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Resumo

Atualmente existe muita discussdo sobre a producéo de Biodiesel e etanol, sendo estudadas
novas tecnologias para a obtencéo de 6leo, como por exemplo, as microalgas, que sdo um dos
mais eficientes sistemas de transformacdo de energia solar em compostos organicos. Esses
compostos sdo em sua maioria carboidratos, proteinas e lipideos. A grande dificuldade para a
producdo de biocombustiveis através das algas é a colheita, pois ainda sdo métodos bastante
onerosos, como a centrifugacéo, floculacéo, sedimentacéo, e filtragdo. Este trabalho tem como
objetivo avaliar o efeito dos diferentes floculantes na obtencdo da biomassa da
Chlorella wvulgaris (Chordat). O delineamento experimental adotado foi o inteiramente
casualizado, composto por quatro bioensaios, nos quais 0s trés primeiros compreendiam
quatro tratamentos e trés repeticOes cada, sendo os tratamentos compostos por diferentes
molalidades (0,1M, 0,3M, 0,5M e 0,9M) para os agentes floculantes hidroxido de sodio,
cloreto férrico e policloreto de aluminio. Posteriormente foi realizado o quarto bioensaio o
qual era composto por trés tratamentos e trés repeticdes, onde os tratamentos consistiram em
diferentes agentes floculantes (hidroxido de sddio, policloreto de aluminio e cloreto férrico),
na mesma concentracdo molar (0,5M). Para a experimentacdo as microalgas da especie C.
vulgaris foram condicionadas em unidades experimentais, materiais transparentes com
volume util de 2000 mL, atingindo no sétimo dia a fase exponencial de sua curva de
crescimento obtida em testes anteriores. A partir do setimo dia deu-se inicio a floculagdo com
uma concentragéo algal média de 1085 x 10* cel. mL™, com temperatura de 22+2°C e pH 7,0,
aeracdo constante e intensidade luminosa de 2000 lux. Foi adicionado nas unidades
experimentais 1 mL de solucBes padrdo dos agentes floculantes, em seguida as microalgas
foram submetidas a agitacdo moderada constante durante 30 segundos. Os dados da variacao
de pH foram interpretados por meio da andlise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste
Tukey para comparacdo de meédias ao nivel de 5%,. Apds analise dos dados verificou-se que
todos os tratamentos foram diferentes (P<0,05), porém a utilizacdo do hidroxido de sodio
como agente floculante obteve melhor resultado, onde podemos concluir que o hidréxido de
sodio é o agente floculante mais indicado por elevar mais rapidamente o pH da cultura
(11,00£0,37), ocorrendo assim a aglutinacdo e a decantacdo das células em um curto espaco

de tempo, e maior peso da biomassa em relacdo aos outros tratamentos.

Palavras-chave: combustiveis renovaveis, floculantes, crescimento.



Abstract

Currently there is much debate about the production of biodiesel and ethanol, and new
technologies studied for obtaining oil, for example, microalgae, which are one of the most
effective systems for conversion of solar energy into organic compounds. These compounds
are mostly carbohydrates, proteins and lipids. The major difficulty in the production of
biofuels through the harvesting of algae is therefore still quite expensive methods such as
centrifugation, flocculation, sedimentation and filtration. This study aims to evaluate the
effect of different flocculants in obtaining the biomass of Chlorella vulgaris (Chordat). The
experimental design was completely randomized, with four bioassays, in which the first three
comprised four treatments and three repetitions each composed of different treatments
molalitys (0.1 M, 0.3 M, 0.5 M and 0.9 M) for flocculating agents sodium hydroxide, ferric
chloride and aluminum polychloride. Subsequently fourth bioassay was performed which
consisted of three treatments and three replications, where treatments consisted of different
flocculating agents (sodium hydroxide, poly aluminum chloride and ferric chloride), in the
same molar concentration (0.5 M). For experimentation microalgae of the species C. vulgaris
were primed in experimental units, transparent materials with a volume of 2000 mL, reaching
the seventh day the exponential phase of their growth curve obtained in previous tests. From
the seventh day was started with a flocculation concentration algal average 1085 x 10* cel.
mL™, with a temperature of 22 + 2 ° C and pH 7.0, constant aeration and light intensity of
2000 lux. Was added in experimental units 1 ml of standard solutions of flocculating agents
then microalgae were subjected to moderate stirring continuously for 30 seconds. The pH
variation data were interpreted by Analysis of Variance (ANOVA) followed by Tukey's test
for comparison of means at the level of 5%. Analysis of the data verified that all treatments
were different (P <0.05), but the use of sodium hydroxide as the flocculating agent obtained
best results, we can conclude that where sodium hydroxide is the most suitable for
flocculating agent quickly raise the pH of the culture (11.00 + 0.37), thus leading to cell
clumping and settling in a short time, and greater weight of biomass compared to other

treatments.

Key words: renewable fuels, flocculants, growth



Lista de tabelas

Pagina
Tabela 1- pH (MédiatDP), Peso da biomassa obtida (MédiatDP) das diferentes
concentracdes do agente floculante Hidroxido de S0dio (NaOH).........ccccoveiiiiiniiinninns v 27
Tabela 2- pH (MédiatDP), Peso da biomassa obtida (MédiatDP) das diferentes
concentragoes do agente floculante Cloreto Férrico
(5103 <) JO OO 28
Tabela 3 - pH pH (MédiatDP), Peso da biomassa obtida (MédiatDP) das diferentes
concentracdes do agente floculante Policloreto de Aluminio
(7Y PPN 29

Tabela 4 - Agentes floculantes em relacdo aos valores médios de pH (Média£DP) e Peso da
biomassa obtida (IMEIAEDP)........cc.oiiiiiie i e e 30



Sumario

DT [0 (0] - VUSRS 5
AGIA0ECTMENTOS ...ttt ettt e bttt e et e e st 6
RESUIMO ...ttt e e e e sttt e e e e e s e s bbb e e e e e e e e e e annrnees 7
N oS - Vo PR SPRPRRUPRRTI 8
LiSta de tADRIAS ..o 9
1o INEFOTUGED ...ttt ettt 11
2- REVISAD A8 ITEEIALUIE ... .eeviieiie ettt 13
3 ODJELIVOS. ... ettt e e bbb e 16

4- Referéncia DIDHOGrAfiCa.........couiiiiicee s 17
5- ArtIgO CIBNTITICO....c.veiiiiieiii ettt 20

5.1- Normas da Revista Brasileira de CIENCias AQrarias...........ccoevrveeienierienereseeneneenns 35



VASCONCELOQOS, R. F. L. Producéo de biomassa C. vulgaris (Chordat) para extragdo de 6leo. 11

1- Introducéao

Nos Ultimos anos, muitos debates tém sido promovidos pela Organizacdo Mundial
das Nacbes Unidas (ONU), a respeito da distribuicdo de alimento no mundo e
transformagdes de alguns desses alimentos em biocombustiveis como o Etanol e
Biodiesel. Com isso, novas fontes de obtencdo de biocombustiveis vém sendo
pesquisadas. Dentre elas pode-se citar a extracdo de 6leos vegetais como a soja (Glycine
sp.), a mamona (Ricinus sp.), o pido manso (Jatropha sp.), o babagu (Orbignya sp.),
entre outros (RIFKIN, 2003).

A diversidade de obtencdo de matérias-primas pode garantir a continuidade da
producdo de biodiesel especialmente pela potencialidade de ser feitas rotacdes de
cultura, ou seja, acabando a safra de uma oleaginosa, inicia-se safra de outra oleaginosa.
Recentemente estudos mostram que o biodiesel pode ser obtido a partir de microalgas,
pois possui grande potencial como matéria prima, por ser de facil cultivo, como a
simplicidade de nutrientes necessarios, a duplicacdo da biomassa em um curto periodo
de tempo e a possibilidade de manipulagdo das condigdes do cultivo
(VIJAYARAGHAVAN, 2009).

Devido as microalgas serem capazes de realizar fotossintese, constitui-se como um
dos mais eficientes sistemas de transformacéo de energia solar em compostos organicos,
nos mais variados ambientes tais como agua doce e salgada, em corregos frios ou
quentes e em lagoas (OLAIZOLA, 2003).

A espécie Chlorella vulgaris é uma alga unicelular de agua doce pertencente a
classe Chlorophyceae, ordem Chlorococcales e familia Oocystaceae. Apresenta forma
de vida unicelular ou colonial, e pode acumular pigmentos como clorofila a e b, B-
caroteno e xantofilas. Sua principal fonte de reserva energética é o amido, porém sob

condigdes de estresse nutritivo podem armazenar 6leo (WILSON; HUNER, 2000). Esse
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6leo é armazenado quando ha excesso de nitrogénio em relacéo ao fosforo em um meio
de cultura, e com isso pode se determinar a dominancia de uma espécie, ou como ela se
comporta dentro daquele sistema, podendo também afetar a absorcdo e a taxa
fotossintética (WEHR e SHEATH, 2003). A melhor relacdo em N: P varia de acordo
com a espécie. Para microalga Chlorella Vulgaris esta relacdo varia de 6N: 2P a 8N: 1P
(OH-HAMA e MIYACHI, 1988 apud RUSSO, 2011).

Os 06leos encontrados nas microalgas possuem caracteristicas fisico-quimicas
similares aos de 6leos vegetais e por isto podem apresentar potencial para a producao de
biodiesel. A biomassa algal contém trés componentes quimicos principais: carboidratos,
proteinas e lipidios. Para se constituir uma materia-prima para a producdo de biodiesel,
as algas devem ser ricas em &cidos graxos. Uma microalga com um teor de proteina
muito alto e baixo teor de lipidios ndo € considerada Gtil como matéria-prima para a
producdo de biocombustivel. A maior parte do 6leo natural produzido por microalgas
estd na forma de triacilglicerdis, que é considerado o melhor tipo de dleo para a
producdo de biodiesel (CHISTI, 2007).

Os métodos mais utilizados para colheita da biomassa algal sdo os seguintes:
Centrifugacdo; Floculacdo e Ultrassom (BORODYANSKI; KONSTANTINOV, 2002;
BOSMA, 2006). Existem alguns processos de extracdo que normalmente sdo precedidos
por fases de esmagamento mecéanico para facilitar a extracdo, dentre eles pode-se citar a
extracdo com solvente n-hexano, degradacdo da parede celular por via enzimatica,
prensagem em conjunto com solventes organicos, uma subita reducdo da pressdo
osmética com rupturas das células, fluidos super-criticos e ultrassom (RICHMOND,
2004; LI et al., 2008; RUSSO, 2011).

O metodo de concentracdo por coagulacao/floculacdo permite obter uma biomassa

com menores custos econdémicos quando comparado com os demais métodos. Este
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processo consiste na adicdo de agentes quimicos capazes de induzir a agregacdo de
celulas de microalga por neutralizacdo ou inversdo das cargas elétricas das paredes
celulares, ou pela formacéo de ligacGes entre as microalgas (GODOS et al., 2010).
Entre os compostos capazes de induzir a coagulagdo de microrganismos encontram-
se o calcio (na forma de carbonato, 6xido ou hidréxido), sulfato de aluminio, cloreto de
ferro, sulfato de ferro, e cloreto de polialuminio. Os floculantes orgéanicos usados
incluem os polieletrélitos catidnicos e/ou anidnicos e polimeros como os derivados de

amido, alginato e quitosana (RENAULT et al., 2009)

2 - Revisao de literatura

Desde o0 século passado, os combustiveis derivados do petroleo tém sido a
principal fonte de energia mundial. No entanto, previsdes indicam que este recurso deve
se esgotar em poucos anos. Somadas as crescentes preocupagdes com 0 meio ambiente,
estudos tem sido estimulados para a busca de outras fontes de energia renovavel
(GHASSAN et al., 2003).

O Protocolo de Kyoto, concebido durante o forum ambiental Rio-92 e ratificado
por mais de 93 paises, tentou mobilizar a comunidade internacional para que promova
uma agdo conjunta com o objetivo de estabilizar na atmosfera a concentracdo dos gases
causadores do efeito estufa e, assim, limitar a interferéncia antropogénica sobre o
sistema climatico global (GREENPEACE INTERNATIONAL, 2011). O Brasil, apesar
de ndo ser um dos maiores emissores de gases poluentes, vem promovendo medidas
condizentes com essa nova conjuntura, através do desenvolvimento e da atualizacao
periodicas de inventarios nacionais sobre o tema (MINISTERIO DA CIENCIA E

TECNOLOGIA, 2002).
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Metas estabelecidas pelo protocolo de Kyoto somente poderéo ser alcancadas pelo
uso sustentado da biomassa para fins energéticos. No entanto, sabe-se que fora reduzida
a emissdo de gases do efeito de estufa em 5,2% em relacdo aos niveis de 1990, no
periodo entre 2008 e 2012. Apesar de alguns esforcos nesse sentido, este objetivo ndo
foi atingido globalmente. Em Dezembro de 2009, a ONU promoveu uma reunido com
os lideres mundiais com o objetivo de refletir sobre o que foi feito desde 1999 e discutir
futuros vinculos. Contudo, os objetivos iniciais da conferéncia ndo foram atingidos,
tendo terminado sem qualquer compromisso oficial (GARCIA, 2009).

Diante desse potencial, tem havido uma crescente disseminagdo de projetos e de
acOes voltadas para o uso de Gleos vegetais e de residuos urbanos e agroindustriais para
a geracdo de energia, particularmente por meio de projetos de co-geragdo, como por
exemplo, a extragéo de Oleo de visceras de suinos (CENBIO, 2003).

A utilizacdo de 6leos vegetais in natura como combustivel alternativo ao petréleo
tem sido alvo de diversos estudos nas ultimas décadas (NAG et al., 1995; PIYAPORN
et al., 1996). No Brasil, ja foram realizadas pesquisas com os 6leos virgens de macauba
(Acronomia sp.), pido-manso (Jatropha sp.), dendé (Elaeis sp.), indaia (Attalea sp.),
buriti (Mauritia sp.), pequi (Caryocar sp.), mamona (Ricinus sp.), babacu
(Orbignya sp.), tingui (Jacquinia sp.) e pupunha (Bactris sp.) (BARRETO, 1982;
MINISTERIO DA INDUSTRIA E DO COMERCIO, 1985; SERRUYA, 1991) como
fonte de biodiesel a ser utilizado em testes em caminhGes e maquinas agricolas
(MINISTERIO DA INDUSTRIA E DO COMERCIO, 1985).

Alguns autores demonstram que a alta viscosidade e a volatilidade dos 6leos
vegetais in natura podem provocar sérios problemas ao bom funcionamento do motor
(GOERING E FRY; 1984; GHASSAN et al., 2003) como a formacdo de depdsitos de

carbono por combustdo incompleta, diminuicdo da eficiéncia de lubrificacdo do Oleo
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pela ocorréncia de polimerizacdo (no caso de 6leos poli-insaturados) e a atomizagéo
ineficiente e/ou entupimento dos sistemas de injecédo (PETERSON et al. 1983; PRYDE,
1983; MA e HANNA, 1999).

O Biodiesel é o produto da transesterificacdo de Oleos vegetais que atende aos
parametros fixados pelas normas ASTM D6751 (AMERICAM STANDARD TESTING
METHODS, 2003) e DIN 14214 (DEUTSCHES INSTITUT FUR NORMUNG, 2003),
ou pela portaria n° 255 da ANP (AGENCIA NACIONAL DO PETROLEO, 2003) que,
apesar de provisoria, ja estabelece as especificacdes que deverdo ser exigidas para que
esse produto seja aceito no mercado brasileiro.

Os acidos graxos utilizados para a producdo de biodiesel podem ser oriundos de
diversos vegetais, inclusive em vegetais inferiores tais como as microalgas. Estas por
sua vez possuem caracteristicas fisico-quimicas aos de 6leos vegetais superiores, e por
isso apresentam potencial para a producéao de biodiesel (FAO, 2006).

O cultivo de microalgas apresenta varias caracteristicas interessantes tais como:
custos relativamente baixos para a colheita, transporte e menor gasto de agua, quando
comparados aos de cultivos de plantas; além de poder ser realizado em condi¢gdes ndo
adequadas para a producdo de culturas convencionais. As microalgas apresentam maior
eficiéncia fotossintética que 0s vegetais superiores, podem ser cultivadas em meio
salino e séo eficientes fixadoras de CO, (FAO, 2006).

Do ponto de vista econdmico, a viabilidade do biodiesel esté relacionada com o
estabelecimento de um equilibrio favoravel na balanca comercial, visto que o Oleo
diesel é o derivado de petréleo mais consumido no Brasil e que uma fracdo crescente
deste produto vem sendo importada anualmente (NOGUEIRA E PIKMAN, 2002).

Em termos ambientais, a adocdo do biodiesel, mesmo que em pequenas

porcentagens (2% a 5%) no 6leo diesel de petroleo (MINISTERIO DA CIENCIA E
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TECNOLOGIA, 2002), resultardo em uma reducdo significativa nas emissdes de
materiais particulados, 6xidos de enxofre e outros gases que contribuem para o efeito
estufa (MITTELBACH et al., 1985). Sendo assim, a utilizacdo do biodiesel a longo
prazo proporcionard maior expectativa de vida da populacdo, declinio nos gastos com
salde publica e possibilitando o redirecionamento de verbas para outros setores como
educacio e previdéncia social (MINISTERIO DA CIENCIA E TECNOLOGIA, 2002).
Cabe aqui ainda ressaltar que a adicdo de biodiesel ao diesel oriundo de petréleo,
melhora as caracteristicas do combustivel fossil, com a reducdo dos niveis de ruido e
melhoria na eficiéncia da combustdo pelo aumento do nimero de cetano. Além disso,
este tema da importancia a adogdo de politicas de estimulo ao uso e producdo do
biodiesel, possibilitando a consolidacdo perante o mercado consumidor (GALLO,

2003).

3 — Objetivos

3.1 — Objetivo Geral

Cultivar Chlorella vulgaris (Chordat) visando a obtencdo de biomassa algal,

para extracao de éleo.

3.2 — Objetivo Especifico

Avaliar metodologia de coleta de biomassa algal da Chlorella vulgaris

(Chordat), utilizando as técnicas de floculagéo.
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Efeito de diferentes agentes floculantes na obtencéo de biomassa da microalga

Chlorella vulgaris (Chordat)

Effect of different flocculants in obtaining biomass of microalgae Chlorella vulgaris

(Chordat)

Rebeca Vasconcelos', Marcele Aratjo', Elizabeth Santos, e Alfredo Gélvez*

Laboratério de Maricultura Sustentéavel — LAMARSU, Departamento de Pesca e
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes agentes floculantes na
obtencdo da biomassa da Chlorella vulgaris (Chordat). O delineamento experimental
adotado foi o inteiramente casualizado, composto por quatro bioensaios, nos quais 0s
trés primeiros compreendiam quatro tratamentos e trés repeticdes cada, sendo 0s
tratamentos compostos por diferentes molalidades (0,1M, 0,3M, 0,5M e 0,9M) para o0s
agentes floculantes Hidroxido de Sédio, Cloreto Férrico e Policloreto de Aluminio.
Posteriormente foi realizado o quarto bioensaio, composto pelos diferentes agentes
floculante totalizando trés tratamentos e trés repeti¢des (0,5M). A microalga da espécie
C. vulgaris foi condicionada em erlermeyer com volume util de 2000 mL, atingindo no
sétimo dia a fase exponencial de sua curva de crescimento, iniciando a floculacdo. Os
dados da variacdo de pH foram interpretados por meio da analise de variancia, seguido
pelo teste de Tukey (P<0,05). Verificou-se diferenca (P<0,05) em todos os tratamentos ,

porém a utilizacdo do Hidroxido de Sodio como agente floculante obteve melhor
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resultado por elevar rapidamente o pH da cultura (11,00+0,37) e proporcionar maior

peso de biomassa seca (0,1360+0,0036 g/L).

Palavras chave: combustiveis renovaveis, floculantes, crescimento.

The objective of this study was to evaluate the effect of different agents for obtaining
flocculent biomass of Chlorella vulgaris (Chordat). The experimental design was
completely randomized, with four bioassays, in which the first three comprised four
treatments and three repetitions each composed of different treatments molalitys (0.1 M,
0.3 M, 0.5 M and 0.9 M) for flocculating agents Sodium Hydroxide, ferric chloride and
poly aluminum chloride. Subsequently the fourth bioassay was performed, composed by
different agents flocculant with three treatments and three replications (0.5 M). The
microalgae species C. vulgaris was conditioned on erlermeyer with a volume of 2000
mL, reaching the seventh day the exponential phase of their growth curve, starting
flocculation. The data of pH changes were interpreted by analysis of variance followed
by Tukey test (P <0.05). There was a difference (P <0.05) in all treatments, but the use
of Sodium Hydroxide as flocculant agent obtained a better result by rapidly raising the
pH of the culture (11.00 = 0.37) and provide greater weight dry biomass (0.1360 *
0.0036 g/ L).

Abstract

Key words: renewable fuels, flocculants, growth

INTRODUCAO

As microalgas sdo organismos microscopicos, fotossintetizantes, capazes de se
desenvolver tanto em agua doce como em agua salgada. Embora o mecanismo
fotossintético seja semelhante ao das plantas superiores, a auséncia de caule e folhas e o
fato de se encontrarem submersas na agua facilitam o acesso ao didxido de carbono e
nutrientes. Isso faz com que apresentem altas taxas de crescimento e elevadas producdes
de biomassa em curto espaco de tempo (Schenk et al, 2008; Pulz & Gross,2004).

Atualmente o potencial biotecnolégico de microalgas e seus compostos buscam
conhecer as propriedades bioldgicas inerentes as moléculas presentes na biomassa tais
como: polissacarideos, compostos carotendides e lipidios importantes para producéo de
biodiesel e pela presenca de &cidos graxos poliinsaturados. Algumas propriedades
biolégicas das microalgas tais como: imune estimulantes, antivirais e anti-

hiperlipidémicas, podem ser derivadas dos polissacarideos presentes na biomassa, além
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de poder ser utilizada como alimento, produtos farmacéuticos ou entdo transformados
em bicombustiveis (Dvir et al., 2009; Talyshinsky et al., 2002; Bao et al., 2001).

A biotecnologia desses organismos, basicamente pode ser dividida em duas fases: a
producéo controlada da biomassa algal e o aproveitamento desta biomassa. Na primeira
fase, os cultivos sdo realizados sob condi¢cBes que podem induzir as células algais a
produzir determinadas substancias de interesse econdmico. Na segunda fase, as células
séo separadas do meio de cultura, podendo assim ser usadas de forma direta, ou indireta
que consiste na submissdo a processos de extracdo de compostos quimicos (Vinatea,
2004). A separacdo das células do meio de cultura pode ser realizada por centrifugacao,
filtracdo e floculagéo (sendo esta natural ou induzida) (Brennan e Owende, 2009).

O método de floculagdo consiste na reducdo da carga elétrica superficial das células
com a producdo de forcas capazes de manté-las afastadas entre si. A acdo do agente
floculante e proporcionada por eletrélitos que reduzira as forcas que tendem a manter as
células afastadas. Ocorre entdo a neutralizacao e os flocos sdo formados, o que faz com
que se perca a capacidade de manté-las em suspensdo ocasionando a decantacao.
(CPRH, 2001; Cardoso, 2003). Qualquer processo ndo controlado que mude o pH e
produza agregacdo das células é entendido como floculacéo espontanea. O processo de
floculagdo induzida ocorre por agentes floculantes, tais como: meio de cultura de sais
catiénicos (FeCls, Al,SO,), polimeros catidnicos (quitosana) e bases fortes (NaOH).

A especie Chlorella vulgaris ¢ uma microalga unicelular que habita dgua doce ou
meios estuarinos, pertencente a divisdo Chlorophyta, ordem Chlorococcales e familia
Oocystaceae. Pode formar coldnias, acumular pigmentos como clorofila a e b, PB-
caroteno e xantofilas. A sua forma de reserva de carbono intracelular é constituido por
amido. Algumas espécies de microalgas sob condi¢cbes ambientais adversas, como stress
nutritivo (falta de nitrogénio ou fosforo), podem acumular lipideos. (Klok, 2010).

Diante do exposto, este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito de diferentes

agentes floculantes na obtencao de biomassa de Chlorella Vulgaris (Chordat).

MATERIAL E METODOS
Localizacéo

A pesquisa foi realizada em Laboratdrio de Maricultura Sustentavel (LAMARSU),
da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), entre os meses de outubro de

2011 e Junho de 2012, sendo os dois primeiros meses destinados apenas a purificacdo
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das cepas e nos meses seguintes realizados os bioensaios e a producdo em larga escala

para extracdo da biomassa.

Purificacéo das cepas

A espécie utilizada no presente trabalho foi a C. vulgaris. Para purificacdo foram
utilizadas diluigdes sucessivas, que constituiu da utilizacdo de tubos de ensaios de 5mL,
retirando uma aliquota de 1mL de Cepa contaminada e introduzida em tubos de ensaios
enriquecidos com meio Provasoli (1958) com &gua autoclavada e vitaminas do
complexo B (B1, B6 e B12) até a purificacdo. As cepas foram mantidas a uma
temperatura de 22+2°C e fotoperiodo de 24 h luz.

Caracteristica do Cultivo

Todos os bioensaios foram inoculados com 10 x 10* cel.mL™ de C. vulgaris em &gua
esterilizada (121° C por 20 min), enriquecida com meio de cultura Provasoli (1958) com
volume util de 2000mL e adicionados vitaminas do complexo B. A experimentagéo foi
realizada por um periodo de 9 a 13 dias com temperatura de 22 + 2 °C, pH 7,

intensidade luminosa de 2000 lux, aeracdo constante.

Crescimento populacional Algal

Para se determinar a multiplicacéo algal, foi realizada contagem celular diaria a cada
24h, com o auxilio de um Hemacitdmetro (Camara de Neubauer) e microscopio optico
(aumento de 400). As amostras eram retiradas com pipeta Pasteur, esterilizadas,
colocadas em recipiente plastico com volume til de 5 mL e fixadas com formol a 4%.

Os parametros analisados foram: tempo de duplicacdo (Td), que é 0 momento em
que a populacdo duplica o numero celular e a velocidade de crescimento (K), que
representa o numero de divisdes celulares num intervalo de tempo (dias). O calculo da
velocidade de crescimento foi determinado pela formula: Kiotar = 3, 322/ (Tinai — Tinicial)-
LOG (Nfina/Niniciar) (Stein, 1973).

Onde: 3, 322 ¢ o fator de conversdo do logaritmo base 2 a 10, Tinicar € @ unidade de
tempo inicial (1° dia de contagem ou 1° dia da fase exponencial), Tsina € a unidade de
tempo final (Ultimo dia de contagem ou ultimo dia da fase exponencial), Ninica € @

densidade celular inicial (densidade do 1° dia de contagem ou 1° dia da fase
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exponencial), Nrina € a densidade celular final (densidade do Gltimo dia de contagem ou
altimo dia da fase exponencial), Log é o logaritmo na base e K € @ velocidade de
crescimento total de cultivo.

O tempo de duplicacdo (Td) foi determinado pela seguinte formula: Td = 1/K (Stein,
1973).

Desenho experimental: Bioensaios

Foram realizados quatro bioensaios, sendo trés bioensaios com quatro tratamentos e
trés repeticGes cada, em um delineamento inteiramente casualizado. O Gltimo bioensaio
utilizou a melhor concentracdo dos trés tratamentos utilizados nos bioensaios anteriores,
0 que resultou em um bioensaio com trés tratamentos e trés repeticbes em delineamento

inteiramente casualizado.

e Bioensaio 1: Segregacao algal com concentragcbes de 0,1M, 0,3M, 0,5M e
0,9M do agente floculante Hidroxido de Sédio (NaOH) a 98% de Pureza.

e Bioensaio 2: Segregacao algal com concentracbes de 0,1M, 0,3M, 0,5M e

0,9M do agente floculante Cloreto Ferrico (FeCls) a 97% de Pureza

e Bioensaio 3: Segregacao algal com concentracdes de 0,1M, 0,3M, 0,5M e

0,9M do agente floculante Policloreto de Aluminio a 40% de Pureza

e Bioensaio 4: Segregacdo algal com diferentes agentes floculantes a uma
concentracdo molar de 0,5M: Policloreto de Aluminio (a 40% de Pureza),

Hidroxido de Sodio (a 98% de Pureza) e Cloreto Férrico (a 97% Pureza).

Por fim, realizou-se a validacdo do método para a obtencdo da biomassa algal. As
algas foram cultivadas em tanques de fibra de vidro transparentes com aeracao
constante, contendo meio de cultura Provasoli (1958), temperatura de 35 + 2 °C, pH 6.8
e fotoperiodo natural, caracterizando assim um cultivo semicontinuo. Foi atingido um
volume de producdo maxima de 80L e a biomassa foi separada do meio por floculacéo.
A agua foi retirada por sinfonacdo e a biomassa Umida foi coletada e foi seca com

exposic¢éo ao sol.
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Andlise Estatistica

Os valores de pH foram submetidos a analise estatistica. Todos os dados obtidos
foram normais e homogéneos. Para realizar os testes foi utilizado o programa estatistico
“BioEstat 5.3”, aplicando-se a analise de variancia ANOVA (P<0,05) e constatada

diferenca significativa, aplicou-se o teste de TUKEY (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise do Crescimento

Para o primeiro bioensaio que visava a segregacdo algal em diferentes concentragdes
de Hidroxido de Sodio, obteve-se um crescimento celular de K=2.17+0.10. Essa
velocidade de crescimento foi superior ao encontrado por Souza (2009), que ao avaliar o
crescimento da microalga Chlorella vulgaris (Chordat) em diferentes pH, obteve para
umpH 7 um K=0,11,

Para 0 bioensaio que visava a floculagio com Cloreto Férrico em diferentes
concentragdes, obteve-se um TD de 0,69+0,01. Souza (2009), avaliando a influéncia do
fotoperiodo no cultivo da C. vulgaris (Chordat) alcancou um Tempo de duplicagdo de
1,23 dias, valor inferior ao observado no presente trabalho.

Em diferentes concentragdes molares de Policloreto de aluminio, a concentracéo
algal foi de K=1.28+0.06, para velocidade de crescimento e TD = 0,78+0,02. Estes
valores foram proximos aos encontrados por Ohse (2008), para mesma alga estudada, de
0,79 paraTD e 1,27 para K.

No quarto bioensaio observou-se um K= 1,24+0,14 e um TD= 0,80+0,01. Souza
(2009) obteve um K=0,71+0,013 e TD= 1,396+0,026 para as mesmas condi¢cdes de
cultivo, obtendo-se assim um melhor resultado para esse trabalho.

Outros fatores que influenciam o crescimento algal sdo o pH e a temperatura
escolhida para o cultivo. Mayo & Noike (1994) estudando o efeito da concentracédo de
fons de hidrogénio no crescimento da Chlorella vulgaris (Chordat) entre pH 3,0 e 11,5,
relataram a preferéncia da microalga pelo pH entre 5,5 e 8,0, e também a sensibilidade
da espécie por pH basico, afetando a producdo da biomassa algal. Corroborando com o
pH utilizado nos bioensaios (7,0).

A temperatura do cultivo foi de 22+2°C. Segundo Mayo (1997), no crescimento da

microalga Chlorella vulgaris (Chordat), constatou-se que as maiores densidades
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celulares ocorrem entre 25 e 35°C. Kerby e Stewart, 2003, observaram que o rapido
crescimento da microalga Chlorella munutissima ocorrem na temperatura de 20 a 30°C.
Desta forma, a Chlorella vulgaris (Chordat) pode apresentar um eficiente crescimento
em regides de clima tropical.

Protocolo de Floculacéo

Comparagdo entre as diferentes concentracdes do agente floculante Hidroxido
de Sodio (NaOH)

Avaliando a segregacdo do agente floculante Hidréxido de s6dio pode-se observar
floculagdo em todos os tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1. pH (MédiatDP), Peso da biomassa obtida (MédiatDP) das diferentes concentragdes do agente floculante
hidréxido de sddio (NaOH)

Table 1. pH(Means£SD), Weight biomass obtained (MeanstSD) of different concentrations of Sodium Hydroxide
flocculating agent

Concentragao Molar pH Médio + DP Peso Médio + DP (g.L)

—

0,1M 8,4620,72 0,1153+0,0025%
a

0,3M 8,76+0,36 0,1143+0,0035°
a

0,5M 9,73+0,45 0,1200+0,0010°

0,9M 9,73+0,95

0,1183+0,0015°

*Letras iguais representam igualdades estatisticas (p>0,05)

N&o houve diferenca (p>0,05) entre os tratamentos (p= 0,5441). Pode-se observar
que os tratamentos onde foram utilizadas as solu¢bes com concentragdes de 0,5M e
0,9M obtiveram os melhores resultados por ocorrer a floculacéo total da cultura que é
confirmado pelo valor obtido das biomassas; onde nos demais tratamentos (0,1M e
0,3M) ocorreram apenas o inicio da floculagéo.

Torbey et al (2010) ao avaliar as diversas formas de obtencdo da biomassa da
microalga Dunaliella salina (Centrifugacdo, Floculacdo (FeCl; e NaOH) e
Sedimentacao) observaram que ao utilizar 1,0M de NaOH obtiveram a floculagéo total
da cultura, valor molar superior ao utilizado nesse trabalho.

Astolfi (2011), segregando biomassa algal, para a espécie Nannochloropsis oculata,
com Hidrdxido de Sodio para as mesmas condicdes fisico-quimicas desse bioensaio fez
uso de 2,0M para floculacdo total da cultura, valor superior ao utilizado nesse

experimento.
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Xu et al (2006) ao cultivar a microalga Chlorella protothecoids em ambiente
heterotrofico e enriquecido com hidrolisado de milho obteve uma alta densidade algal,
chegando a biomassa seca, com peso de 15,5g/L, valor superior ao encontrado nesse
trabalno que na maior densidade algal onde alcancou uma biomassa seca de
0,1200+0,0010 g/L.

Schneider (2006), avaliando o crescimento de microalgas da divisdo Chlorophyta em
fotobiorreator obteve um peso de biomassa seca de 0,60g/L, valor superior ao

observado neste trabalho.

Comparagdo entre as diferentes concentragdes do agente floculante Cloreto
Férrico (FeCly)

Quando avaliado o cloreto férrico, observou-se floculagdo em todos os tratamentos
(Tabela 2).

Tabela 2. pH (Média£DP), Peso da biomassa obtida (Média+DP) das diferentes concentracdes do agente floculante
Cloreto Férrico (FeCly)

Table 2. pH(Means+SD), Weight biomass obtained (MeanstSD) of different concentrations of chloride ferric (FeCls)

flocculanting agent

Concentragdo Molar pH Médio + DP Peso Médio + DP (g/L)
0,1M 7,240,77" 0,125+0,0047*
0,3M 7,62+0,87° 0,117+0,0044°
0,5M 7,77+0,89° 0,1217+0,0032
0,9M 8,82+0,59" 0,1144+0,0032°

*Letras iguais representam igualdades estatisticas (p>0,05)

Houve diferenca entre os tratamentos (P<0,05), com a melhor floculacdo a uma
concentracdo molar de 0,5M.

Santos (2011), ao avaliar a floculagio da microalga marinha
Nannochloropsis oculata, obteve a floculagdo em um pH ligeiramente acido (pH=6.89),
valor oposto ao encontrado nesse trabalho que variou de pH= 7.2 a 8.82. Este autor
avaliando a floculacdo com diferentes agentes floculantes observou uma melhor

floculacdo com o cloreto férrico o que foi corroborado com esse trabalho.
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Ndiongue et al (2000), avaliando o floculante cloreto férrico para tratamento de
efluentes obtiveram sucesso com basicicidade, confirmando os resultados obtidos no
presente estudo.

Torbey (2010), fazendo uso do cloreto férrico a 0,3M para a microalga
Dunaliella salina também obteve bons resultados, colaborando com esse resultado.

Pulz (2007), fazendo uso de fotobioreatores no cultivo de Chlorophytas obteve um
valor de biomassa seca de 0,1g/L, corroborando com esse resultado.

Sato et al (2005), cultivando a microalga Chlorella sp. em fotobiorreatores obtiveram

uma biomassa seca de 0,251g/L, valor superior ao encontrado nesse trabalho.

Comparacdo entre as diferentes concentragdes do agente floculante Policloreto
de Aluminio (PAC)

Em relacdo o Policloreto de alumino notou-se uma segregacdo em todos os

tratamentos (Tabela 3).

Tabela 3. pH (Média£DP), Peso da biomassa obtida (Média+DP) das diferentes concentragdes do agente floculante
Policloreto de Aluminio (PAC)

Table 3. pH(Means+SD), Weight biomass obtained (Means+SD) of different concentrations of Poly Aluminium Chloride
(PAC) flocculanting agent

Concentragdo Molar pH Médio + DP Peso Médio + DP (g/L)
0,1M 7,56+0,25% 0,1183+0,0015*
0,3M 8,0+0,45° 0,1160+0,0026%®
0,5M 8,3+0,30° 0,1240+0,0036%®
0,9M 8,4+0,36° 0,1203+0,0025°

*Letras iguais representam igualdades estatisticas (p>0,05)

N&o houve diferenca entre os tratamentos (P=0,0734), sendo observada, através do
peso da biomassa obtida que os tratamentos que obtiveram os melhores resultados
foram os que utilizaram uma concentracdo molar de 0,5M e 0,9M.

Santos et al (2010) ao utilizar o Policloreto de aluminio em diferentes molalidades
(0,1M; 0,2M e 0,3M) para a floculacdo da microalga Scenedesmus quadricauda, obteve
a floculacéo das culturas, corroborando com o resultado desse bioensaio.

O policloreto de Aluminio (PAC) além de ser utilizado como segregador de

biomassa algal com finalidade para produgédo de produtos biotecnolégicos, o mesmo é



VASCONCELOQOS, R. F. L. Producéo de biomassa C. vulgaris (Chordat) para extragdo de 6leo. 30

muito utilizado em industrias para tratamento de agua, pois tem maior eficiéncia em
clarificacdo da &gua nas fabricas (LIMA E REALLI, 1997); e um &timo agente
floculante para obtencédo da floculagcdo em qualquer faixa de pH (PRATI, MORETTI e
CARDELLO, 2005).

Em relacdo a velocidade de decantacdo da microalga Chlorella vulgaris foi
observado um total de 160 minutos, onde foram formados flocos grandes e pesados, 0
que corrobora com Silva e Torrezdo (2011), que ao utilizar o PAC nas Estacdes de
Tratamento de agua (ETA’s) das industrias sucroalcooleiras, observou remocgao
eficientemente da carga organica e inorganica do liquido a ser tratado; formacgdo de
flocos grandes e pesados, elevando a velocidade de decantagéo.

Costa et al (2006), ao cultivar a microalga Chlorella minutissima, fazendo o uso de
fertilizantes (N,P e K), a uma relacdo 5N:1P, relacdo igual a utilizado nesse trabalho,
estes autores obtiveram uma biomassa seca de 1,53g/L, valor superior ao encontrado

nesse trabalho.

Comparacdao entre os agentes floculantes

Houve diferenca significativa em todos os valores de pH (p<0,05), sendo observado
maior valor de pH com o uso de Hidréxido de Sodio como floculante (Tabela 4), o que
proporcionou a floculacdo total das unidades experimentais. Soares (2010) em estudo
com a microalga Nannochloropsis oculata, observou que ao utilizar o hidroxido de
sodio a 1,0M obteve floculacéo algal total, valor inferior ao presente trabalho, que nas

mesmas condicdes utilizou 2x menos reagentes na floculacao.

Tabela 4. Agentes floculantes em relacdo aos valores médios de pH (Médiat+DP) e Peso da biomassa obtida
(MédiaxDP)
Table 4. Flocculating agents in relation to average pH (Means=SD) and Weight biomass obtained (Means+SD)

Agente Floculante (Concentracdo Molar) pH Médio + DP Peso Médio+ DP(g.L)
Policloreto de Aluminio (0,5M) 8,04+0,62% 0,1170+0,0046™
Hidroxido de Sédio (0,5M) 11+0,37° 0,1360+0,0036"
Cloreto Férrico (0,5M) 9,85+0,22¢ 0,1250+0,0035°

*Letras iguais representam igualdades estatisticas

Marinho (2011), ao avaliar a floculacdo da microalga Scenedesmus subspicatus,
utilizando uma alta molalidade (2,0M) obteve valores superiores para o floculante PAC

que ao utilizar 1 mL da solucdo padrédo de 1,0M obteve a floculagdo total da cultura.
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Para o hidrdxido de sédio o mesmo autor ndo alcangou floculagdo total, em uma solucéo
padréo de 1,0M, valor superior ao utilizado neste experimento.

Souza et al (2011), ao avaliar o efeito de diferentes floculantes para a microalga
Chlorella vulgaris utilizando a concentracéo de 2,0 M de hidroxido de sddio, e 1,0 M de
Policloreto de Aluminio, ndo obteve a floculagdo para o hidroxido de sodio, porém para
o Policloreto de Aluminio houve floculacdo total. Diferindo do resultado deste estudo, o
que pode ser justificado pela diferenca do pH inicial, que neste trabalho foi de 7,
enquanto no estudo realizado pelo autor foi de 7.9.

Carrara (2000), ao utilizar Cloreto Férrico obteve a floculacdo algal através de altos
valores de dosagem em torno de 2,0 M, valor bem superior ao encontrado nesse
trabalho. Além disso, a floculacdo com o hidréxido de sédio apresenta uma grande
vantagem: apo0s a separacdo da biomassa, 0 sobrenadante pode ser neutralizado com
acido cloridrico, permitindo a sua reutilizacdo apés a adi¢cdo de um pequeno volume de
meio de cultivo fresco (HORIUCHI et al., 2003).

Miranda (2011), ao cultivar a microalga Scenedesmus obliquus em fotobiorreatores
fechados, 0 mesmo obteve uma biomassa seca de 0,37g/L, valor superior ao encontrado
nesse trabalho. Porém este autor encontrou em alguns tratamentos uma biomassa seca

de 0,11g/L valor que corrobora com esse resultado.

CONCLUSAO

A utilizacdo de Hidréxido de Sédio como agente floculante € indicado por elevar
rapidamente o pH da cultura (11,00+0,37), ocorrendo assim a aglutinacdo e a
decantacdo das células em um curto espaco de tempo, reaproveitamento da agua do
cultivo, através da neutralizacdo da mesma, com utilizacdo de acido cloridrico (HCI) e
alto peso da biomassa seca (0,1360+0,0036 g/L).
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fitossocioldgica e classificacdo sucessional do componente arbéreo em um fragmento de
floresta atlantica em lgarassu—Pernambuco. Revista Brasileira de Ciéncias Agrérias,
2009. No prelo.

e. DissertacOes e teses

Bandeira, D.A. Caracteristicas sanitarias e de producdo da caprinocultura nas
microrregides do Cariri do estado da Paraiba. Recife: Universidade Federal Rural de
Pernambuco, 2005. 116p. Tese Doutorado.

f. Trabalhos apresentados em congressos (Anais, Resumos, Proceedings,
Disquetes, CD-ROMS) devem ser evitados.

Dubeux Junior, J.C.B.; Lira, M. de A.; Santos, M.V.F. dos; Cunha, M.V. da . Fluxo de
nutrientes em ecossistemas de pastagens: impactos no ambiente e na produtividade. In:
Simpdsio sobre o Manejo da Pastagem, 23, 2006, Piracicaba. Anais... Piracicaba:
FEALQ, 2006. v.Unico, p.439-506.

No caso de disquetes ou CD-ROM, o titulo da publicacéo continuara sendo
Anais, Resumos ou Proceedings, mas o numero de paginas sera substituido pelas
palavras Disquetes ou CD-ROM.

g. WWW (World Wide Web) e FTP (File Transfer Protocol)
Burka, L.P. A hipertext history of multi-user dimensions; MUD history.
http://www.ccs.neu.edu/home/lpb/mud-history-html. 10 Nov. 1997.

h. CitacBes de comunicacdo pessoal deverdo ser referenciadas como notas de rodape,
quando forem imprescindiveis a elaboracao dos artigos.

Outras informacdes sobre a normatizacéo de artigos

1) Os titulos das bibliografias listadas devem ter apenas a primeira letra da primeira
palavra maidscula, com excec¢do de nomes proprios. O titulo de eventos devera ter
apenas a primeira letra de cada palavra maiuscula;

2) O nome de cada autor deve ser por extenso apenas 0 primeiro nome e o Ultimo
sobrenome, sendo apenas a primeira letra maiuscula;
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3) Nao colocar ponto no final de palavras-chave, key words e titulos de tabelas e
figuras. Todas as letras das palavras-chave devem ser minusculas, incluindo a primeira
letra da primeira palavra-chave;

4) No Abstract, a casa decimal dos nimeros deve ser indicada por ponto em vez de
virgula;

5) A Introducdo deve ter, preferencialmente, no maximo 2 paginas. Nao devem existir
na Introducdo equacoes, tabelas, figuras, e texto tedrico sobre um determinado assunto;

6) Evitar paragrafos muito longos;

7) Nao deveréa existir italico no texto, em equacdes, tabelas e figuras, exceto nos nomes
cientificos de animais e culturas agricolas, assim como, nos titulos das tabelas e figuras
escritos em inglés;

8) Néo deveréa existir negrito no texto, em equacdes, figuras e tabelas, exceto no titulo
do artigo e nos seus itens e subitens;

9) Em figuras agrupadas, se o titulo dos eixos x e y forem iguais, deixar s6 um titulo
centralizado;

10) Todas as letras de uma sigla devem ser mailsculas; ja 0 nome por extenso de uma
instituicdo deve ter maiuscula apenas a primeira letra de cada nome;

11) Nos exemplos seguintes o formato correto é o que se encontra no lado direito da
igualdade: 10 horas = 10 h; 32 minutos = 32 min; 5 | (litros) =5 L; 45 ml =45 mL; I/s =
L.s-1; 270C = 27 oC; 0,14 m3/min/m = 0,14 m3.min -1 .m-1; 100 g de peso/ave = 100 g
de peso por ave; 2 toneladas = 2 t; mm/dia = mm.d-1; 2x3 = 2 x 3 (deve ser separado);
45,2 - 61,5 = 45,2-61,5 (deve ser junto). A % é unidade que deve estar junta ao numero
(45%). Quando no texto existirem valores numéricos seguidos, colocar a unidade
somente no ultimo valor (Exs.: 20 e 40 m; 56,0, 82,5 e 90,2%). Quando for pertinente,
deixar os valores numéricos com no maximo duas casas decimais;

12) No texto, quando se diz que um autor citou outro, deve-se usar apud em vez de
citado por. Exemplo: Walker (2001) apud Azevedo (2005) em vez de Walker (2001)
citado por Azevedo (2005). Recomendamos evitar essa forma de citacao.

13) Na definicdo dos parametros e variaveis de uma equacdo, devera existir um traco
separando o simbolo de sua definicdo. A numeracdo de uma equacao dever estar entre
paréntesis e alinhada esquerda. Uma equacdo dever ser citada no texto conforme os
seguintes exemplos: Eq. 1; Eq. 4.;14) Quando o artigo for submetido ndo serd mais
permitida mudanca de nome dos autores, seqiiéncia de autores e quaisquer outras
alteracdes que no sejam por solicitadas pelo editor.

Procedimentos para encaminhamento dos artigos
O autor correspondente deve se cadastrar como autor e inserir o artigo no endereco

http://www.agraria.ufrpe.br ou
http://www.agraria.pro.br/sistema/index.php?journal=agraria
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O autor pode se comunicar com a Revista por meio do e-mail agrarias@prppg.ufrpe.br,
editorgeral@agraria.pro.br ou secretaria@agraria.pro.br.



