridos nos experimentos realizados,
levando em consideragdo a perda de biomassa em casa faixa de temperatura (T) e a

porcentagem de biomassa queimada (BQ). A Tabela 29 apresenta a anélise do Experimento 1
e a Tabela 30 a andlise do Experimento 2.

Tabela 29 - Anéalise termogravimétrica em atmosfera inerte (nitrogénio) para a

biomassa do Experimento 1.

Evento Faixade T BQ Ocorréncia
10,69 Quebra de proteinas e fosfolipideos + decomposicdo de
1° 0-250°C . i
% carboidratos e proteinas
Decomposicao de carboidratos e proteinas + quebra da cadeia
2° 250-540°C | 43,04% o
de &cidos graxos
540- ) o
3° 7,59% Quebra da cadeia de &cidos graxos
1000°C
Total BQ - 61,32% -
Cinzas - 38,68%

10,69%
. i f
£ 43,04%
2 50,63% |
e
o
i
e |
e @0 ¢ ' W0
Temperatura (°C) RIS 15 Nl

Faixa de T: Faixa de Temperatura; Total BQ: Total de Biomassa Queimada.

Fonte: Autora.
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Tabela 30 - Andlise termogravimétrica em atmosfera inerte (nitrogénio) para a

biomassa do Experimento 2.

Evento Faixade T BQ Ocorréncia
Quebra de proteinas e fosfolipideos + decomposicdo de
1° 0-250°C | 13,58% ) i
carboidratos e proteinas
Decomposicao de carboidratos e proteinas + quebra da cadeia
2° 250-300°C | 17,73% .
de 4cidos graxos
Decomposicao de carboidratos e proteinas + quebra da cadeia
3° 300-470°C | 39,00% o
de &cidos graxos
470- . .
4° 8,67% Quebra da cadeia de 4cidos graxos
1000°C
Total BQ - 78,98% -
Cinzas - 21,02% -
'K !
| 13389
W anases

g

2 \ 38,0086

: .

8,874%
{ 00 "3 o e : 1000
Ttmperarlr: {“C] RUERE AN T

Faixa de T: Faixa de Temperatura; Total BQ: Total de Biomassa Queimada.

Fonte: Autora.

Ao comparar 0os Experimentos 1 e 2, nota-se que ambos obtiveram o primeiro evento

perda de biomassa entre 50-250°C, perdendo cerca de 10,69% e 13,58%, respectivamente.

Portanto, pode-se dizer que as condi¢des do Experimento 2 favoreceram a maior degradacéo

da biomassa quando comparado ao Experimento 1. Este fato pode estar relacionado com a

adicdo de fontes de carbono orgénico (mel, glicose e sacarose) ao cultivo do Experimento 2,
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fazendo com que a combustéo da biomassa seja mais rapida. A Tabela 31 apresenta a analise
do Experimento 3.

Tabela 31 - Andlise termogravimétrica em atmosfera inerte (nitrogénio) para a

biomassa do Experimento 3.

Evento Faixade T BQ Ocorréncia
Quebra de proteinas e fosfolipideos + decomposicdo de
1° 0-240°C | 15,08% ) ]
carboidratos e proteinas
Decomposicéo de carboidratos e proteinas + quebra da cadeia
2° 240-510°C | 48,84% .
de &cidos graxos
510- . -
3° 6,00% Quebra da cadeia de 4cidos graxos
1000°C
Total BQ - 69,92% -
Cinzas - 30,08 -
=
)
15,08%
g
g 4884%
B
f 6,002%
=l — ~ ‘
a2
0 e &0 %00 1000
Temperatura (°C) R

Faixa de T: Faixa de Temperatura; Total BQ: Total de Biomassa Queimada.
Fonte: Autora.
Comparando as analises dos trés experimentos, todos apresentaram etapas iguais nos

eventos 1 e 3, diferindo apenas no Experimento 2, o qual obteve quatro eventos de perda de
biomassa.

Assim como feito anteriormente, na Tabela 32 observa-se a analise do Experimento 4 e
na Tabela 33 observa-se a analise do Experimento 5.



Tabela 32 - Analise termogravimétrica em atmosfera inerte (nitrogénio) para a

biomassa do Experimento 4.

Evento Faixade T BQ Ocorréncia
1° 0-145°C 5,37% Quebra de proteinas e fosfolipideos
Quebra de proteinas e fosfolipideos + decomposicao de
2° 145-240°C | 5,28% . ]
carboidratos e proteinas
Decomposicéo de carboidratos e proteinas + quebra da cadeia
3° 240-505°C | 50,49% .
de &cidos graxos
505- ) o
4° 6,79% Quebra da cadeia de &cidos graxos
1000°C
Total BQ - 67,93% -
Cinzas - 32,07% -
~ J 5377%
Rl 5284
\_t—lr
'|"'I
'l."
£ | 50,49%
g
[=%
6,791%%
| _— _ ¥
—
: T e T T e
Tmmhlﬂ (nq et i bk T ey

Faixa de T: Faixa de Temperatura; Total BQ: Total de Biomassa Queimada.

Fonte: Autora.
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Tabela 33 - Analise termogravimétrica em atmosfera inerte (nitrogénio) para a

biomassa do Experimento 5.

Evento Faixade T BQ Ocorréncia
1° 0-80°C 6,51% Quebra de proteinas e fosfolipideos
Quebra de proteinas e fosfolipideos + decomposicao de
2° 80-250°C | 8,83% . i
carboidratos e proteinas
Decomposicao de carboidratos e proteinas + quebra da cadeia
3° 250-460°C | 39,53% .
de 4cidos graxos
460- ) o
4° 12,52% Quebra da cadeia de 4cidos graxos
1000°C
Total BQ - 69,39% -
Cinzas - 30,61% -
-y
6,512

N 8836

£ 39,53
=]
v
B
. i
12,52
= |
pis & 5 % T e
Temperatura (°C) wan 494 78 penovery

Faixa de T: Faixa de Temperatura; Total BQ: Total de Biomassa Queimada.

Fonte: Autora.

Comparando os eventos obtidos pelos Experimentos 4 e 5, pode-se dizer que estes

obtiveram etapas iguais entre si, porém em faixas de temperatura diferentes para cada evento.

Nota-se também que, enquanto o Experimento 4 perdeu apenas 5,37% da biomassa entre a

faixa de temperatura de 0-145°C, o Experimento 5 obteve maior perda de biomassa (6,51%)

entre 0-80°C. Portanto, as condi¢fes do Experimento 5 favoreceram para a maior combustdo

da biomassa em menor temperatura.

Na Tabela 34 é possivel observar os dados da analise do Experimento 6.
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Tabela 34 - Analise termogravimétrica em atmosfera inerte (nitrogénio) para a

biomassa do Experimento 6.

Evento Faixade T BQ Ocorréncia
Quebra de proteinas e fosfolipideos + decomposicao de
1° 0-230°C 9,99% . ]
carboidratos e proteinas
2° 230-300°C | 17,19% Decomposicao de carboidratos e proteinas
3° 300-375°C | 22,45% Decomposicdo de carboidratos e proteinas
Decomposicao de carboidratos e proteinas + quebra da cadeia
4° 375-500°C | 17,32% .
de 4cidos graxos
500- ) o
5° 6,24% Quebra da cadeia de &cidos graxos
1000°C
Total BQ - 72,28% -
Cinzas - 27,72% -
k !
9,997%
N
17,19%
4
g | :
) 22,45%
B
1732%
6,246%
!
A
.‘!"f &0 Lo K l'?‘ZlZ
Temperatura (°C) Wrea VoA A e

Faixa de T: Faixa de Temperatura; Total BQ: Total de Biomassa Queimada.

Fonte: Autora.

Pode-se dizer que o Experimento 6 apresentou maior nimero de eventos ocorridos

guando comparado aos Experimentos 4 e 5, podendo-se dizer que a biomassa deste

experimento necessitou de temperaturas maiores para maior degradacao.

A analise do Experimento 7 sdo notaveis na Tabela 35, enquanto os dados da analise do

Experimento 8 estéo plotados na Tabela 36.
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Tabela 35 - Analise termogravimétrica em atmosfera inerte (nitrogénio) para a
biomassa do Experimento 7.

Evento Faixade T BQ Ocorréncia
Quebra de proteinas e fosfolipideos + decomposicao de
1° 0-230°C 9,83% . ]
carboidratos e proteinas
2° 230-300°C | 15,06% Decomposicao de carboidratos e proteinas
3° 300-395°C | 25,75% Decomposicdo de carboidratos e proteinas
Decomposicao de carboidratos e proteinas + quebra da cadeia
4° 395-485°C | 13,33% .
de 4cidos graxos
485- ) .
5° 10,65% Quebra da cadeia de &cidos graxos
1000°C
Total BQ - 74,62% -
Cinzas - 25,38% -
- }
9,10%
.L L
15,06%
3
8 25,75%
5 L]
) \
13,33%
l r
{
2 # Lli L W 1002
Tpenmn(°C) Coanne WS L hduws

Faixa de T: Faixa de Temperatura; Total BQ: Total de Biomassa Queimada.

Fonte: Autora.
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Tabela 36 - Anélise termogravimétrica em atmosfera inerte (nitrogénio) para a

biomassa do Experimento 8.

Evento Faixade T BQ Ocorréncia
Quebra de proteinas e fosfolipideos + decomposicao de
1° 0-230°C | 11,70% . ]
carboidratos e proteinas
2° 230-300°C | 17,47% Decomposicao de carboidratos e proteinas
3° 300-390°C | 22,44% Decomposicdo de carboidratos e proteinas
Decomposicao de carboidratos e proteinas + quebra da cadeia
4° 390-470°C | 14,64% .
de 4cidos graxos
470- ) .
5° 12,50% Quebra da cadeia de &cidos graxos
1000°C
Total BQ - 81,75% -
Cinzas - 18,25% -
= T
3 11,70%
L 1747
‘*
% 22,44%
&
y
14,64%
- B 12,50%
T~
ffffffff e e S
20 40 &0 00 1000

Lrwens V454 T8 ravurena

Temperatura (°C)

Faixa de T: Faixa de Temperatura; Total BQ: Total de Biomassa Queimada.

Fonte: Autora.

Nota-se que os Experimentos 7 e 8 obtiveram dois eventos de perda de biomassa em
temperaturas iguais, 0s quais ocorreram entre 40-230°C (perdendo cerca de 9,83% e 11,70%
da biomassa, respectivamente), e entre 230-300°C (com perca de 15,06% e 17,47% da
biomassa dos respectivos experimentos). Portanto, pode-se dizer que as condi¢des do
Experimento 8 sdo mais favoraveis para a queima mais rapida da biomassa da microalga C.

minutssima quando comparadas as condi¢Ges do Experimento 7.
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A anélise termogravimétrica também foi realizada para o Experimento Controle, a qual

pode ser observada na Tabela 37.

Tabela 37 - Andlise termogravimétrica em atmosfera inerte (nitrogénio) para a

biomassa do Experimento Controle.
Evento Faixade T BQ Ocorréncia
1° 0-190°C | 13,98% Quebra de proteinas e fosfolipideos
Quebra de proteinas e fosfolipideos + decomposicédo de
2° 190-270°C | 11,04% ) i
carboidratos e proteinas
3° 270-340°C | 11,58% Decomposicao de carboidratos e proteinas
Decomposicao de carboidratos e proteinas + quebra da cadeia
4° 340-480°C | 17,75% .
de 4cidos graxos
5° 480-815°C | 8,00% Quebra da cadeia de 4cidos graxos
815- . L
6° 12,31% Quebra da cadeia de 4cidos graxos
1000°C
Total BQ - 74,66% -
Cinzas - 25,34% -
Ll Lo
'."mx 13,98%5
AN ‘ 11,04%

= L

3 v ]

H . 1158%

B

— 1 £,003%
o 1231%
i i P P P

v A4 AT rurees

Temperatura (°C)

Faixa de T: Faixa de Temperatura; Total BQ: Total de Biomassa Queimada.

Fonte: Autora.

Quando comparados ao Experimento Controle (o qual obteve o maior nimero de

eventos comparado a todos os experimentos analisados), nota-se que 0s experimentos 7 e 8

obtiveram também todas as etapas de combustdo idénticas.



